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Zpisoby vyroby mysiho a lidského endostatinu. Déle jsou
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Zpusob vyroby mys$iho a lidského endostatinu

Oblast techniky

Jsou popsany zplusoby vyroby  mySiho a lidského
endostatinu. Jsou téZ popsany zplsoby zmény konformace
svinuti, zpasoby ¢isténi endostatinu z inkluznich té&les
exprimovanych v bakteriich, a nukleové kyseliny, koédujici

formy endostatinu s Uplnym i zkrdcenym Fetézcem.

Dosavadni stav techniky

Angiogenéze

Angiogeneze, t.j. rGst novych krevnich cest, hraje
vyznamnou roli p¥i rGstu rakoviny a metastdz. U 1idi bylo
prokazano, Ze rozsah vaskulatury v nadoru koreluje u mnoha
typt rakovin s progndzou pacienta (Folkman, J., Seminars v
Medicine of the Beth Israel Hospital, Boston 333(26): 1757-
1763, 1995; Gasparini, G., European Journal of Cancer
32A(14): 2485-2493, 1996; Pluda, J. M., Semenars m Oncology
24(2): 203-218, 1997; Norrby, K., APMIS 105: 417-437, 1997).
ﬁ normalnich dospélych je angiogenéze omezena na dobfe Fizené
situace, Jjakymi jsou napfiklad hojeni poran&ni a Zensky
reprodukéni systém (BaEtegay, E.J., J Mol Med 73:-333-346,
1995; Dvorak, H.F, New Engl J Med, 315: 1650-1659, 1988).

Pokusy na zvifatech naznacuji, Ze nddory mohou existovat
v latentnim "spicim" stavu, ve kterém je rlst nadoru omezen
rovnovahou mezi vysokou rychlosti proliferace a vysokou
rychlosti apoptosy (Holmgren, L. et al., Nat. Med. (N.Y.)
1(2): 149-153, 1995; Hanahan, D. et al., Cell 86(3): 353-364,

1996). Prepnuti z latentniho na angiogenni fenotyp umoZiuje
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nadorovym bufikdm uniknout ze stavu latentniho a zacit rychle
rist, coZz Jje patrné dasledek sniZeni rychlosti odumirdni
(apoptosy) nadorovych bunék (Bouck, Cancer Bunky, 2(6): 179-
185, 1990; Dameron et al, Cold Spring Harb Symp Quant Biol,
59: 483-489, 1994). Kontrola angiogenéze je podle dosavadnich
ptedstav dané& rovnovdhou mezi faktory, které urychluji tvorbu
novych soulasti krevniho feli3té a antiangiogennich faktory,
které omezuji wvytvareni neovaskulatury (Bouck, N. et al.,
Advances 1w Cancer Research 69: 135-173, 1996; 0'Reilly et
al., Cell 79(2): 315-328, 1994).

Byla nalezena trada proangiogennich faktorl, mezi kterymi
lze uvést =zédkladni a kyselé fibroblastové rlstové faktory
(bFGF a aFGF) a rGstové faktory vaskuldrni permeability a
vaskulérni endothelidlni réstovy faktor (VPF/VEGF) {(Potgens,
A. J. G. et al., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 376: 57-70, 1995;
Ferrara, N., Buropean Journal of Cancer 32A(14): 2413-2442,
1996; Bikfalvi, A. et al., Endocrine Reviews 18: 26-45,
1997).

Bylo 3iz také nalezeno nékolik endogennich
antiangiogennich faktord, mezi které pat¥i angiostatin
(O'Reilly et al., Cell 79(2): 315-328, 1994), endostatin
(O'Reilly et al, Cell 88t2): 277-285, 1997), interferon-alfa,
(Ezekowitz et al;, N. Engl. J. Med.; May 28; 326(22) 1456~
1463, 1992), trombospondin {(Good et al, Proc Natl Acad Sci
USA 87(17): 6624-6628, 1990; Tolsma et al., J. Cell Biol.
122(2): 497-511, 1993), a faktor 4 krevnich destilek (PF4)

(Maione et al; Science 247(4938): 77-79,; 1990).

Klinicky se wvyviji mnoho angiogennich inhibitor& (Viz
Shawver et al., Drug Discovery Today 2(2): 50-63, 1997, a tam

uvedené odkazy). Polypeptidy jako je interferon alfa a faktor



4 krevnich desticek Jjsou =zkouSeny klinicky. Angiostatin,
rozpustny Flt-1 receptor, a baktericidni proteinovy
derivat 23 zvy3ujici permeabilitu jsou v pfedklinickém stadiu
testovani. Monoklonalni protilatky Jjako je humanizovana anti-
avbs protilatka (IM609), anti-VEGEF a anti-Flk-1 monoklonalni
protilatka (DC1l01l) Jsou také ve stadiu predklinickych testd.
Tecogalan (DS4152), sulfatovany polysacharid-peptidoglykanovy
komplex Jje klinicky testovan, a bFGF sacharidovy inhibitor
(GM1474) a glyceptor napodobujici inhibitor bFGF (GL14.2)
jsou ve stadiu ptedklinickych zkouSek. Antibiotickum AGM1470
(TNP470), fumagilinovy analog a Suramin, ©polyaniontova
slouenina, Jsou klinicky testovadny. Inhibitory s malou
molekulou. Jako 3Jjsou antagonisté urokinasového receptoru,
inhibitory fosfatidové kyseliny, inhibitory Flk-1, a
inhibitory véazajiciho VEGF-F11 Jjsou v8echny ve stadiu
pfedklinickych testd. Thalidomid a jeho analogy, a matricové
metaloproteinasové inhibitory, jako je Batimastat/Marimastat,
jsou ve stadiu klinickych testd. Oligonukleotidy, jako jsou
ribozymy, zam&fené na VEFG receptory a VEGF anti-sense

oligonukleotidy, jsou také ve stadiu pfed klinickymi testy.

Antiangiogenni terapie mGZe nabidnout oproti konvenéni
chemoterapii pfi 1éceni rakoviny nékolik vyhod.
Antiangiogenni ¢inidla maji nizkou toxicity pri
pfedklinickych testech a dosud u nich nebyl pozorovan wvznik
ldtkové resistence (Folkman, J., Seminars v Medicine of the
Beth Israel Hospital, Boston 333(26): 1757-1763, 1995).
Vzhledem k tomu, Ze angiogenéze Jje komplexni proces, ktery
sestava z mnoha stupnl véetné invaze, proliferace a migrace
endothelidlnich bunék, lze ptredpokladat, Ze nejuéinnéjsi by
méla byt kombinovand terapie. Ve skutenosti kombinace
chemotherapie s antiangiogenni terapii se JjiZ prokéazala

slibné vysledky pro predklinické modely (Teicher, B. A. et



al., Breast Cancer Research a Treatment 36: 227-236, 1995;
Teicher, B. A. et al., European Journal of Cancer 32A(14) :
2461-2466, 1996).

Endostatin

Endostatin je protein o molekulové hmotnosti 20 kDa,
odvozeny od C-terminédlniho fragmentu alfa 1 typu
kolagenu XVIII. Zjistilo se, Ze kultivadni Zivna ptda
z upravené kultury bun&k linie hemangioendotheliomu (EOMA)
obsahuje faktor, ktery inhibuje endothelialni bunécnou
proliferaci in vitro (O'Reilly et al., Cell 88: 277-285,
1997). Tento faktor, odpovédny za uvedenou inhibici, byl
pojmenovan endostatin. Rekombinadni forma tohoto proteinu,
exprimovanad v hmyzich bufikdch infikovanych baculovirem
inhiboval rist metastas u modelu Lewisova plicniho tumoru a
nerozpustna forma tohoto proteinu odvozena od E. coli, se u
nékolika modelech n&adord ukézala byt G&innd pro prevenci
ristu primarniho nadoru (O'Reilly et al., Cell 88: 277-285,
1997; Boehm et al., Nature 380: 404-410, 1997).

Cisténi a zména konformace svinuti endostatinu

PfestoZe bylo v poslednich dvaceti létech vyvinuto mnoho
typld exprimujicich systéms, jsou v primyslovém m&¥itku k
vyrobé protein@ &iroce uzivany bakterialni systémy, zejména
ty, které jsou zaloZeny na E. coli,. Vektory, které umoznuji
vysokou uroveil exprese a schopnost uskutednit fermentace pri
vysokych hustotidch bun&k a pfi nizkych néakladech, prispély
k rychlému rozvoji a pouziti exprimujicich systémi,
zaloZenych na E. coli. Nicméné& tendence ziskavat inkluzni
télesa, ktera obsahuji Z&dany rekombinadni protein pomoci

E. coli, je spojen s jednim zavaZznym problémem. Vytvareni



inklusniho té&leso nutné vyZaduje daldi nasledny stupef, ktery
musi predchézet ziskani biologicky aktivnich proteind. Timto
stupném Je zmé&na konformace svinuti Fetdzce in vitro.
Tendence tvofit nerozpustné agregdty se nejevi jako
korelujici s faktory Jjako je wvelikost, hydrofobnost,
struktura podjednotky nebo pouziti fusnich domén (Kane J.F. a
Harley, D.L., Tibtech 6: 95, 1988). Ukazuje se, Ze vytvoreni
inklusniho télesa je determinovéano rychlosti syntézy
proteinu, svinuti, agregace a proteolytickd degradace,
rozpustnost a termodynamika stédceni meziprodukt@ a nativnich
proteinl a interakce téchto typl s chaperonovymi proteiny
(Rainer Rudolph, V  Protein Engineering: Principles a
Practice, Edited by Jeffrey L. Cleland a Charles S: Craik, p
283-298, Wiley-Liss, Inc., New York, New York, 1996).

Inkluzni télesa se obecné tvofi v cytoplasm& bunék
exprimujicich ve vysokych hladindch rekombinadni protein. Pfi
pozorovani fazovou kontrastni mikroskopii lamou své&tlo a tak
jsou nékdy oznadovany Jjako "refraktilni t&liska". Pro tato
inklusni télesa Jjsou charakteristické relativn& wvysoké
specifické hustoty a 1lze Jje 2z buné&lného 1lysdtu oddélit
odstfedénim. Tvorba inkluznich téles mizZe chranit
rekombinacni proteiny pred proteolysou, jestliZe se samy
pfili§ snadno nerozkladaji wvlivem podminek fysiologického
roztoku. Vysoké koncentrace denaturdtd, jako je 6 M guanidin
hydrochlorid nebo 6-8 M molovina, JiZ Jjsou v3eobecné
pouzivany k solubilizaci proteintl, pfitomnych v inkluznich
télesech. Byla jiZ srovnavéana tada takovychto solubilizadnich
postupl, pro solubilisaci inklusnich té&les (Fisher, B.,
Summer, L. a Goodenough, P. Biotechnol. Bioeng. 1: 3-13,
1992).



PfestoZe Je poZadovany cizi genovy produkt hlavni
sloZkou inklusnich téles, mohou byt v takovychto preparatech
obohacené  proteiny  hostitelské bunky, jako napriklad
proteiny po malém tepelném 3oku, proteiny vnéjsi membrany,
prodluZovaci faktor EF-Tu a RNA polymeraza (Allen, S.P.,
Polazzi, J.O. Gierse, J.K., a Easton, A.M., J. Bacteriol.
174: 6938-6947, 1992); Hart, R.A., Rinas, U., a Bailey, J.E.,
J. Biol. Chem. 265: 12728-12733, 1990; Hartley, D.L., a Kane,
J.F., Biochem. Soc. Trans. 16: 101, 1988).

Mezindrodni patentovd p#ihldSka WO 97/15666 popisuje
expresi, ¢i3téni a charakterizaci endostatinu z E. coli a
hmyzi buniky infikované baculovirem. Bacteridlné-odvozeny
endostatin nebyl upraven do nativniho stavu zm&nou konformace
stoCeni, ale byl pouZit jako nerozpustni suspense pro v&tdinu
z uvedenych testd. V popisu tohoto vynalezu je také zahrnuto
¢isténi nativniho endostatinu od upraveného prostfedi pro
murin hemangioendotheliomovou buné&&nou linii EOMA. Endostatin
byl Cistén od tohoto upraveného prostredi pomoci klasické

Cistici metodiky.

Dosud nebyly popsény Zadné (spé&3né pokusy preménit
konformaci svinuti endostatinu (O'Reilly et al., Cell 88:
277-285, 1997). Rekombinalni endostatin odvozeny od E. coli,
charakterizovany témito autory, byl srdZen a poté dialysovéan
proti PHS. SraZeny (nikoliv jinak svinuty) materidl nebylo
mozZno testovat in vitro, protoZe nebyl rozpustny
v kultivaénim prostfedi. Malé (nespecifikované) procento
tohoto materialu se v pribéhu dialyzy spontanné& rozpoudtélo v
PBS. Tento materidl mél srovnatelnou inhibi&ni udinnost v
endothelialnich bufikdch jako nativni a i jako rozpustny
endostatin, odvozeny od baculoviru. Poté co byl rekombinadni

endostatin, odvozeny od E. coli, upraven zmé&nou svinuti za
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pritomnosti 0,1 M fosfore&nanu sodného, pH 7,4, 150 mM NaCl,
0,6M mocoviny, 2 mM redukovaného glutationu, 0,02 mM
oxidovaného glutationu a 0,5 M argininu ve findlni
koncentraci 0,1 mg/ml, bylo pfes 99% proteinu ztraceno. Tato
velka ztrata vyluCuje pouZiti tohoto materidlu pro testy in
vivo. Misto toho autofi pouZili pro vé&tdinu testd in vivo
necharakterizovanou nerozpustnou formu endostatin (s
nezméneénym svinutim). Bylo pozorovano, Ze srazenina
endostatinu, odvozeného od E. coli, se postupné v prubé&hu
péti dnt rozpousti a dosahuje se dlouhodobého
antiangiogenniho G&inku p#i testech na chorioalantoidni
membrané (CAM) kurat. Suspense stejného materidlu tvorila v
mist& injekce u my3i sraZeninu, ktera pomalu zmizela v

pribéhu 24-48 hodin.

Nasledné testy pomoci stejné skupiny ukdzala, Ze latkova
resistence se nevyvine, pokud jde o my3 nesouci karcinom
plic, T241 fibrosarkom nebo B16F10 melanom, kterad je lé&ena
mySim endostatinem (Boehm, T., et al., Nature 590: 404407,
1997) . Rekombinalni murinovy endostatin odvozeny od E. coli
byl pfipraven podle postupu uvedeného shora (0'Reilly et al.,
Cell 88: 277-285, 1997) s tim rozdilem, Ze bakterie byly
vysrazeny a resuspendovany v 8 M modovin&, 10 mM beta
merkaptoethanolu a 10 mM pH 8,0 a inkubovany po dobu 1 aZ 2
hodin. Beta merkaptoethanol byl v nasledujicich krocich
odstranén. Rekombinaéni my3i endostatin byl my$im podavan
jako suspense v PBS. My3i nesouci jeden ze t#i uvedenych typl
nadort byla podkoZné& dorsdlné& injekéné vstiiknuta suspense
¢isténého, ale mdlo rozpustného endostatinu, a to do mista,
vzdaleného od mista inokulace nddorti. Lé&eni bylo zastaveno
poté, co doSlo k regresi nadoru, a pak byl ponechan opét

rast. Rast nadoru se neopakoval jole) 6, 4 nepo 2



endostatinovych 1éCebnych cyklech, ¢imz byla terapie

ukoncena.

V souCasné dob& byla izolovdna a charakterizovana
obéhové forma lidského endostatinu (Standker et al., FEBS
Letters 420: 129-133, 1997). Peptidy s vysokou molekulovou
hmotnosti {1-20 kDa) byly izolovadny z 2 500 litra
ultrafiltratu 1lidské krve (hemofiltrat, HF) ziskané od
pacientd trpicich chronickou nedostate&nosti ledvin. Extrakty
byly spojeny na preparativni kationtom&noidové kolond a
eluovany pH stupifiovou frakcionaci (7 pufrt s pH rostoucim od
3,6 do 9,0). Peptidy s vysokou molekulovou hmotnosti pak byly
detekovany ve stupni ("poolu") 8, ktery byl eluovan vodou, a
nasledné ¢istén HPLC s reversni féazi. Alikvotni dily byly
podrobeny hmotnostni spektrometrii (matrix-assisted laser
desorption ionization mass spectrometry) (MALDI-MS) a byla
stanovena presnd molekulovd hmotnost elektrorozpraSovaci
hmotnostni spektroskopii (ES-MS), pri&emZ bylo nalezeno
18,494 Da. V molekule byla nalezena cysteinovd residua 1-3 a
2-4, navazand disulfidovymi mistky. Finalni vyt&Zek byl
v prib&hu ¢&idténi odhadnut na 20 %, cof m&lo za vysledek
dosaZeni koncentrace >107"' M. v hemofiltratu. Vysledna
koncentrace endostatinu v pacientové plasm& byla odhadnuta v
rozmezi 107*° M nebo vy$8i. Neni zndmo, jestli existuji tkang,
které by endostatin vézaly, vibec existuji, jak bylo navrZeno
pro angiostatin (Kost et al., Eur J. Biochem. 256: ©82-688,
1996). In vitro biologickd charakterizace nativniho lidského
endostatinu (ktery byl o 12 aminokyselin krat3i ne? mySi
endostatin), nevykazuje Zadnou antiproliferadni aktivitu na
rlizné typy endothelidlnich bunék. Charakterizace
rekombinaénich forem 1lidského endostatinu nebyla hl&Sena.
Autori spekuluji, Ze rozdily v aktivité mySich a 1lidskych

forem endostatinu by mohly byt disledkem n&kolika faktora:



(1) tyto dvé formy se daji izolovat z rlznych zdroj@ a mohou
mit rdznou selektivitu, specifilnost nebo u&innost p#i in
vitro a in vivo testech.

(11) Rozdily v posttranslaénich modifikacich, které byly mezi
peptidy nalezeny, mohou také byt pficinou neshody v uvadénych
aktivitéch.

(iii) Lidsky endostatin nemusi nutn& inhibovat proliferaci
endothelialnich bunék, ale nepfimo ovliviiovat 3jiné bundd&né
Casti, které jsou pozorovatelné pouze Vv Uplném systému in

vivo.

Podstata wvynéalezu

Prvnim predmétem vyndlezu Jje zplsob exprimace vysokych
kladin endostatinu v bakteriich. Dal3im aspektem vynalezu ije
efektivni =zplsob, kterym se daji endostatinovd inkluzni
télesa solubilizovat, poté upravit svinuti a &istit, =za

GCelem ziskani biologicky aktivniho materidlu.

Vyhodné se kroky solubilizace inkluznich té&les s obsahem
mySiho nebo lidského endostatinu provadé&ji p¥i zvySeném pH.
Vyhodné m& zvySené ©pH v solubilizaénim kroku hodnotu
v rozmezl od asi pH 9 do asi pH 11,5. Dokonce vyhodn&ji
vyhodné je zvySené pH od asi pH 10 do asi pH 11. Nejvvhodné&ji
10,5.

je zvy3ené pH

Vyhodné se kroky zmény svinuti inkluzniho té&lesa my3iho
nebo 1lidského endostatinu provadé€ji pf¥i pH, které je blizké
neutralnimu. Vyhodné€ Jje neutridlni pH v solubilizadnim kroku
provadéno v rozmezi hodnot pH od asi pH 6 do asi pH 8,5.
Jesté vyhodn&ji je rozmezi pH, blizké neutrdlnimu, pro zménu

svinuti my$iho endostatinu od asi pH 7,0 do asi pH 8,0.
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Nejvyhodnéji Jje rozmezi pH blizké neutralnimu, pro zmé&nu
svinuti my$iho endostatinu asi pH 7,5. Jesté vyhodnéji je
rozmezi pH blizké neutrdlnimu, pro zm&nu svinuti 1idského
endostatinu, od asi pH 7,0 do asi pH 8,0, Nejvyhodné&iji Je
rozmezi pH blizké neutrdlnimu, pro zménu svinuti 1lidského

endostatinu asi pH 7,5.

Vyhodné& je koncentrace endostatinového genového produktu
v pr@b&hu solubiliza&niho kroku od asi 0,2 do asi 20 mg/ml.
JeSté vyhodn&ji, Jje koncentrace asi 2,5 mg/ml. Vyhodné e
koncentrace endostatinového genového produktu v prob&hu kroku
premény konformace svinuti od asi 0,02 do asi 2 mg/ml. JeSté

vyhodn&ji je koncentrace asi 0,25 mg/ml.

Vyhodné& se denaturadni <&inidlo, které se pouZiva v
prib&hu stupnid solubilizace a zm&ny sm&ru svinuti, voli ze
souboru, do kterého pat¥i molovina a guanidin hydrochlorid.

JesSté vyhodnéji je denaturalnim prostfedkem modovina.

Vyhodné je koncentrace moCoviny od asi 4 M do asi 10 M v
prab&hu solubilizadniho kroku. Jesté vyhodnéji, je

koncentrace asi 6 M.

Vyhodné je koncentrace moloviny v prib&hu kroku pPemény
konformace svinuti od asi 2 M do asi 4 M. Je3t& vvhodn&iji, je
koncentrace asi 3,5 M. Vyhodn& je koncentrace guanidin
hydrochloridu od asi 2 M do asi 8 M v pribé&hu solubilizad&niho

kroku. JesSté vyhodnéji, je koncentrace asi 4 M.

Vyhodné& je koncentrace guanidin hydrochloridu v prab&hu
kroku zmény svinuti od asi 0,2 M do asi 2 M. Je3té& vyhodné&ji,

je koncentrace asi 1,5 M.
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Vyhodné se solubilizadni a reduk&ni kroky provadéii za
pritomnosti reduké&niho ¢inidla schopného redukovat
disulfidové vazby na merkaptoskupiny. Vyhodné& je reduk&ni
Cinidlo vybréno =ze skupiny, kterd sestdvd 2z DTT, BME,
cysteinu a redukovaného glutathionu. Je3té& vyhodn&ji Je

redukénim &inidlem DTT nebo cystein.

Vyhodné je DTT pfitomno v koncentraci od asi 2 mM do asi
10 mM v prib&hu solubilizalniho kroku. Je3t& vyhodn&ji je

koncentrace asi 5 mM.

Vyhodné, DTT je pfitomen v koncentraci od asi 0,5 mM do
asi 2 mM v prubé&hu kroku pfemény konformace svinuti. Jedté

vyhodnéji je koncentrace asi 0,5 mM.

Vyhodné&, je redukovany glutathion pfitomen v koncentraci
od asi 5 mM do asi 20 mM v prib&hu solubilizadniho kroku.

Jesté vyhodnéji, Jje koncentrace asi 10 mM.

Vyhodné je redukovany glutathion pFitomen v koncentraci
od asi 0,5 mM do asi 4 mM v pribéhu kroku premé&ny konformace

svinuti. JesSté& vyhodnéji je koncentrace asi 1 mM.

Vyhodné, cysteine je pfitomen v koncentraci od asi 5 mM
do asi 20 mM v prGb&hu solubiliza&niho kroku. Jedté

vyhodnéji, je koncentrace asi 10 mM.

Vyhodn&, cysteine je p¥itomen v koncentraci od asi 0,5
mM do asi 4 mM v prib&hu kroku pFfemény konformace svinuti.

Je3té vyhodnéji, je koncentrace asi 1 mM.

Vyhodné je v pribé&hu kroku p¥emdny konformace svinuti,

pfitomno ¢inidlo schopné podpofit zamé&nu disulfidovych vazeb.
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Vyhodné se ¢&inidlo wvoli ze souboru, do kterého patfi
cystein a oxidovany glutathion. Je3té vyhodnéji dJe timto

¢inidlem cystein.

Vyhodné je v pribéhu kroku premény konformace svinuti,
prfitomen cystein v koncentraci od asi 0,2 mM do asi 5 mM.

Jesté vyhodnéji je tato koncentrace asi 1 mM.

Vyhodné se disulfidové vazby vytvofi oxidaci vzduchem v
pribéhu kroku pfemény konformace svinuti. Vyhodnd se krok
oxidace vzduchem provadi po dobu od asi 12 do asi 96 hodin.
Jesté vyhodnéji se krok oxidace vzduchem provadi po dobu od
asi 24 do asi 72 hodin. Nejvvhodnéji se krok oxidace wvzduchem

provadi po dobu asi 60 hodin.

Vyhodné se previnuty endostatin dale ¢&isti zplsobem,
ktery se vybere, mimo jiné, ze supiny postupd, zahrnujici,
mimo jinég, iontoménicovou chromatografii, hydrofobni

interakéni chromatografii a RP-HPLC.

Vyhodné se pro zplsob exprese, solubilizace, obréaceni
konformace svinuti a <&isténi pouZivd endostatinovych gend,
které jsou bud my3iho nebo lidského plvodu. Je$té& vyhodné&ji
jsou tyto geny vybrany ze souboru, do kterého pat#i SEQ ID
NO: 5-9.

Nové proteiny podle vynalezu jsou modifikované
aminokyselinové sekvence lidského nebo my3iho endostatinu, a
uvedeny  protein maZe byt poprfipadé ihned zpracovan
(methioninem™),  (alaninem™), (methioninem™, alaninem™),
(serinem™), (methioninem™, serinem™), (cysteinem™), nebo

(methioninem™, cysteinem™).
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Kromé& toho se vynalez tyka rekombinadnich expresnich
vektorl obsahujicich nukleotidové sekvence enkodujici
endostatin, variant a muteinl endostatinu, prfibuznych
mikrobidlnich a eukaryotickych expresnich systémd a zpusobl
jejich wvyroby (zahrnujici kroky exprimace, solubilizace,

obraceni konformace svinuti, Z&isténi).

Klonovani DNA sekvenci enkodujicich tyto proteiny se dé&
uskuteCnit pouZitim intermedidlnich vektorl. Alternativné se
miZe jeden gen klonovat pfrimo do vektoru, obsahujiciho jiny
gen. Pro spojeni DNA sekvenci se daji pouZit linkery a
adaptéry a také se daji nahradit ztracené sekvence, pokud
restrikéni misto bylo uvnit¥ regionu, o ktery méme zdjem.
Postupuije se tak, Ze geneticky materidl (DNA), enkdédujici
jeden polypeptid, peptidovy 1linker a Jjiny polypeptid se
zavede do vhodného expresniho vektoru, Jjaky se pouZiva k
transformaci bakterii, kvasinek, hmyzich bunék nebo savlich
bunék. Transformovany organismus nebo buné&fna linie se
nechaji rtst a protein se izoluje obvyklymi technikami.
Vysledny produkt je tudiZ novy protein, ktery ma &ast prvniho
zvoleného proteinu nebo cely tento protein, navazanou(y)

linkerovym regionem ke vSem Castem druhého proteinu.

DalsSim aspektem vynalezu jsou plasmidové DNA vektory pro
pouziti p¥i expresi uvedenych proteint. Tyto vektory obsahuji
nové DNA sekvence popsané shora, které kébduji nove
polypeptidy podle wvynadlezu. Vhodnymi vektory, které mohou
transformovat mikroorganismy nebo bunécné linie schopné
exprimovat proteiny, Jjsou mezi Jjinymi expresni vektory
obsahuijici nukleotidové sekvence kddujici proteiny, navazané
na transkripéni a translacni reguladni sekvence, které jsou

vybrany podle pouzitych hostitelskych bunék.

enee

esvese
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Vektory, zavadé€jici modifikované sekvence, Jjak byly
popsany shora, jsou také souCasti vyndlezu a jsou pouZitelné
pfi vyrobé& protein. Vektor, pouZitelny p¥i tomto zpusobu,
také obsahuje vybrané regulaéni sekvence v operativnim
spojeni s DNA kédujicimi sekvencemi podle vynalezu, které
jsou pfi tom schopné ?ridit replikaci a expresi ve vybranych

hostitelskych bunkéach.

Zplsoby vyroby téchto proteinld pfedstavuii dald3i aspekt
vynalezu. Zplsob kultivace vhodnych bun&k nebo bun&&nych
linii podle vynalezu, které byly transformovany vektorem,
Obsahujicim DNA sekvence kdédujici expresi novych multi-
funkCnich proteind. Vhodnymi bufikami nebo bunélnymi liniemi
mohou byt bakteridlni bufiky. Napfiklad Jsou v této oblasti
biotechnologii dobfe znamy jako hostitelské bufiky rtzné kmeny
E. coli. Pfiklady takovychto kmen@ jsou kmeny E. coli JIM101
(Yanisch-Perron et al. Gene 33: 103-119, 1985) a MON105
(Obukowicz et al., Applied Environmental Microbiology
58:1511-1523, 1992), SouCéasti wvyndlezu Jje také exprese
multifunkénich proteind dosazZend chromosomdlnim expresnim
vektorem pro E. coli, zaloZeném na bakteriofdgu Mu (Weinberg
et al., Gene 126: 25-33, 1993). Pri tomto zplsobu lze také
pouzit rGzné kmeny B. subtilis. Jak Jje znédmo odbornikim
v oboru, Jjsou také dostupné bunky kvasinek, které lze také
jako hostitelské bunky pro expresi polypeptidl podle vynalezu

pouzit.

Pokud se pouZiva exprese v cytoplasmé& E. coli, mohou byt
geny enkdédujici proteiny podle vyndlezu také konstruovany
tak, Ze se navazuji na 5' konec genové kodony, enkdédujici na
N-zakonCeni proteinu Met-2-Ala-1, Met-2-Ser-1, Met-2-Cys-1

nebo Met-1. N-zakonéeni proteinli, vyrédbénych v cytoplasmé
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E. coli se podrobi plsobeni posttransladniho zpracovani
methionin aminopeptidasou (Ben Bassat et al., J. Bacteriol.
189:751-757, 1987) a popfripadé i jinych peptidas tak, Ze pti
expresi se methionin od N-zakonCeni od3tépi. Proteiny podle
vynalezu mohou také obsahovat polypeptidy, které maji Met-1,
Ala-1, Ser-1, Cys-1, Met-1l -Ala-1, Met-2-Ser-1, nebo Met-2-
Cys-1 navazané na N-zakoneni. Tyto mutantni proteiny mohou
také Dbyt exprimovdny v E. coll napojenim sekrecniho
signéalniho peptidu na N-zakoncCeni. Tento signdlni peptid Je

odStépovan od polypeptidu jako Cast procesu sekrece.

Definice zkratek

Nasledujici seznam zkratek uvadi vyznamy, které souhlasi

s vyznamy, které jsou zamé&nitelné pouZivéany:

g = gram(y)

HPLC = vysokouclinnd kapalinov& chromatografie
mg = miligram

ml = mililitr

DTT = dithiothreitol
RT = pokojova teploty ("room temperature")
PBS = solanka pufrovand fosfatem ("phosphate buffered

saline™)

Nasleduje seznam definic rlznych termini, které se zde

pouZivaji:

Termin ‘"protinaddorovy" znamena projevovani aktivity,
kterd rGst nadord in vivo zpomaluje nebo rudi, nebo ktera

zabiji nebo jim jinak Skodi.

XX X4
seee
.
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Termin "nativni sekvence" oznacuje aminokyselinu nebo
sekvenci nukleové kyseliny, kterd je identicka divokému typu

nebo nativni form& genu nebo proteinu.

Terminy "mutantni aminokyselinovd sekvence," "mutantni
protein™, "varianta proteinu", "mutein™ nebo "mutantni
polypeptid"” oznaCuji polypeptid, ktery m& aminokyselinovou
sekvenci, kterd se odliSuje od nativni sekvence v disledku
toho, Ze ma pfidanou(é) aminokyselinu(y), vypudténou(é)
aminokyselinu(y), nahrazenou (&) aminokyselinu(y) Jinou
(Jinymi) nebo Jjakoukoliv kombinaci té&chto uprav nebo je
enkdédovana nukleotidovou sekvenci ze zamérné vyrobené

varianty, odvozené od nativni sekvence nebo chemicky

syntetizované.
Termin "endostatin” znamena proteinovy fragment
kolagenu XVIII, ktery ma antiangiogenni aktivitu. Tato

aktivita uvedenych fragmentld se d& stanovit mikrosoupravou
pro testovani angiogenéze rohovky nebo inhibici rstu
endothelidlnich bunék nebo migrace in vitro. Vyhodné&, "my3i
endostatin" znamena sekvence zobrazené v SEQ ID 10, a "lidsky

endostatin” znamend sekvence zobrazené v SEQ ID NO 11.

Struény popis priloZenych obrazkl

Obréazek 1 znazorfuje schematicky klonovany endostatinovy

fragment

Je zndzornén C-termindlni fragment kolagenu XVIII.
Plasmid pMON24845 (SEQ ID NO: 8) enkoduje C-termindlni
fragment mysSiho kolagenu XVIII, Plasmid pMONZ20440



17

(SEQ ID NO: 9) enkoduje C-termin&lni fragment lidského
kolagenu XVIII.

Obrazek 2 znazoriuje schematicky postup, kterym se provadi
zmé&na konformace svinuti endostatinu (dale té% "obraceni

konformace svinuti")

Jsou vyneseny optimé&lni solubilizaéni podminky v
pfitomnosti modoviny a DITT nebo cysteinu a obraceni

konformace svinuti v pritomnosti cysteinu.

Obrazek 3 znazorfluje vyrobeny my3i endostatin previnuty za

rznych podminek pH.

Vysledky RP-HPLC analyzy vyrobeného my3iho endostatinu,
po obraceni konformace svinuti p¥i pH 7,5, pH 8,0 a pH 8,5 v

3,5 M moCoviné.

Obrazek 4 Zndzorhuje vyrobené my3i endostatiny, previnuté pri

riznych koncentracich mo&oviny.

Vysledky RP-HPLC analyzy vyrobeného my3iho endostatinu,
po obraceni konformace svinuti p#i koncentracich mo&oviny

3,0, 3,5 a 4,0M, p#i pH 7,5.

Obrazek 5 znazorfuje vyrobeny lidsky endostatin, pfevinuty za

riznych podminek pH

Vysledky RP-HPLC analyzy vyrobeného lidského endostatinu
po obraceni konformace svinuti p#¥i pH 7,5, pH 8,0 a pH 7,5

pri koncentraci modoviny 3,5 M.
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Obrazek 6 znazoriuje vyrobeny lidsky endostatin pfevinuty pfi

riznych koncentracich modoviny.

Vysledky RP-HPLC analyzy vyrobeného lidského endostatinu
po obréceni konformace svinuti p¥i koncentraci mocoviny 3,0,

3,5a 4,0 M, pti pH 7,5.
Obrazek 7 zndzorfiuje inhibici HMEC migrace my$im endostatinem

Cistény my3i endostatin byl testovan v bufikdch HMEC p#i

15 a 30 pg/ml. Inhibice migrace byla pozorovana p#i obou

koncentracich.

Obrazek 8 zndzornuje inhibici CPAE migrace my$im endostatinem

Cistén my3i endostatin byl testovan na inhibici CPAE

migrace pfi 5 a 30 pg/ml. Inhibice migrace byla pozorovana

pfi obou koncentracich.

Obrazek 8 zndzornuje inhibici proliferace endotheli&lnich

bunék mySim endostatinem.

Inhibice proliferace endothelidlnich bunék myS3im
endostatinem. Signifikantni inhibice byla pozorovidna p¥i

20 pg/ml.

Obrazek 10 =zndzorfiuje inhibici proliferace endothelidlnich

bunék lidskym endostatinem.
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Inhibice proliferace endothelidlnich bun&k lidskym

endostatinem. PZi koncentraci 10 pg/ml endostatinu byla

pozorovana signifikantni inhibice.

Podrobny popis vyndlezu

Nasledujici pfiklady ilustruji vyndlez podrobné&, nicméné
je Jjim t¥eba rozumét tak, Ze vyndlez neni na tyto specifické
pfiklady omezen. R@zné dal3i pfiklady budou pro odbornika po
prostudovani popisu vyndlezu proveditelné, aniZ by se tim
odchylil od mySlenky a rozsahu vyndlezu. Predpoklada se, 3Ze
veSkeré takovéto priklady spadaji do rozsahu wvyndlezu podle

pripojenych néroki.
Obecné zplsoby

Obecné zplsoby klonovani, exprimace a analyzy proteinfl
lze nalézt v p¥iruCce T. Maniatis, et al., Molecular Cloning,
"A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 1982, a
tam uvedenych odkazech, pricemZ obé se timto odkazem zahrnuje
v celém rozsahu do popisu; a v pfirulce J. Sambrook, et al.,
Molecular Cloning, "A Laboratory Manual", ond edition, Cold
Spring Harbor Laboratory, 1989, a tam uvedenych odkazech,
pficemZz obé se timto odkazem =zahrnuje v celém rozsahu do

popisu.

Pokud neni uvedeno jinak, veSkeré specidlni chemikéalie
byly ziskany od firmy Sigma, Co. (St. Louis, MO). Restriké&ni
endonukleazy a T4 DNA ligdzy byly =ziskdny od New England
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Biolabs (Beverly, MA) nebo Boehringer Mannheim (Indianapolis,

V) nebo Promega (Madison, WI).

Kmeny a plasmidy

Bakterialni kmeny, pouZité v t&chto pokusech, jsou
prehledné uvedeny v tabulce 1. Plasmidy, které jsou v nich
pouzité, nebo pro né& konstruované, jsou p#ehledné uvedeny

v tabulce 2.

Transformace kmend E. coli

Kmeny E. coli (tabulka 1), Jjako je DH5 alfa a DH1OB
(Life Technologies, Rockville, MD), a TGl (Amersham Corp.,
Arlington Heights, IL) Jsou pouZivany pro transformad&ni
spojovaci reakce, a jsou hostitely, pouZivanymi k pPipravé
plasmidu DNA pro transfekci sav&ich bun&k. Kmeny E. coli,
jako je JM101 (Yanisch Perron et al., Gene, 33: 103-119,
1985) a MON105 (Obukowicz, et al., Appl. a Enuir. Micr., 58:
1511-1523, 1992) se daji pouZit pro exprimaci protein podle

vynalezu v cytoplasmé& nebo periplasmového prostoru.

Bunky DH5 alfa a DH10B, 4&inné pro subklonovani, byly
ziskany pod timto ndzvem a dodavaji se pro transformaci,
pricCemZ se postupuje podle protokolu dodaného vyrobcem. Kmeny
E. coli JM101 a MON105 jsou schopné podpo¥it DNA s pouZitim a
metody vyuZivajici CaCl,. Obvykle se 20 aZ 50 ml bun&k necha
rist v LB pid& (1% Bakto-trypton, 0.5% Bakto-kvasinkovy
extrakt, 150 mM NaCl) na hustotu p#¥ibliZn& 1,0 absorband&nich
jednotek pfi 600 nanometrech (0OD600) p¥i mé&feni spektometru
"Baush & Lomb Spectronic spectrophotometer" (Rochester, NY).
Bunky se shromaZduji odstfed&nim kultury, resuspendované

v roztoku CaClp, jehoZ mnoZstvi byloc rovno jedné pé&ting
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objemu kultury [50 mM CaClp, 10 mM Tris-Cl ((10 mM 2-amino-2-
(hydroxymethyl)~-1,3-propandiol hydrochlorid, PH 7,4] a Jjsou
udrZovany pri 4°C po dobu 30 minut. Bufiky se pak opdt
shromazdi odstredénim a resuspenduiji v roztoku CaCl,
vV mnoZstvi rovném jedné desetind objemu kultury. K DNA 0,2
ml téchto buné&k se pridd navazand DNA a vzorky se udrZuiji pri
teploté 4°C po dobu 30-60 minut. Vzorky se pak zahfeji na
42°C po dobu dvou minut a pfed protfepdnim se do nich pfrida
1,0 ml LB pfi 37°C na dobu 1 hodiny. Bufiky z t&chto vzorkd se
pak rozprostfou na destidky s Zivnou p@dou (LB plus 1,5%
Bakto-agaru), obsahujici bud ampicilin (100 mikrogramt/ml,
pug/ml) - pokud jsou vybiradny transformanty resistentni vasi
ampicilinu, nebo spektinomycin (75 ug/ml), pokud se vybiraji
transformanty resistentni vG&i spektinomycinu. Destilky se

inkubuji pfes noc pf¥i 37°C.

Kolonie se sklidi a inokuluji do LB s prisadou vhodného

antibiotika (100 ng/ml ampicilinu nebo 75 pg/ml
spektinomycinu) a nechaji se r@st pri 37°C s pouzZitim

tfepéani.
Izolace a analyza DNA

Plasmid DNA se d& izolovat fadou rfiznych zptsobd a s
pouZzitim obchodné& dostupnych souprav, které jsou odbornikim
v oboru znameé. Plasmid DNA se izoluje s pouZitim soupravy
Promega Wizard™ "Miniprep kit" (Madison, WI), izoladnich
souprav Qisgen QIAwell Plasmid (Chatsworth, CA) nebo Qiagen
"Plasmid Midi" nebo "Mini kit". Tyto soupravy sleduji stejny
obecny postup izolace plasmidu DNA. Strudné Ye&eno, buiky
Jjsou peletovany odstfedénim (5000 x g), plasmid DNA se uvolni

postupnym pGsobenim NaOH/kyselina a bun&iny debris se
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odstrani odstfedénim (10000 x g). Supernatant (obsahujici
plasmid DNA) se nanese na kolonu, obsahujici pryskyfici,
schopnou véazat DNA, kolona se promyje a eluuje se plasmid
DNA. Po screeningu, které kolonie obsahuji plasmid, o ktery
nam Jjde, se bunky E. coli inokuluji do 50-100 ml LB
s ptidavkem vhodného antibiotika a nechaji se rist pri 37°C
ve vzduSném inkubidtoru, pfiCemZ se pouZije tFrepani. Cistény
plasmid DNA se pouZije pro sekvencovani DNA, dalsi digesci
restrikénim enzymem, pridavné subklonovani DNA fragmentl a
transfekci do E. coli, savCich bunék nebo do bunék Jjinych

typl.

Analyza sekvenci

Cisté&ny plasmid DNA se resuspenduje v deionizované H,0 a
jeho koncentrace se stanovi mé¥enim absorbance pf¥i 260/280 nm
ve spektrometru Bausch a Lomb "Spectronic 601 uv
spectrometer". Vzorky DNA jsou sekvencovany s pouZitim
souprav ABI PRISM™ DyeDeoxy™ terminadni chemickou metodou
(Applied Biosystems Division of Perkin Elmer Corporation,
Lincoln City, CA) (Part Number 401388 nebo 402078) podle
protokolu, navrZeného vyrobcem, obvykle pozménénym pouze
pridanim 5% DMSO do sekvencovaci smési. Sekvencovaci reakce
se provadéji v DNA termdlnim cyklovacdi (Perkin Elmer
Corporation, Norwalk, CT) s naslednim zesilenim za
doporuCenych podminek. Vzorky se ¢&isti, aby se odstranil
prebytek barevnych terminaénich ¢&inidel pomoci kolon Centri-
SepTM (Princeton Separations, Adelphia, NJ) a pak se
lyofilizuji. FluorescenCné znalené sekvencovaci reakce se
provadéji pfi resuspendovani v deionizovaném formamidu, a
sekvencovani se provadi na denaturacnich gelech s obsahem

4,75% polyakrylamidu v 8M moéoving, S pouzZitim

*
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automatizovanych DNA sekvencerll ABI Model 373A a Model 377.
Analyzuje se prekryvani fragmentd DNA sekvence a udaje se
vkladdaji do souvislosti s hlavni DNA s pouzitim softwaru
"Sekvencher DNA analysis™ (Gene Codes Corporation, Ann Arbor,
MI).

Exprese endostatinu v E. coli v malém méfitku

Kmeny E. coli MON105 nebo JM101, které v scbé majil
plasmid, ktery Jje predm&tem z&jmu, se mnoZi pEi 37°C
v prost¥edi M9 s pridavkem casaminovych kyselin za pouZiti
t¥epdni ve vzduchovém inkubdtoru Model G25 od New Brunswick
Scientific (Edison, NJ). Rist kultur se monitoruje pfi OD600,
a? tato hodnota dosdhne 1,0, poté se pfidd nalidixova

kyselina (10 mg/ml) v 0,1 N NaOH na findlni koncentraci

50 pg/ml. Kultury se pak tfepou pri 37°C po dobu dalSich t¥i
a? &ty¥ hodin. V prdb&hu celé této kultivacni periody se
udrZuje vysoky stupeli aerace, aby se dosdhlc maximalni
produkce poZadovaného genového produktu. Builky se kontroluji
pod sv&telnym mikroskopem na pfitomnost inkluzniho teélesa
(ddle téz "IB" = inclusion body). Z kultur se odeberou 1 ml
alikvoty pro stanoveni obsahu proteinu varem sr&Zenych bunék,
pGsobenim redukujiciho pufru na ziskany produkt a
elektroforesou pres SDS-PAGE (podle pfirucky Maniatis et al.,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 19882). Kultura se

odstfeduje (5000 x g) na koncentrat peletovanych bunék.
Exprese endostatinu v E. coli ve velkém (10 1) mé€¥itku

Molekuly endostatinu byly v3echny ptipraveny

v fermentoru 10 1 Biostat E™ (B. Braun Biotech 1Inc.,
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Allentown PA). PouZitym fermentalnim prostfedim byly soli M9
doplné&né 2% kasaminovych soli (Difco Laboratories, Detroit
MI) a glukosy. P¥ibliZné& jeden mililitr rozmraZené kultury
byl prenesen do 3,8 1 Fernbachovy trepaci bafiky obsahujici
1,0 1 Zivného roztoku, a pak byl inkubovan pf¥i 37°C pfi
rychlosti t#epéni 250 kmitd =za minutu 12 hodin. Kultura

z trepaci bafiky pak byla pouZita k inokulaci 9,0 1 Zivného

media v 10 1 fermentoru. Fermentaéni  podminky Dbyly
nasledujici: michani = 1000 ot./min., mirné zavadéni vzduchu
= 15 1litrG/min, udrZovédni pH = 7,0 pfidadvanim NH40H,

protitlak = 69 kPa, kontrolni stanoveni mnoZstvi rozpu3téného
kysliku > 30 %, a teplota = 37°C. Glukosa byla nejprve
davkovana pfi koncentraci 15 g/1 a koncentrace Dbyla
kontrolovdna na 2-5 g/1 pfidavanim 50% =zasobniho roztoku
glukosy. Fermentadni kultura byla péstovana zprvu p¥fi OD (550
nm) = 12-15 a indukovdna 50 mg/l nalidixové kyseliny.
Fermentadni sm&s byla sklizena <¢tyfi hodiny po indukci

kontinudlnim pritokovym odstfedénim.

Izolace inklusniho té&lesa ve velkém (10 1) mé&¥itku

Pasta bund&k =z 10L fermentace byla resuspendovana Vv
priblizn& 6,0 1 pufru 50mM Tris/150 mM EDTA. Resuspendace
byla provedena jednim prichodem v mikrofluidizeru® (Newton,
MA) pfi 69 MPa a teplota byla udrZovéna pod 8°C. Ziskany
homogenizat byl pak toden p#i 15000 x g po dobu 25 minut a
michan =za UG&elem upravy konsistence pomoci mixeru Ultr-
Turrax. Resuspense bun&dné pasty pak byla homogenizovana

trojim préchodem mikrofluidizérem "Microluidizer™"

(Newton,
MA), ktery pracoval pfi tlaku 69 MPa. Teplota homogenizatu
byla udrZovadna na hodnot& men3i nei 6°C soustavou
antikorovych nadob, umist&nych v ledové 1lazni. Inklusni

tdlesa byla pak izolovana odst¥edénim bunécného homogenizatu



25

pfi pretiZeni 15000 x g po dobu 30 minut a odstrandnim
supernatantu. Pak byla inklusni télesa promyta dvojim
resuspendovanim inklusnich té&les v chlazeném D.I. a
odstfedénim pr¥i 15000 x g po dobu 30 minut. Endostatin

obsahujici inklusni té&lesa byla pak zmraZena p¥i -70°C.

Izolace inklusniho télesa v malém mé&ritku

SraZenina bunék z 330 ml kultury E. coli se resuspenduje
v 15 ml ultrazvukového pufru (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM
EDTA). Tyto resuspendované buniky se pak podrobi pusobeni
ultrazvuku S pouZitim sondy s mikrozakonlenim a
ultrazvukového zarizeni "Sonicator Cell Disruptor" (Model W-
575, Heat Systems-Ultrasonics, Inc., Farmingdale, New York).
Bylo pouZito troji wultrazvukové plsobeni v ultrazvukovém
pufru, po kterém nasledovalo odstfedéni. Tim se doséahlo
naruSeni bunék a promyti inklusni télesa (dale téZi "IB").
Prvni ultrazvukové trhéni trvalo 3 minuty a pak nasledovalo
trhédni po dobu 1 minuty; Zavérelné dvoji plsobeni trvalo

kazdé 1 minutu.

Extrakce obréceni konformace svinuti lidského a my$iho

proteinu ze sraZeniny inklusnich téles

V3echny kroky se provadé&ji pfi 4°C. MyS8i endostatinové
inklusni télesa byla rozmichana v 6M mocCoviné, 5 mM DTT, 50
mM Bis-Tris Propanu, pH 10,8 pfi 2,5 mg/ml endostatinu. Tento
roztok byl miché&n po dobu 2 hodin a poté byl ke smé&si ptfidan
cystein (zé&sobni roztok 0,2 M, pH = 10,5) na koncentraci
10 mM. Takto ziskand smé&s byla michana 5 minut a pak zF¥edéna
na koncentraci 0,25 mg/ml endostatinu v 3,5 M moloving,

100 mM Bis-Tris propanu p¥i pH = 7,0, Smé&s pak byla michana
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60 hodin, aby se ukonlila preména konformace svinuti

proteinu, coZ bylo potvrzeno HPLC na reversni féazi.

Inklusni télesa obsahujici 1lidsky endostatin Dbyla
rozmichana v 10 mM cysteinu, 6M mocloviné, 50 mM BRis-Tris
propanu pri pH 10,8 v takovém mnoZstvi, které odpovidalo
2,5 mg/ml endostatinu. Ziskand sm&s byla michdna 2 hodiny a
pak k ni bylo p¥idédno 10 mM cysteinu (zasobni roztok 0,2 M,
pH = 10,5) a michani pokradovalo po dobu 5 minut. Tento
roztok byl pak zfedén na koncentraci 0,25 mg/ml endostatinu v
3,0 M moCoviné, 100 mM Bis-Tris propanu, pH 7,5 a michén po
dobu 60 hodin, ¢&imZ byl krok pfemény konformace svinuti

ukoncen.
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Cisténi my3iho nebo lidského endostatinu bylo dosaZeno s
pouZitim stejného postupu s pouZitim kyselého srazZeni,
ndsledovaného sloupcovou chromatografii na sulfopropylové
koloné&. Previnuty vzorek byl =zahu3tén pribliZné& na desetinu
objemu ultrafiltraci a pH bylo sniZeno na pH = 5,0 pridanim
kyseliny octové. Takto upravend smés pak byla extenzivné
dialyzovéna proti 5 mM kyseliné octové, pH = 5,0. SraZenina
byla odstranéna filtraci a filtrat byl nanesen na Kkolonu
"Pharmacia S-Sepharose, HP". Kolona byla promyta 1 kolonovym
objemem vyrovnavaciho pufru a protein byl eluovan s pouzZitim
20ti kolonového objemu pr¥i gradientu od 50 mM fosfatu, pH 6,5
do stejného pufru, obsahujiciho 0,4 M NaCl. Frakce byly
analyzovany SDS-gelovou elektroforézou a RP-HPLC a spojeny,

naCeZ byla spojend smés dialyzovéna proti PBS a zmraZena.

V nékterych pripadech se daji svinuté proteiny afinitné

¢istit s pouZitim afinitnich ¢inidel jako jsou monoklonalni
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protilatky nebo podjednotky receptorl, navézané na vhodné
matrici. Ci3t&ni se také d& provést s pouZitim jakékoliv
varianty chromatografickych zplsobl jako jsou: iontoménice,
gelovéd filtrace nebo hydrofobni interakéni chromatografie
nebo HPLC na reversni fazi. Tyto a Jjiné zpasoby <&isténi
proteinu jsou podrobné& popsany v publikaci "Methods in
Enzymology", Volume 182 "Guide to Protein Purification”, ed.
Murray Deutscher, Academic Press, San Diego, California,
1990.

Analyza proteint

PreCisStény protein se analyzuije RP-HPLC,
elektrorozpradovaci hmotnostni spektrometrii, sekvencovanim
aminokyselin a SDS-PAGE. Kvantifikace proteinu se provadi
podle sloZeni aminokyselin, RF-HPLC a Bradfordovym stanovenim
proteinti. V nékterych piipadech se mapovéni tryptického
peptidu provadélo ve spojeni s elektrorozprasSovaci hmotnostni

spektrometrii, aby se identita proteinu potvrdila.

Test proliferace endothelidlnich bunék

Test proliferace endothelidlnich bunék byla provedena,
jak je popsano v publikaci Cao et al. (J. Biol. Chem. 271:
29461-294067, 1996). Strucéné tecleno, lidské dermalni
mikrovaskuldrni endotheli&lni bunky (HIMVEC, Clonetics) nebo
mikrovaskuladrni endothelidlni bunky hovézi klry nadledvinek
(BacEnd, Incell, San Antonio, TX) byly udrZovany v prostfedi
MCDB131 obsahujicim 5 % tepelné inaktivovaného fetdlniho

hovéziho sera (FBS, Hyclone), antibiotika, 100 upg/ml heparinu

(Sigma) a 100 ug/ml endothelidlniho mitogenu (Biomedical

Technologies). Stékajici monovrstvy pri 2-5 prichodech byly

.
sseves
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dispergovany v 0,05% trypsinu a resuspendovany v kompletnim
Zivném mediu. P&t set ul kompletniho media s obsahem 1,25 x
10* bun&k bylo naodkovano do jamek 24-3jamkové destilky pro
tkdnovou kulturu povlelenych 0,1% Zelatinou (Sigma). Buiiky
byly inkubovany pfes noc pfi 37°C/5% CO, a po této dob& bylo
Zivné prostfedi nahrazeno 250 pl media s obsahem 5% FBS a

s rliznymi  koncentracemi  testovanych inhibitord. Po 30

minutach inkubace bylo pfidédno 250 pl media obsahujiciho
1 ng/ml DFGF (R&D Systems) byl a bufiky byly inkubovéany
dalsich 72 hodin, priéemZz Dbyly Dbunky trypsinizovany a

spoCitany pomoci pocéitale Coulter .
Test migrace endothelidlnich bunék

Test migrace endotheliidlnich bunék se provadi v podstaté
stejné, jak bylo jiZ popséno (Gately et al., Cancer Res.
58:4887-4890, 1996). Aby se stanovila schopnost endostatinu
inhibovat migraci endothelidlnich bunék, byly provedeny
migracni testy v komofe spojujici jamky (Costar) obsahujici
polykarbondtové membrany s pbry o velikosti 8 mm. Bunky
pouzité v tomto testu Dbyly bud 1lidské mikrovaskularni
endothelidlni bunky (Emory University, Atlanta, GA) nebo
hovézi buniky pulmondrniho arteridalniho endothelu (Monsanto,
St. Louis, MO). Buniky byly p¥red pouZitim pres noc vyhladovény
v MCDB131 + 0,1°k BSA (lidské bufiky) nebo DMEM + 0,1%BSA
(hovézi bunky), oddéleny a resuspendovany v stejném mediu v
koncentraci 10°  bun&k/ml. NiZz3i strany zatizeni byly
povleleny 0,1% Zelatinou po dobu 30 minut p¥i 37°C, a pak
byly do horni komory pfidadny ptipravené butiky v mnoZstvi
2 x 10° bund&k. Komora byla pak premisténa do jamky obsahujici
chemoatraktant (bFGF nebo VEGF) v niZ8i komofe. P¥es noc byla

umoZnéna p¥i 37°C migrace. Membrany pak byly fixovany a
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vybarveny, a ve tfech vysoce G&innych oblastech byl spo&itan
poCet bunék, které migrovaly na niZ3i stranu membrany ve 3

polich.

Priklady provedeni vynélezu

Pfiklad 1: Konstrukce pMON24345 (SEQ ID NO: 8) a volba kmenf,

produkujicich vysoké hladiny my3iho endostatinu

Uplnd my3i RNA (Clontech Laboratories Inc, Palo Alto,

CA), 5 ug, byla michidna s 500 ng n&hodného hexamerniho
primeru (Promega Corporation, Madison, WI), zah¥ivdna 10 min
pfi 65°C, pak ochlazena 2 min na ledu. K této smési
RNA/primer bylo pfridano 20 jednotek Rnasinu (Promega), pufr
SuperScript II, DTT na findlni koncentraci 0,01 M, AdNTP mix
(Boehringer) na findlni koncentraci 0,005 M a 200 jednotek
transkriptédzy SuperScript II (Life Technologies Inc.). Tato
reakéni smés byla inkubovédna p#i 42°C po dobu 1,5 hodin a
enzym byl inaktivovadn inkubadni reakce pfi 70°C po dobu
5 minut. RNA byla odstranéna pfiddnim 2 jednotek RNazy H E.
coli (Life Technologies Inc.) a reakéni smé&s byla inkubovana
pfi 37°C pod dobu 20 min. Dvouvldknovd DNA byla generovana
reakcil polymerasového feté&zce prifemZ byly pfidany dNTP na
findlni koncentraci 1,6 mM, 50 pmol primeru 5 prime my3iho
endostatinu (SEQ ID NO: 1), 50 pmol primeru 3 prime mySiho
endostatinu (SEQ ID NO: 2), "High Fidelity PCR" pufr a 2,5
jednotek "High-Fidelity enzymu" (Boehringer). Reakéni smés
byla inkubovana p¥i 95°C po dobu 3 min, pak opakovan& 10krat
inkubovédna po dobu 15 minut p¥i 94°C, 30 sekund p#i 50°C a
4 minuty p#i 72°C, pak opakovand 15krat inkubovéna 15 sekund

pfi 94°C, 30 sekund p¥i 50°C, 4 min plus o 20 sekund déle

XXX ]
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v kaZdém cyklu pf¥i 72°C. Zav&rem byla reak&ni smé&s inkubovana

pfi 72°C po dobu 7 minut.

Dvouvldknovd DNA byla subklonovdna do pCAII vektoru

(Invitrogen) pfidanim 1 pl reak&ni smé&si PCR k 25 ng vektoru,
1 Jjednotkou T4 1ligdzy v ligazovém pufru. Ligasovd reakéni
sm&s byla inkubovéna pfes noc p#i 12°C. Navazand DNA byla
transformovana do  DH5 alfa kompetentni bunky (Life
Technologies Inc., Rockville, MD) a ponechédna r@st na
destiCkach LB amp. Dva izolaty s inserty, potvrzenymi EcoRI
digesci, byly podrobeny dal3i analyza. Inserty cDNA v té&chto
dvou izoldtech, pMON24342 (SEQ ID NO: 5) a pMON24343 (SEQ ID
NO: ©), byly podrobeny analyze DNA sekvencovanim s pouZitim
standard dideoxy-technologie. Za uUCelem konstrukce spravné
kdbdujici DNA sekvence byly oba izolaty, tedy pMON24342 a
PMON24343, podrobeny digesci plsobenim Apal. Fragment DNA
mySiho endostatinu Apal a vektor pMON24342 plus 5 prime DNA
sekvence kdédujici mySi endostatin byly izolovadny s pouZitim
gelové extrakéni soupravy "Qiaex II Gel Extraction Kit"
(Qiagen, Germany). Fragmenty byly spojeny v 50 mM Tris-HC1
pH 7,5, 10 mM MgCl,, 50 upg/ml BSA a 1 jednotky T4 ligazy.
Rekonstruovany plasmid byl transformovdan do DHS5 alfa
kompetentni bunky, CimZ se generoval pPMON24344
(SEQ ID NO: 7). Plasmid pMON24344 Dbyl digestovan Ncol a
HindIII a tento fragment byl izolovan pomoci gelové extrakce
(pouzita souprava: "Qisex II Gel Extraction Kit"™). Fragment
PMON24344 NcoI/HindIII s napojenim na NcoI/HindIII-
digestovany defosforylovany expresni vektor E. coli pMON5723
v pritomnosti 50 mM tris pH 7,5, 10 mM MgCl,, 50 ug/ml BSA a
1 Jjednotky T4 1ligazy. Navazand DNA byla transformovdna do
MON105 a izolaty vybrédny na destilky Spec LB, aby se
genercoval pMON24345 (SEQ ID NO: 8). Kmen E. coli MON105
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Obsahujici pMON24345 byl indukovan 10 mg/ml nalidixové
kyseliny a my3i endostatin, ktery byl v té&chto burikach

exprimovan, byl monitorovan pomoci SDS-PAGE.

Priklad 2: Konstrukce pMON20440 (SEQ ID NO: 9) enkédujici
lidsky endostatin

Celkova 1idskd RNA (Clontech Laboratories 1Inc, Palo

Alto, CA), 5 ug, byla smichdna s 500 ng ndhodného hexamerniho
priméru, smés byla zahfivéna po dobu 10 min p#i 65°C a pak
ochlazena 2 minuty ledem. Do této smési RNA/primér bylo
pridéno 20 jednotek Rnasinu (Promega), pufru SuperScript II,
DTT na findlni koncentraci 0,01 M, dNTP mix (Boehringer) na
finalni koncentraci 0,005 M a 20 jednotek transkriptézy
SuperScript II. Reakéni smés byla inkubovana p¥i 42°C po dobu
1,5 hodin a enzym byl inaktivovadn inkubaci reakéni smési pfi
70°C pod obu 5 minut. RNA byla odstrané&na pridanim 2 jednotek
RN&dzy H E. coli a inkubaci reak&ni smé&si p¥i 37°C po dobu
20 minut. Dvouvlaknova DNA byla generovdna polymer&zovou
fetézovou reakci za pridavku dNTP na fin&lni koncentraci 1,6
mM, 50 pmol priméru 5 prime lidského endostatinu
(SEQ ID NO: 3), 50 pmol priméru lidského 3 prime
(SEQ ID NO: 4), High-Fidelity PCR pufru a 2,5 jednotek High-
Fidelity enzymu (Boehringer). Reakéni smés byla inkubovana
p¥i 95°C pod obu 3 min, pak 10 krat podrobena cyklu,
sestdvajicimu =z 15 sekund inkubace p¥i 94°C, 30 sekund
inkubace p¥i 50°C a 4 minut inkubace p#i 72°C, pak 15 krat
cyklu, sestévajicimu z 15 sekund inkubace pfi 94°C, 30 sekund
inkubace p#i 50°C a 4 minut plus o 20 sekund vice v kaZdém
cyklu inkubace p#i 72°C. Fin&lni reak&ni sm&s byla inkubovéana

p¥i 72°C po dobu 7 minut.
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Dvouvlaknovd DNA byla digestovdna Ncol a HindIII a
ligovéna do defosforylovaného expresniho wvektoru pMON2341

E. coli, digestovaného NcolI/HindIII v 50 mM Tris-HCl1l pH 7,5,
10 mM MgCl,;, 50 pg/ml BSA a 1 jednotce T4 1ligazy. Takto

navidzana DNA byla transformovdna do kmene MON105 E. coli a v
na destilkdch Amp LB byly vybrany izolaty, generujici
pMON20440 (SEQ ID NO: 9). Kmen E. coli MON105 obsahujici
pMON20440 Dbyl indukovdn s 10 mg/ml nalidixové kyseliny a
lidsky endostatin, exprimovany v té&chto Dbufikdch, Dbyl

monitorovan pomoci SDS-PAGE.

Priklad 3: Zpisob obraceni konformace svinuti mySiho

endostatinu

VeSkeré kroky se provadéji pfi 4°C. 1Inkluzni té&lesa
obsahujici my3i endostatin byla v koncentraci 2,5 mg/ml
rozpusSténa v 6M mocoviné, 5 mM DTT, 50 mM Bis-Tris Propanu,
pfi pH = 10,8. Tento roztok byl michédn 2 hodiny a nasledné
byl k nému pridén cystein (zasobni roztok 0,2 M, pH = 10,5)
na vyslednou koncentraci 10 mM. Takto =ziskanad smés byla
michdna 5 minut, a pak zredéna na 0,25 mg/ml endostatinu v
3,5 M moCoviné, 100 mM Bis-Tris propanu, pfi pH = 7,0. Pak
byla michana 60 hodin, aby se dokoncCilo obraceni konformace
svinuti proteinu, coZ bylo potvrzeno HPLC na reverzni fazi.
Lze pouzit jinych podminek pH koncentraci moCoviny, ale prfi
niz3i GCinnosti. Obrazky 3 a 4 ukazuji HPLC ktfivky
produkovanych mySich endostatind s obracené svinutou
konformaci p¥i rlznych podminkdch pH a p¥i rGznych
koncentracich mocoviny. Obrazky 7, 8 a 9 ukazuji inhibicni
aktivity  ¢&isténého my3iho endostatinu na proliferaci

endothelidlni bunky a testy migrace builky.
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Priklad 4: Zplsob obraceni konformace svinuti 1lidského

endostatinu

VS8echny kroky se provadéji p#i 4°C. Inkluzni t&lesa
obsahujici 1lidsky endostatin byla rozpudténa v 10 mM
cysteinu, 6M molovin&, 50 mM Bis-Tris propanu, pri pH 10,8,
na koncentraci 2,5 mg/ml endostatinu. Tato sm&s byla michana
po dobu 2 hodin, byl pfid&n cystein v mnoZstvi 10 mM (z&sobni
roztok 0,2 M, pH 10,5) a sm&s byla michdna 5 minut. Tento
roztok byl pak z¥edén na koncentraci 0,25 mg/ml endostatinu v
3,0 M moCoving, 100 mM Bis-Tris propanu p¥i pH 7,5 a michéan
60 hodin, ¢imZ se ukon&il krok pfemény konformace svinuti.
Lze pouZit jinych podminek pH koncentraci mo&oviny, ale p#i
nizsi aCinnosti. Obrazky 5 a 6 ukazuji HPLC k¥ivky
produkovanych lidskych endostatind S obréacené svinutou
konformaci pfi rlznych podminkdch pH a p#i réznych
koncentracich moCoviny. Obrézek 10 ukazuje inhibid&ni aktivity
¢isténého lidského endostatinu na proliferaci endothelidlni

bufiky a testy migrace buiiky.

Primyslové pouZiti

Odbornik v oboru miZe po prostudovani shora uvedeného
popisu a narokll, Ze solubilizace, zm&na konformace svinuti a
¢isténi, 3jak jsou popsany shora, predstavuji oproti dosud
publikovanym metoddm pro <¢isténi endostatinu z bakterii,
pfevratnd zlepSeni. Vyroba endostatinu v komerénim m&#itku
pro pouziti v predklinickych a klinickych testech, vyZaduje
velkd mnoZstvi rozpustného materidlu, popfipad& s upravenou
konformaci svinuti, ktera ma pozadované biologické
vlastnosti. Komerlni vyvoj endostatinu jako terapeutického
produktu vyZaduje dbkladné 2zjigténi vlastnosti pouZiwvaného

materialu, ktery se musi chovat stejn& pfi vSech aplikacich.
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Rozpustny endostatin s vhodn& upravenou konformaci svinuti
Sroubovice je tudiZ pro testy G&innosti in vitro a in vivo,
miry aktivity, farmakokinetiky a farmakodynamiky vice %adan,
neZ suspenze nerozpustného materi&lu tohoto proteinu.
Pfevratné vylep3eny =zpisob exprimace, solubilizace, zmény
konformace svinuti Sroubovice, &i3téni a charakterizace
tohoto materidlu uvedend v tomto popisu vyborné vyhovuji
naslednym testdm, zamé¥enym na vyvoJ endostatinu,
endostatinovych fragmentd, muteind, inserteinfi, permuteing,
jejich chimér nebo jejich konjugatd s jinymi antiangiogennimi
proteiny nebo malymi molekulami, které jsou pouZitelné jako

slouCeniny pfi léCeni poruch angiogenéze, v&etn& rakoviny.

VSechny odkazy, patenty nebo aplikace, které jsou zde
citovany, jsou vloZeny do tohoto ©popisu v celé své

celistvosti tak, jako by byly zde napséany.



35

Tabulky

Tabulka 1: Kmeny

Oznadeni Popis nebo genotyp Odkaz/zZdroj
DHSaTM F',phi80 dlacZdeltaMls, Life Technologies,
delta(lacZYA-argF)Ul69, deoR, |Rockville,
recAl, endAl, hsdR1l7 Maryland
(rk*, mk") ,phoA, supE44,
lambda-, thi-1, gyrA96, relAl
DH10B F' mcxA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Life Technologies,
edlacZAM15 AlacX74 deoR recAl {Rockville,
endAl araD139 A(ara,leu) 7697 Maryland
galU galK A" rpsL nupG
JM101 delta (pro lac), supE, thi, Yanisch-Perron, et
(ATCC # F'(traD36, proA'B*, lacIf, al., Gene, 33:
33876) TacZdeltaMl15) 103-119, 1985
MON105 F',lambda-, IN{rrnD, rrnE)1l, Obukowicz, et al.,
(ATCC # rpoD*, rpoH358 Appl. a Envir.
55204) Micr., 58:
1511-1523, 1992
TGl delta(lac-pro), supk, thi-1, Amersham Corp.,

hsdD5/F' (traD36,proA’B*, lacI?,
lacZdeltaMlb)

Arlington Heights,

Illinois
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Tabulka 2: Plasmidy

Plas- |SEQ (Mar- Popis Zdroj
mid ID |ker
NO:
pMON Amp" | Genericky expresni vektor Amp-resistentni E. coli, |Laboratorni
2341 obsahujici E. coli recAl promotor a G10L sbirka
ribosomové vazebné misto, gen chloramfenikol
acetyl transferazy (cat3) gen a ori M13
pMON Spec™ Genericky expresni vektor Spec-resistentni £. coli | (Olins a Rang-
5723 obsahujici E. coli recAl promotor a G10L wala, Methods
ribosomové vazebné misto Enzymol. 185
(Gene Expres-
sion Technol.):
115-119, 1990)
pCRII Amp" | Komeréni vektor, klonujici PCR fragment(TA) Invitrogen
pMON |#5 |Amp" |pCRII(TA) klonovaci vektor + PCR fragment, Tato prace
24342 enkodujici my$i endostatin, véetné C-terminalniho
regionu nativniho my$iho kolagenu XVIIIL EcoRI
fragment v pCRII (Amino acids 1104-1288)
pMON [#6 |Amp" |pCRII(TA) klonovaci vektor + PCR fragment Tato prace
24343 enkodujici my3i endostatin, zahmujici C-terminalni
region nativniho mysiho kolagenu XVIII. EcoRI
fragment v pCRH (Amino acids 1104-1288)
pMON [#7 |Amp" |pCR II (TA) klonovaci vektor + PCR fragment Tato prace
24344 enkodujici mysi endostatin, zahrnujici C-terminélni
region nativnitho mysiho kolagenu XVIIL EcoRI
fragment v pCRII (4mino acids 1104-1288)
pMON |#8 |Spec® |pMON5723 Ncol/HindIII + Ncol/HindIII fragment | Tato prace
24345 mys$iho endostatinu, zahrnujici C-terminalni region
nativniho myS$iho kolagenu XVIII
(Amino acids 1104-1288)
pMON [#9 |Spec® |pMON2341 Ncol/HindIII + Ncol/HindIIl enkodujici | Tato prace
20440 lidsky endostatin, v&etn¢ C-terminalniho regionu

nativniho lidského kolagenu XVIII
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Tabulka 3: Tabulka korelace SEQ ID NO

SEQ

ID Sekvence Popis

NO:

1 gcgcgceccacggctcatactcatcaggne: 5 prime PCR primer

pro my3i endostatin

2 gcgcgcaagcttattatttggagaaagaggtcatgaag; 3 prime PCR
primeru pro my$i
endostatin
3 GCGCGCCCAT GGCTCACAGC CACCGCGACT 5 prime PCR primer
TCCAGCCGGT GCTCCACCTG GTTGCGCTCA pro lidsky
ACAGCCCCCT G; endostatin

4 GCGCGCAAGC TTATTACTTG GAGGCAGTCA 3 prime PCR primer
TGAAGCTGTT CTCAATGCAG AGCACGATGT pro lidsky
AGGCGTGATG GCAGCTCGC; endostatin
5 pPMPN42342 EcoRl
insert enkdéduijici
my3i endostatin
6 pMON42343 EcoR1
insert enkdédujici
my3i endostatin
7 PMON42344 EcoR1
insert enkédujici
mySi endostatin
8 pMON42345 EcoRl1
insert enkddujici
my3i endostatin
9 pMON20940
enkddujici lidsky
endostatin
10 |AHTHQDFQPVLHLVALNTPLSGGMRGIRGADFQCFQQARA Aminokyselinové
VGLSGTFRAFLSS sekvence my3iho
RLODLYSIVRRADRGSVPIVNLKDEVLSPSWDSLFSGSQG endostatinu
QLQPGARIFSFDGRDV
LRHPAWPQKSVWHGSDPSGRRILMESYCETWRTETTGATGQ
ASSLLSGRLLEQK
AASCHNSYIVLCIENSFMTSFSK;

11 AHSHRDFQPVLHLVAINSPLSGGMRGIRGADFQCFQQARA Aminokyselinové
VGLAGTFRAFLSS sekvence lidského
RLODLYSIVRRADRAAVPIVNLKDELLFPSWEALFSGSEG endostatinu

PLKPGARIFSFDGKDV
LAHPTWPQKSVWHGSDPNGRRLTESYCE TWRTEAPSATGQ
ASSLLGGRLLGQS

AASCHHAYIVLCIENSFMTA-SK;
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<110> Harding, E.I.
Violand, B.N.

<120> Method of producing mouse and human
endostatin

<130> C_3071-0

<150> 60/075,587
<151> 1998-02-23

<160> 11
<170> FastSEQ for Windows Version 3.0

<210> 1

<211> 29

<212> DNA g

<213> Jidsky
<400> 1

gcgcgcccat ggctcatact catcaggac

<210> 2
<211> 38
<212> DNA
<213> idsky

<400> 2
gcgcgcaage ttattatttg gagaaagagg tcatgaag

<210> 3

<211> 71

<212> DNA
<213> lidsky

<400> 3

gcgcgeccat ggctcacagc caccgcgact tccagccggt getccacctg gttgcogcotca
acagccccet g

<210> 4
<211> 79
<212> DNA
<213> lidsky

<400> 4

gcgcgcaagec ttattacttg gaggcagtca tgaagetgti ctcaatgcag agcacgatgt
aggegtgatg gcagerege :

29

38

60
71

60
79

Sseeve



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
- gegcgeecat
acacccccct
aagcccgage
atctctatag
acgaggtget
ccggggecceg
agaagagcgt
agacatggcg
ggctectgga
atagcttcat
ccgagetcge

<210>
<211>
<212>
<213>

5

620

DNA

lidsky

S
ggctcatact
gtctggaggc
cgtggggctg
catcgtgcge
atctececage
catcstite:
atggcacgge
aactgaaact
acagaaagct
gacctctree
accaagttaa

6

582

DNA
lidsky

<400> 6

gcgcgececat
acacccccet
aagcccgage
atctctatay
acgaggtgct
ccggggcccg
agaagagcgt
agacatggcg
ggctecctgga
atagcttcat

<210>
<211>
<212>
<213>

ggctcatact
grtctggaggce
cgtggggeeg
catcgtgege
atctccecagce
catcttttct
atggcacggc
aactgaaact
acagaaagct
gacctcttee

;
580
DNA
lidsky

<400> 7

gcgccccatg
acccecetgt
gccegagecg
ctctatagca
gaggtgctat
ggggcccgca
aagagcgtat
acatggcgaa
ctcctggaac
agcttcatga

ctcatactca
ctggaggcat
tggggctgec
tcgrgegeeg
ctceccagetg
tctreeteeet
ggcacggctce
ctgaaactac
agaaagctgc
ccrtectteete

catcaggact
atgcgtggta
tTcgggcaccet
cgtgctgace
tgggactccc
Tttgacggca
tcggacccca
actggggceta

gcgagctace

tcaagccgaa

catcaggact
atgegtggea
tcgggcacet
cgtgcrgace
tgggactcec
tttgacggca
tcggacccca
actggggcta
gcgagctgcec
tccaaataat

tcaggacttt
gcgtggtatc
gggcacctte
tgctgacegg
ggactcectg
tgacggcaga
ggaccccagt
tggggctaca
gagctgccac
caaataataa

I

ttcagccagt
tccgtggage
tcegggetos
gggggtcigt
tgrretetag
gagatgtcc:s
grgggcggag
caggtcaggc
acaacagcta
ttccagcaca

ttecagecaget
tcegrggage
tccgggettt
gggggtctgt

tgtrrecrgg

gagatgtcct
gtgggcggag
caggtcaggc
acaacagcta
aagctrggcg

cagccagtgce
cgtggagcag
cgggctttce
gggtctgtgc
tttecotgget
gatgtcectga
gggcggaggce
ggtcaggece
aacagctaca
gcttgegege

seee

gctccacctg
agatttccag
cctgtectet
gcccatcgte
ctcccagggt
gagacaccca
gctgatggag
ctcecrceoctg
catcgtcczg
ctggcgnegt

gctccaccrg
aaatttccag
ccrtgtectet
gceccategee
ctcccagggt
gagacaccca
gctgatggag
ctceteectg
catcgtcctg
cg

tccacctggt
attrccagtg
tgrectcotag
ccatcgtcaa
cccagggtca
gacacccagc
tgatggagag
cctcectget
tcgrecegg

.

.
sSssese
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gtggcactga
tgctteccagce
aggcrgcagg
aacctgaagg
caactgcaac
gcectggeege
agttactgtg
ctgtcaggca
tgcattgaga
tactagtgat

gtggcactga
tgcttcecage
aggctgcagyg
aacctgaagg
caactgcaac
gcctggeege
agttactgtg
ctgtcaggeca
tgcattgaga

ggcactgaac
cttccagcaa
gctgcaggac
cctgaaggac

seen

agtgcaaccc .

ctggccgeag
ttactgtgag
gtcaggcagg
cattgagaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
620

60
120
180
240
300
360
420
480
540
582

60
120
180
240
300
360
420
480
540
580

®sesen



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
catgctcata
ctgtctggag
geccgtggggc
agcatcgtgce
ctatctccca
cgcatctttt
gtatggcacg
cgaactgaaa
gaacagaaag
atgacctctt

<210>
<211>
<212>
<213>

8
568
DNA

lidsky

8
ctcatcagga
gcatgcgergg
tgtecgggcac
gccgtgerga
gcrtgggactc
ctrtttgacgg
gctcggacec
ctactggggc
ctgcgagcetg
tctccaaata

9
563
DNA

lidsky

<400> 9

catggcacag
tgtcaggcgg
ccgtgggget
gcatcgrgeg
tgtteeecag
gcatctteee
tgtggcatgg
ggacggaggc
ggcagagtgc
tgactgecte

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
His Thr

Ala
Gly
Ser Ser
3s
Asn Lys
50
Ser Asp
65
Ser Asp

Gly Ala

Asn Ser

Arg Gly
Arg
Asp
Gly
Ser
Thr

Tyr

ccaccgcgac
catgcggggce
ggcgggcace
ccgtgecgac
ctgggaggct
ctrrtgacgge
ctecggaccece
tcececteggee
cgcgagetge
caagtaataa

10
124
PRT

lidsky

10

His Asp
S

Ala Asp

20

Asp Tyr
Val Ser
Arg Asp
Gly Arg
85
Gly Ala

100
Val Cys

115

val
Cys
Ser
Ser
val
70

Arg

Ser

Asn

-~ Qf"
3.

ctttcagcca
tatccgrgga
cttccgggcet
ccgggggtct
cctgtttece
cagagatgtc
cagtgggcgg
tacaggtcag
ccacaacagc
ataagctt

ttccageegg
atccgeggag
ttcegegeet
cgcgcagecg
ctgttctcag
aaggacagtcc
aacgggcgea
acgggccagg
catcacgect
gct

His val

Ala Arg

Ala

Ala

gtgctecace
gcagatttec
ttceotgtece
gtgcccatcg
ggctcccagg
ctgagacacc
aggctgatgg
gcctectecee
tacatcgeee

tgcrccacce
ccgacttcca
tcectgtectce
tgcccatcgt
gctecrgaggg
tgaggcaccc
ggctgaccga
ccrccrLcgen
acatcgeget

Asn Thr
10

Val Gly

25

val Arg
40
Trp Asp
55
Arg His

Met Ser

Ser Ser

Arg
Ser
Ala

Tyr

Gly Arg

Ala Asp

Ser Gly

Trp Lys
75
Cys Thr
90

Lys

105

Ser Met

120

Thr Ser

Ser

o

LA X ]
seoe
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tggetggcacet
agtgctteca
ctaggctgca
tcaacctgaa
gtcaagtgca
cagcctggcece
agagttactg
tgctgtcagyg
tgtgcactga

ggttgcgcetce
gtgctrccag
gcgcctgecag
caacctcaag
tccgetgaag
cacctggcece
gagctacetgt
gceggggggc
ctgcactgag

Ser Gly

Ser Gly
30
Arg Gly
45
Ser Gly
60
Ser Val
Trp

Ala Ala

Lys

Gly
Thr
Ser
Gly
Trp
Thr

Ser
110

.

LN I

ssea
.

gaacaccece
gcaagcccga
ggatctctat
ggacgaggtg
acccggggec
gcagaagagc
tgagacatgg
caggctectg
gaatagceotce

aacagccecce
caggcgeggg
gacctgtaca
gacgagctgce
cceggggeac
cagaagagcg
gagacgtggc
aggcteotgg
aacagcttca

Met
15
Arg

Arg
Ala

val val

Ala Arg

His Gly
80
Thr Thr
95

Cys His

sese

»
asess e

60
120
180
240
300
360 .
420
480
540
568

60
120
180
240
300
360
420
480
540
563



Ala

Ala

val

‘Asp

65

Thr

Ala

<210> 11
<211> 123
<212> PRT
<213> {idsky

<400> 11

His
Gly
Ser
Asn
S0

Gly
Asn
Gly

Tyr

Ser His

Arg Gly
- 20
Ser Arg

35
Lys Asp

Lys Asp
Gly Arg
Ala Ser

100

Val Cys
115

Arg
S
Ala

Asp
Ser
Val
Arg

85
Ser

I

Asn

Asp

Asp

Trp
Arg
70

Thr
Gly

Ser

val

Ser
Ala
sS

His
Ser

Gly

Met

RN

His
Ala
Val
40

Ser

Thr

Arg

Thr
120

val
Arg
25

Arg
Gly
Trp
Cys
Gly

105
Ala

Ala
10

Ala
Arg
Ser
Lys
Thr
90

Ser

Ser

Asn
val
Ala
Gly
Ser
75

Trp

Ala

Lys

snes

Ser
Gly
Asp
Lys
60

val

Arg

Ala

Ser
A}a
Arg
45

Gly
Trp

Thr

Ser

Gly
Gly
30

Ala
Ala
His
Ala

Cys
110

Gly
15

Thr
Ala
Arg
Gly
Ser

95
His

Met
Arg
Val
Ser
Ser
80

Ala

His

*
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby endostatinu, p¥i kterém se provadéiji

nasledujici kroky:

(a)

kultivuji se  hostitelské  buiiky, které  exprimuji

endostatinovy gen;
produkt uvedené genové exprese se ziskava;
solubilizuje se uvedeny genovy produkt pri zvySeném pH;

méni se konformace svinuti uvedeného solubilizovaného

genového produktu p¥i zhruba neutralnim pH;

izoluiji se vhodné& svinuté formy uvedeného genového

produktu.

2. Zpusob vyroby endostatinu, p¥i kterém se provadéiji

nasledujici kroky:

(a)

kultivuiji se hostitelské  buiiky, které exprimuiji

endostatinovy gen;
ziskava se produkt uvedené genové exprese;

méni se konformace svinuti uvedeného solubilizovaného

genového produktu p#i zhruba neutrdlnim pH;

izoluji se vhodné& svinuté formy uvedeného genového

produktu.
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3. Zplsob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze uvedené
zvy3ené pH v prib&hu solubiliza&niho kroku je od asi pH 9 do

asi pH 11,5.

4. Zplsob podle naroku 3, vyznacujici se tim, uvedené

zvySené pH je od asi pH 10 do asi pH 11.

5. Zplisob podle naroku 4, vyznacujici se tim, uvedené

zvySené pH je asi pH 10, 5.

6. Zplsob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznaCujici se
tim, Ze v kroku premény konformace svinuti je pH blizké

neutralnimu od asi pH 6 do asi pH 8,5.

7. Zpisob podle naroku 6, vyznaCujici se tim, Ze uvedené
PH blizké neutr&lnimu v kroku pfemény konformace svinuti je

od asi pH 7,0 do asi pH 8,0.

8. Zpusob podle naroku 7, vyznaCujici se tim, Ze uvedené
PH blizké neutrdlnimu v kroku pfemény konformace svinuti asi
pH 7,5.

9. Zplsob podle naroku 6, vyznacujici se tim, Ze uvedené
pPH blizké neutrdlnimu v kroku premény konformace svinuti je

od asi pH 7,0 do asi pH 8,0.

10. Zpsob podle n&roku 9, vyznalujici se tim, Ze
uvedené pH Dblizké neutrdlnimu v kroku pfemény konformace

svinuti je asi pH 7,5.



11. Zplsob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznaluijici se
tim, Ze molovina je v prabd&hu uvedeného solubilizaéniho kroku

pfitomna v koncentraci od asi 4 M do asi 10 M.

12. ZpGsob podle naroku 11, vyznaCujici se tim, Ze
mocovina je v prib&hu uvedeného solubiliza&niho kroku

pritomna v koncentraci asi 6 M.

13. Zplsob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznadujici se
tim, Ze mo&ovina je v prib&hu uvedeného kroku, v ndm? se mé&ni
konformace svinuti, p¥itomna v koncentraci od asi 0,5 M do

asi 5 M.

14. Zplsob podle naroku 13, vyznaCujici se tim, Ze
moCovina je v prab&hu uvedeného kroku, v némZ se m&ni

konformace svinuti, p¥itomna v koncentraci asi 3,5 M.

15. Zplsob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznalujici se
tim, Ze guanidin hydrochlorid je v prib&hu uvedeného
solubilizalniho kroku, pfitomen v koncentraci od asi 2 M do

asi 8 M.

16. Zplsob podle naroku 15, vyznaCujici se tim, Ze
guanidin hydrochlorid je v prib&hu uvedeného solubilization

kroku pfitomen v koncentraci asi 4 M.

17. Zptisob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznacujici se
tim, Ze guanidin hydrochlorid je v pribéhu uvedeného kroku, v
némZ se méni konformace svinuti, pfritomen v koncentraci od

asi 0,2 M do asi 2 M.



18. Zplsob,podle naroku 17, vyzna&ujici se tim, Ze
guanidin hydrochlorid je v pr@b&hu uvedeného kroku, v némZ se

méni konformace svinuti, pritomen v koncentraci asi 1,5 M.

19. Zptisob podle n&roku 1 nebo 2, vyznacujici se tim,
Ze se provaddi v pfitomnosti reduk&niho ¢inidla, které je

schopné redukovat disulfidické vazby na merkaptoskupiny.

20. Zpusob podle néaroku 19, vyznaCujici se tim, 3Ze
uvedené redukd&ni &inidlo je zvoleno ze souboru, do kterého

patfi DTT, BME, cystein a redukovany glutathion.

21. Zpisob podle naroku 20, vyznaCujici se tim, Ze DTT
Je v prib&hu uvedeného solubiliza&niho kroku prfitomen v

koncentraci od asi 2 mM do asi 10 mM.

22. Zplsob podle naroku 21, vyznadujici se tim, Ze DTT
je v pridb&hu uvedeného solubilizadniho kroku pfitomno v

koncentraci asi 5 mM.

23 Zplsob podle naroku 20, vyznadujici se tim, Ze DTT Je
v pribéhu uvedeného kroku, v ném? se méni konformace svinuti,

pfitomen v koncentraci od asi 0,2 mM do asi 2 mM.

24. Zzplsob podle nédroku 23, vyznadujici se tim, Ze DTT
je v prib&hu uvedeného kroku, v ndm? se mdni konformace

svinuti, pfitomen v koncentraci asi 0,5 mM.

25. Zplsob podle naroku 20, vyznalujici se tim, Ze
redukovany glutathion je v prib&hu uvedeného solubilizadniho

kroku pfitomen v koncentraci od asi 5 mM do asi 20 mM.
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26. Zpusob podle néroku 25, vyznaCujici se tim, Ze
redukovany glutathion je v pribé&hu uvedeného solubilizacniho

kroku pritomen v koncentraci asi 10 mM.

27. Zpusob podle néaroku 20, vyznadujici se tim, Ze
redukovany glutathion je v pribé&hu uvedeného kroku, v némZ se
méni konformace svinuti, pfitomen v koncentraci od asi 1 mM

do asi 4 mM.

28. ZplUsob podle néaroku 27, vyznacujici se tim, Ze
redukovanyAglutathion je v prub&hu uvedeného kroku, v némZ se

mé&ni konformace svinuti, pritomen v koncentraci asi 2 mM.

29. ZpUsob podle naroku 20, vyznacujici se tim, Ze
cysteine Jje v pribéhu uvedeného solubilizaéniho  kroku

p¥itomen v koncentraci od asi 5 mM do asi 20 mM.

30. Zpusob podle naroku 29, vyznadujici se tim, Ze
cysteine je v prOb&hu wuvedeného solubilizalniho  kroku

pritomen v koncentraci asi 10 mM.

31. =zptisob podle naroku 20, vyznacujici se tim, Ze
cystein dJe v prib&hu uvedeného kroku, v némZ se meni
konformace svinuti, pFitomen v koncentraci od asi 0,5 mM do
asi 4 mM.

32, Zptsob podle naroku 31, vyznaCujici se tim, Ze
cystein je v prib&hu uvedeného kroku, v némZ se ménil

konformace svinuti, pfitomen v koncentraci asi 1 mM.

33. Zptsob podle naroku 1 nebo ndroku 2, vyznalujici se

tim, Ze v prub&hu uvedeného kroku, v némZ se méni konformace
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svinuti &inidlem, je pfitomno ¢inidlo, schopné podpofit zménu

disulfidickych vazeb.

34. Zptusob podle ndroku 33, vyznalujici se tim, Ze
uvedené ¢inidlo Je zvoleno =ze souboru, do kterého patfi,

cystein a oxidovany glutathion.

35. Zptsob podle naroku 34, vyznacujici se tim, Ze
cystein Jje v pr@b&hu uvedeného kroku, v némZ se méni
konformace svinuti, pfitomen v koncentraci od asi 0,2 mM do

asi 5 mM.

36. Zpusob podle naroku 35, vyznalujici se tim, Ze
cystein je v priibéhu uvedeného kroku, v némz se méni

konformace svinuti, pritomen v koncentraci asi 1 mM.

37. Zptisob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznacujici se
tim, Ze disulfidické vazby se v prlb&hu uvedeného kroku, v

ndmZ se m&ni konformace svinuti vytvarejil oxidaci vzduchem.

38. Zptsob podle naroku 37, vyznadujici se tim, Ze
uvedeny krok oxidace vzduchem se provadi po dobu od asi 12

hodin do asi 96 hodin.

39. Zpisob podle naroku 38, vyznacujici se tim, Ze
uvedeny krok oxidace vzduchem se provaddi po dobu od asi 24

hodin do asi 72 hodin.

40. Zptsob podle naroku 39, vyznacujici se tim, Ze
uvedeny krok oxidace vzduchem se provadi po dobu asi 60

hodin.
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41. Zptsob podle naroku 1 nebo nadroku 2, vyznaldujici se
tim, Ze uvedeny genovy produkt Jje v prib&u uvedeného
solubiliza&niho kroku pritomen v koncentraci od asi 1 do asi
20 mg/ml.

42. Zptsob podle naroku 41, vyznadujici se tim, Ze
uvedeny genovy produkt je v pribé&hu uvedeného solubilizadniho

kroku pritomen v koncentraci asi 2,5 mg/ml.

43. Zpisob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznaCujici se
tim, Ze uvedeny genovy produkt je pfitomen v koncentraci od
asi 0,1 do asi 5 mg/ml v prub&hu uvedeného kroku, v némZ se

méni konformace svinutil.

44, Zpusob podle naroku 43, vyznacujici se tim, Ze
uvedeny genovy produkt je v prtbé&hu uvedeného kroku, v némZ
se méni konformace svinuti, pritomen v koncentraci asi 0,25

mg/ml.

45. Zptsob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznaCujici se
tim, Ze se pri ném provadi krok &isténi endostatinu zplsobem,
zvolenym ze skupiny sestavajici z chromatografie na

iontoménili, hydrofobni interak&éni chromatografie a RP-HPLC.

46. Zpusob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznacujicl se
tim, Ze uvedeny endostatinovy gen obsahuje DNA, enkddujici

ne-lidsky zvifreci endostatin.

47. Zplsob podle ndroku 1 nebo naroku 2, vyznacujici se
tim, Ze uvedeny endostatinovy gen Jje zvolen =ze skupiny,
sestavajici z SEQ ID NO: 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; a SEQ
ID NO: 8.
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48. ZpUsob podle naroku 1 nebo naroku 2, vyznadujici se
tim, Ze uvedeny endostatinovy gen obsahuje DNA, enkdédujici

lidsky endostatin.

49. Zplsob podle naroku 1 nebo ndroku 2, vyznaCujici se

tim, Ze uvedeny endostatinovy gen obsahuje SEQ ID NO: 9.
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Obr. 2

SOLUBILIZACE IBS V
6M MOCOVINE, 5mM DDT (my3{) nebo 10 mM cysteinu (lidsky), pH 10,8

MICHANI 2 HODINY

PRIDANI 10 mM CYSTEINU,

MICHANI 5 MINUT
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5,5 mod&ovina (my$i) nebo 3,0 M mocovina (lidsky) a
pH 7,0 (mysi) nebo pH 7,5 (lidsky)
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Obr. 4

2,5M
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IllllllIllllll_]IillIililljlll1lll1llT1l]]]?lllllllIlli}lTl{Ill'll'llllIllll

6 8 10 12 14

(o}
T
-

pH 7,5

D
Ty

[

14
n

(4)]
O
Lrl e

boorrt

"llll‘llll|Ilrl|l1lll]lilllll|]llllll1ll]llll]lllllllll‘llll]lllll]Illl?lll

12 - 14

65 pH 7,0

o

]ll!}ll‘l]llll'|lIl‘llll]llr‘1l’ll!II_II|l|l1i1lll|lllllllll[llTl]lTllil]ll

2 4 6 8 10 12 14



fV Jooo~ J05¥
6/10 |

56 | 2,0M Obr. 6
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Obr. 7

Vliv endostatinu na migraci HMEC
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Obr. 8
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Obr. 9

Inhibice proliferace Ba cEND bunék mys$im endostatinem

14000 1
12000 +

> 10000 ¢+ {1

= 8000+ T

3 6000 ¢ T

4000 +

2008 i m |

bez ' bFGF 20ug/m 10ug/ml Sugiml.
bFGF Mg/l TG SHg

A




10/10

Obr. 10

PV 1000 - JOS&

Inhibice proliferace Ba cEND bunék lidskym endostatinem
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