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{D7) Anotace:
Popisuje se dvouslozkovy systém pro pouiitiv
hostitell, ve kterém (1) prvni sloZka sestava ze
specifické vazebné skupiny schopné vazby na
antigen asociovany s nadorem, ktera je nava-
zdna na zmutovanou formu enzymu, schop-
nou konverze neaktivniho prekurzoru uétnné
latky na protinadorové ti¢innou latku, (it) dru-
hou slozkou je neaktivni prekurzor ucinné
latky, ktery je za pfitomnosti enzymu
konvertovin mna protinddorovou udinnou
latku, pfitemZ zmutovany enzym je mutantni
formou hostitelského enzymu, ktery ve své
ptirozené formé rozeznava substrat-na zékla-

d& interakei lontového paru a ve zmuto-

vané formé je tato polarita pfevracena

("reverzni polarita"); prvn{ sloZka neni v

hostitell v podstaté imunogenn{ a ne-

aktivni prekurzor G¢inné latky neni v
podstaté pfirozenymi, nemutovanymi.
hostitelovymi enzymy konvertovatelny

na protinadorové aéinnou latku. Déle se -
popisuji farmaceutické kompozice, které

tyto slozky obsahuji. ’
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specifickou pro cilové buiky

Oblast techniky

Yynidlez se tyka 1éZby vyuZivajici enzymu specificky
cileného prostfednictvim protildtek, jehoZ substritem je

neaktivni forma &inné latky ({antibody directed enzyme

prodrug therapy - ADEPT). P¥i této 1léCbé je pouZita ‘
mutantni forma enzymu hostitele, kterd se  bézZné
nevyskytuje, zvlasté pak mutantni forma ribonukleazy. - ke =

Dosavadni stav_techniky

Vv lékarském vyzkumu bylo po dlouhou dobu problémem
nalézt zplsob selektivniho namifeni 1lé&iva proti rakovinnym
bufikim za Gfelem usmrceni t&chto bun&k v organizmu
pacienta. ADEPT je jednim z pfistupt umoZifiujicich p¥ekonat
tento problém. ADEPT vyuZiva protildtku konjugovanou s
enzymem selektivné namifenou proti nadoru. Tento konjugat
je administrovan do organizmu pacienta (obvykle
intravendzn&) a je mu ponechdn dostatek Zasu k lokalizaci v
mist&/mistech nadoru. Pak nésleduje latentni perioda
umofiujfei, aby mohla byt tato prvni slozka odstranéna
krevniho ob&hu. Nésledn& Jje do organizmu | pacienta
administrovana neaktivni forma GZinné latky, ktera je
prost¥fednictvim enzymu (lokalizovaného v mistech nadoru)

prem&ndna na aktivni formu vykazujicl  cytotoxickou

aktivitu, kterd ni&i nadorové bufiky. JelikoZ jedna molekula

enzymu miZe katalyzovat vznik mnoha molekul cytotoxicky

aktivni latky, je dosaZeno zesileni G&inku. Navic nadorové

buiiky, které nenesou antigeny rozpozndvané pouzitou
protilatkou (naddory obvykle vykazuji urcitou

~
mikroheterogenitu) jsou rovnd%Z usmrceny  enzymaticky

amplifikovanou tvorbou cytotoxicky aktivni 1latky. Je znam

systém vyuZzivajici jako enzymatickou komponentu




prokaryoticky enzym karboxypeptiddzu G2 (CPG2, viz. WO
88/07378) . Nevyhodou systéﬁﬁ vyuzivajicich prokaryotické
enzymy je skutenost, Ze pfirozena st¥evni mikrofldéra miZe
obsahovat prokaryoticke orgaﬁizmy schopné iniciovat

neselektivni tvorbu cytotoxicky aktivni latky.

Dal&im problémem vyskytujicim se ve zndmych systémech
je  skutecnost, o  opakovand administrace konjugétu .
(protilatka-enzym) vede k  indukci imunitni odpovédi
hostitele, kterd mid za ndsledek sni%eni Udinnosti 1é&cby.
Cast konjugdtu = tvorenéd protildtkou je obvykle my8i
monoklondlni protildtka, kterd maZe byt za Ggelem sniZeni
imunogenicity humanizovéna pomoci zném?ch technik. Nichéné
sniZeni imunogenicity &asti konjugdtu tvofené enzymem se
ukdzalo jakoc problematidtéjsi. To Je zpuscbeno tim, Ze
enzym pritomny v Konjugdtu se nesmi prirozené vyskytovat v
krevnim ob&hu lidského hostitele, nebot by jinak doslo Kk
pfedéasné' pfem&né neaktivni formy  Gcinné latky v
cytotoxicky ucdinnou léﬁku, a nebylo by tudif pozorovano
cytotoxické pusobeni selektivné nami¥ené proti nadorim.
akzo ve WO $0/0293% navrhl k ADEPT pouzitl lidskych enzyml,
pridem? selektivita je udrZena vybérem lidského enzymu,

ktery nenf za normdlnich okolnosti p¥itomen v krevnim

'obéhu, jako nap¥iklad lysozym. Akzo si wvybral lidsky

lysozym jako "svuj" enzym & vzhledem k substratovym
poradavkim ({(jelikoZ patfil lysozym mezi endoglykosidazy
botfebuje “jako © substridt - ke Stépeni polymery.
N-acetylglukosaminu spojené B,.. vazbou (NAG-chitin)) Je
nucen produkovat neaktivni prekurzory 0¢innych 1latek
obsahujici takové funkdni Cdsti. Za dZelem zabranéni vstupu
neaktivniho prekurzoru dovnit¥ buidky dale p¥idal k
oligomeru rezidua taurinu - spoléhajice se na skutecnost,
%e sulfonové kyseliny zabr&ni vstupu dovnit¥ bunék a tudiz
i nam&fend cytotoxicita je 20-krat mens8i - Obrazek 13 v WO

90/02939.
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Pou¥iti sav&iho enzymu jako napfiklad alkalicks
fosfatdzy (Senter a dal8i, US 4975278} nebo néjakého
lidského enzymu jako nap¥iklad beta-glukuroniddzy
(Behringwerke DE 42336237) nebo. lysozymu (Akzo, WO
90/07929) k ADEPT ma tu vyhodu, Ze takové enzymy by mély

byt, ve srovnani s enzymy ziskanymi z jinych neZ savich
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“organizml, ménd imunogenni‘nebo by emdly -byt imuncgenni

vibec. Nevyhodou p¥i pouZiti sav&iho nebo lidského enzymu

je skutednost, Ze tento enzym Je endogenné pritomen v

uréity potencidl umoZiiujici pEeménu neaktivniho prekurzoru
na (&innou latku, pPidem? tato pFeména neni vyvolana
piisobenim administrovaného konjugatu protildtka-enzym. Je
tudi? pravdépodobné, Ze tento pIistup vede ke 2zvySené
toxicit& u tohoto typu ADEPT. Neaktivni prekurzory slouZici
jako substrat pro alkalickou fosfatdzu jsou, p¥i absenci
jakéhokoliv administrovaného konjugdtu, rychle premenovany
na G&inné latky jak u my3i (Doyle W. T. a Vyas D. M.,
Cancer Treatment Reviews 17, 127 aZ 131, 1990) tak u

%lovéka (Hande a dal3i, Clinical Pharmacology and

_organizmu pacienta a v tomto organizmu tudiZz existuje

Therapeutics 53, 233, 1993). Tato skutednost je zpusobena.

znadnym rozdiFfenim alkalické fosfatazy v organizmu a
dokazuje, Ze zminéné rozSifeni alkalické fosfatazy je
kritickym problémem p¥i vyuZiti tohoto enzymu. Data, kdy je

jako neaktivni prekurzor pouzZit substrat _pro

beta-glukuroniddzu nebo lysozym, nejsou u 1idi k dispozici.

Glukuronidaza a lysozym jsou p¥itomny v krevni plazmé a i v
riznych tk&nich. BAkzo popsal, Ze lysozym je ptitomen v
mléku, slzdch, slindch, slezin&, leukocytech a monocytech.
Behringwerke popsal v DE 4236237, Ze glukuroniddza je
sekretovdna aktivovanymi makrofdgy, granulocyty & krevnimi
destidkami. Jeliko? tyto butiky jsou znalné roz3ireny v
celém organizmu, mchlo by dochéazet k nezaddouci aktivaci

neaktivnich prekurzort G¢inné létky. Behringwerke skuteéné

ukdzal, Ze u mySi dochdzi po administraci neaktivniho

om—
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prekurzoru Doxorubicinu k akumulaci relativné& vysoké
hladiny volné aktivni 1latky ve slezing, ktera je bohatym
zdrojem t&chto bunék (viz. Tabulka 3 v DE 4236237) .

pouZiti lidskych enzymd p¥i tomto pristupu k ADEPT je
limitovano skutednosti, Ze mohou byt pouZity pouze enzymy s
pfevdzné intraceluldrni distribuci, a Ze neaktivni
prekurzory pouZivané jako substraty prisludnych enzymd musi
byt  udrZovany vn&  bunék, aby byly minimalizovany
cytotoxické G&inky. Tyto skutecnosti silné limituji pocCet
mosnosti vedoucich k vytvofeni systému k ADEPT. Alkollv je
lysozym velmi maly enzym, ma tento pFi wvyuziti k ADEPT
ndkteré nevyhody. Lysozym neuvoliuje aktivni latku, ale
uvolfiuje derivadt, jehoZ farmakologicka aktivita neni znéma.
V pfikladu uvedeném v praci jejiZ autorem Jje Akzo, jJsou
spiZe ne% volny Doxorubicin uvolfiovdny Dox-(GlcNac), nebo
Dox- (GlcNac),. Glukuroniddza miZe uvolnit dcirnnou lacku,
napfiklad adriamycin, =z neaktivniho glukuronidu a v téchto
experimentech byly zjistcény protinddorové aktivity
(Bosslet, K. a dal8i, Cancer Research 54, 2151 az 59,
1994) . Nicmén& lidskd glukuroniddza je enzym o vysoké
molekulové hmotnosti (150 aZ 300 kDa) a vznikly konjugat
(selektivné namifeny proti urditému nadoru) bude
pravdépodobné velmi velky. Tato skutecnost bude
pravdépodobnd pilsobit problémy p¥i penetraci do tkani jako
nap¥iklad p¥i penetraci do nadort, jelikoZ Jje dobfe
prokdzéno, Ze men$i proteiny pronikaji do pevnych nddord
daleko rychleji. Glukuronidiza je navic glykosylovéna a
tato glykosylace vede, p¥i pouZiti k ADEPT, k rychlému
odstrandni konjugdtu protildtka-glukuronidaza z krevniho
fedidtd. Rychlé odstranni konjugdtu z krve ma za nisledek
skutednost, Ze jenom mald frakce konjugdtu je lokalizeovana
na nadorovym xenogennich  Stépech. Kombinace  vysoké
molekulové hmotnosti a skutenosti, Ze dochdzi k rychlému
odstran&ni konjugdtu z krve bude pravdépodobné vést ke

gpatné lokalizaci té&chto konjugatd na nadory pritomné v
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organizmu pacienta. Glukuroniddza neni tudiz idealnim

enzymem k ADEPT.

Podstata vvnidlezu

Vyndlez je =zaloZen na objevu, Ze enzym hostitele
(nap¥iklad lidskd ribonukleaza, enzym prirozené  se
vyskytujici v krevnim ob&hu) miZe byt upraven tak, aby jeho
mutantni forma rozpoznavala neaktivni prekurzor G¢inné
1itky pouZity pfi ADEPT, a aby tento prekurzor nebyl velkou
f&rou rozpozndvan enzymem pYirozend& se vyskytujicim v
organizmu hostitele. JelikoZ "upraveny" enzym je, co se
tykd aminokyselinového sloZeni, velmi podobny nativnimu
enzymu hostitele, je jeho wvelkou vyhodou, ve srovni&ni s
bakteriilnimi enzymy jako nap¥iklad CPG2, podstatn& sniZend

imunogenita. Tento upraveny enzym seé p¥irozené nevyskytuje

a tudif je vyhodn& sniZena pravdépodobnost nespecifické

aktivace neaktivniho prekurzoru ud¢inné latky, zpusobena
pfirozend se vyskytujicl mikrofldrou nebo prirozend se
vyskytujicimi lidskymi enzymy. Dal8imi vvhodami tchoto
pFistupu je skuteCnost, Ze je tento pfistup mozZné aplikovat

1
na %iroké spektrum lidskych nebo sav&ich enzymd, protozZe

tento p¥istup neni limitovan prirozenou distribuci enzymu v

organizmu a miZe byt rovn&€Z vyuZivan neaktivni prekurzor

G&inné latky, ktery pronikd dovnit¥ bunék.

zminéné problémy byly C&stelné popsany v Mezindrodni
patentové pFihldSce 'WO 95/13095 (Wellcome Foundation),
kterd byla zvefejnéna aZ po nejstarsSim datu priority této
p¥ihl&sky. V této patentové prihlasSce bylo k ADEPT navrieno
pou?iti mutantnich savich enzymd schopnych aktivovat
neaktivni  prekurzory Ufinnych  léatek, které nejsou
aktivovany odpovidajicim pfirozeng& se vyskytujicim enzymem,

nicménd nepopisuje predmét nyni pfedkladaného vynalezu.

Je velmi pPekvapivé, Ze ndhrada elektricky nabitého

zbytku, ktery je umistdn pobliZ nebo pfimo uvnit? vazebného
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mista pro substrdt nebo v katalytickém misté enzymu,
reziduem nesoucim opadny nédboj, mi za néasledek vznik
mutantniho enzymu, ktery md@ nedotlené katalytické centrum.
Tento mutantni enzym se od nativniho enzymu 1isi pouze
substridtovou specifitou. Substridty jsou podobné, interaguji
s enzymem prostfednictvim komplementé&rnich nabojud

(interakce iontovych pard), av3ak substrdt pro mutantni

enzym musi mit opa&ny ndboj neZ Jje tomu u substrdtu pro.

nativni enzym.

Navic kombinace neaktivni prekurzor/G&innd létka
popsané ve Wellcome (zaloZené na methotrexdtu a melphalanu)
spoléhaji p¥i =zamezeni vstupu neaktivniho prekurzoru
dovnit¥  buiky na zablokovani mechanizmd aktivniho
transportu. Tato skutefnost limituje spektrum pouZitelnych
kombinaci neaktivni prekurzor/d&innad 1latka, pouze na ty
1itky, kreré jsou transpertovdny takovymi mechanizmy
aktivniho transportu. Narozdil od této skutelnosti umoZiuje
p¥istup "pfevrécené polarity" popsany v tomto vynalezu
volbu takového nédboje neaktivnich prekurzori (které mohou,
ale nemusi, mit rovnéd%? vlastnosti nezbytné k aktivnimu
transportu), aby do3lo k zablokovani vstupu neaktivniho

prekurzoru dovnit¥ bufiky. PouZiti tohoto vynalezu tudiz

umoZfiuje  volbu  Sirgiho  spektra kombinaci nezaktivni

prekurzor/d&innd latka.

Jedna stranka vyndlezu popisuje vzdjemnéd
komplementdrni dvojsloZkovy systém vytvoteny za Gdelem

pou?iti v organizmu hostitele. Tento systém obsahuje:

(1) prvni sloZku, kterou je <Cést odpovédna za
nasmdrovani. Tato <&ast je schopnd vazat se na antigen
asociovany s nadorem a je spojena s mutovanym enzymen,
ktery je schopen pfemény neaktivniho prekurzoru na

antineoplasticky d¢innou latku a;

AT
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(ii) druhou sloZku, kterou je neaktivni prekurzor u&inné
latky, ktery je moZné plsobenim pfisluSného enzymu pfemeénit

na antineoplasticky G&innou latku;

kde:

mutovany enzym je mutovand forma enzymu hostitele,
pridemz p¥irozen& se vyskytujici enzym hostitele
rozpozndvd svij p¥irozeny substrdt prostfednictvim
interakce iontovych pdrd a pfi tvorbé mutovaného
enzymu a komplementdrniho neaktivniho prekurzoru je
tato interakce iontovych pard obracend ("pfevracena

polarita") ;

prvni sloZka je vpodstat& neimunogenni pro organizmus

hostitele a;

druhd slo?fka tvo¥end neaktivnim prekurzorem neni v
organizmu hostitele plsobenim nemutovaného enzymu
hostitele preméfiovdna ve velké mite na

antineoplasticky d&innou latku.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je systémem popsanym
vy$e mySlen takovy systém, v némZ prvni sloZka obsahuje
mutovany enzym odvozeny od enzymu ziskaného ze stejného
druhu, ke kterému néleZi hostitel, u nédhoZ bude systém

pouzZit.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je systémem popsanym
vySe mySlen takovy systém, v n&mZz casti odpovédnou ‘za
nasmérovani je né&jakad protildtka. anebo jeji fragment. Ve
vyhodném provedeni vyndlezu je systémem popsanym vySe
my&len takovy systém, v némZ fragment protildtky je

fragment F(ab”),.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je systémem popsanym
vye mySlen takovy systém, v némZ mutovany enzym Jje
mutovand ribonukledza. Ve vyhodném provedeni vynalezu je

systémem popsanym vyZe mySlen takovy systém, v némZ
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mutovany enzym je lidskd ribonukledza, ktera ma v pozici 66
ndjakou negativn& nabitou aminokyselinu. Ve vyhodném
provedeni vyndlezu je systémem popsanym vy&e myslen takovy
systém, v némZ negativné nabita aminokyselina v pozici 66

ribonukledzy je Glu.

V jiném vyhodném provedeni vyndlezu Je systémem
popsanym vySe mySlen takovy systém, v némZ mutovanym

enzymem je mutovand glukuronidaza.

Vynilez dale popisuje vzajemné komplementdrni
dvojsloikovy systém vytvoreny za icelem pouZiti v organizmu

hostitele. Tento systém obsahuje:

(1) prvni sloZku, kterou je cast odpov&dnd za nasmérovani.
Tato &&st je schopnd védzat se na antigen asociovany 8
nidorem a je spojena s mutovanym enzymem, Ktery je schopen
prem&ny neaktivniho prekurzoru na antineoplasticky G&innou

1latku a;

(ii) druhou sloZku, kterou je neaktivni prekurzor d¢inné
1atky, ktery je moZné plsobenim pfislusného enzymu prem&nit

na antineoplasticky G&innou latku;
kde:
mutovany enzym je mutovana forma enzymu hostitele

prvni slofka je v  podstaté neimunogenni  pro

organizmus hostitele a;

neaktivni prekurzor neni v organizmu hostitele
pisobenim nemutovaného enzymu hostitele preméiiovan ve

velké mi¥e na antineoplasticky G&¢innou latku.

Terminem ‘"neaktivni prekurzor neni v organizmu
hostitele plscbenim nemutovaného enzymu hostitele
premd&fiovan ve velké mife na antineoplasticky d&innou latku”

rozumime skutednost, e p¥i administraci neaktivniho
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rekurzoru do organizmu hostitele nedochdzi k vyskytu

nezadoucich problémi s necilenou toxicitou.

Terminem "y podstaté neimunogenni” rozumime
skutetnost, %e prvni sloZka miZe byt do organizmu hostitele
administrovana vice ne? jedenkrat, aniZ by doflo k indukci
silné imunitni odpov&di hostitele, jakd by v organizmu
hostitele byla nap¥iklad pozorovatelnd p¥i pouziti mySi

protildtky pfipojené k bakteridlnimu enzymu.

Ve - v?hodhém provedeni vyndlezu Jje mutovany enzym
odvozen od enzymu ziskanédho ze stejného druhu, ke kterému
niale?i hostitel, u ndho? bude tento systém pouZit. Mutovany
enzym wmi%e byt nicménd odvozen od enzymu ziskaného z
organizmi jingych druhd, a to za p¥edpokladu, Ze struktura

w

daného anzymu je mezi témito druhy dostatelné

konzervacivni, aby nedochdzelo ke vzniku probléml s

imunogenicitou.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je Casti odpovédnou za
nasmérovadni protildtka, =zvlasté pak fragment protilatky,
jako naptiklad fragment F(ab’);. P¥ipojeni protilatky nebo
jejiho fragmentu k enzymu miZe byt dosaZeno pomoci znamych
metod jako nap¥iklad pouZitim heterobifunk&nich ¢&inidel
slouzicich jako "zesitovafe" nebo prost¥ednictvim flze genl
nebo poufitim Jjinych vhodnych metod. Protilatka miZe
pochdzet ze stejného hostitele (napfiklad pouZiti mySi
protilétky v organizmu my3i) nebo miZe byt tato protilatka
pozméndna takovym zpisobem, aby nebyla v organizmu
zvoleného hostitele rozpozndvdna jako cizorodd (napfriklad
pouziti chimérickych wyS8ich protildtek, protilatek s

vlcoZenymi my3imi CDR dseky v organizmu 1lidi).

vV preklinickych studiich provddénych na opicich a u
pacienti bylo prokdzdno podstatné sniZeni imunogenity
protildtek hlodavecd, které byly upraveny nédsledovné: bud

ptipojenim variabilnich domén protildtek hlodavcu ke
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konstantnim  doménam lidskych  protilatek {chimérické
protilédcky) nebco =zabudovanim vazebnych mist pro antigen
(CDR) z protildtek hlodaved do 1lidskych protilatek
{(vkladani CDR dsekl - CDR grafting). Dokonce i protilétky s
vloZenymi CDR t(seky obsahuji v Useku z&kladni struktury
odvozeném od lidské protildtky velké mnoZstvi (>50)
aminokyselin pochdzejicich ze sekvence prctilatky hlodavce.
I pfes tuto skutelnost, byla u opic 1 u pacientd zjisténa
sniZend -imunogenita t&chto protildtek. Toto zjisténi
poskytuje dikazy, Ze mutace omezeného mnoZstvi aminokyselin
v katalytickém misté énzymu hostitele  bude mit
-pravdépodobné za nasledek wvznik enzymu s winimalni
imunogenitou a zcela urcité s imunogenitou niZs$i, neZ jakou
by m&l enzym z jiného organizmu neZ z organizmu hostitele.

Ctend¥i necht se laskavé obrdati na nasledujici citace: A.

Mountain a J. R. Adair, Biotechnology and Genetic

Engineering Reviews 10, 1 aZ 142, 1992; G. Winter a W. J.
Harris, Trends in Pharmacological Sciences, 14, 139 aZ 143,
1993; I. I. Singer a dal3i, J. Immunol 150, 2844 a¥ 57,
1993; J. Hakimi.a dalsi, J. Immuncl, 147, 11352 az 59, 1991
a J.D. Isacs a dal&i, The Lancet 340, 748 aZ 752, 1992.
Domény konstantnich cblasti mohou byt nap¥iklad domény
lidské&ho IgA, IgE, IgG nebo IgM. PcuZiti lidského IgG2 a
IgG3 {(zvlasté IgG2) je vyhodnéjsi, ale izotypy IgGl a IgGé
mohou byt rovneéz pouiity.‘Mthu byt rovnéZ pouZity samotné

lidské protilatky, jako napfiklad protildtky produkované v

my§ich geneticky manipulovanych za (GZelem produkce lidskych’

protilatek.

V enzymu hostitele Je provedena mutace (pomoci
jakékoliv vhodné metody Jako napfiklad chemickou nebo
biotechnologickou syntézou genu nebo cilenou mutaci) za
i¢elem dosaZeni zmény ve zpuscbu interakce. mezi aktivnim
mistem enzymu a neaktivnim prekurzorem, ve srovndni s

interakeci nativniho enzymu hostitele.
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Ve vyhodném provedeni vyn&lezu je mutacl v enzymu
takovd zména polarity v aktivnim misté enzymu, Ze tento
mutovany enzym pfemériuje neaktivni prekurzor S
komplementdrni polaritou; neaktivni prekurzor neni v
podstatd premé&fiovdn nemutovanym enzymem hostitele. Ve
vyhodném provedeni vyndlezu rozpoznava pfirozengd se
vyskytujici enzym hostitele svij pFirozeny substrat
prost¥ednictvim interakce iontovych pdri a tato interakce
jé "pfevracend" v systému tvofeném mutovanym enzymem a
komplementdrnim neaktivnim prekurzorem G¢inné latky. Ve
vyhodném provedeni vyndlezu je zminénym enzymem mutovanad
ribonukleaza, zvléété‘pak lidska ribonukledza s pfevracenou

polaritou (viz. Obrdzky 12 aZ 15).

U 1lidské ribonukledzy tvo¥i lysin 66 pozitivné nabity
zbytek, ktery interaguje s negativné nabitymi fosfatovymi
skupinami pfitomnywmi na RNA, kterd je pFirozenym substratem
tohoto enzymu. Polarita tohoto zbytku je p¥evracena
napfiklad metodami genového inZenyrstvi (ale jé rovnéz
zvasovdna moZnost chemické syntézy) za celem produkce
negativnd nabitého zbytku, Jjakym Je napfiklad kyselina
glutamovd. V¢sledny enzym s ‘“"pfevracencu polaritou”
rozpozndva neaktivni prekurzor G¢inné ldtky podle vyndlezu,
ktery neni v podstaté rozpoznavan nemutovanym enzymem
hostitele. Za Ufelem optimalizace vazebnych charakteristik
pro substridt a &isla pfem&ny jsou zvaZovany dalgi zamény
aminokyselinovych zbytkd p¥itomnych v oblasti aktivniho
mista. Geneticky upravené formy ribonukledzy reprezentuji
dal%i stranku vynalezu. Vzhledem ke své nizké mclekulové
hmotnosti  (p¥ibli?n& 13600 kDa; po administraci do
organizmu umoZfiuje dobrou penetraci do tumoru). a dobré
tepelné stabilitd a odolnosti vi&i proteolyze, je pouziti
ribonukledzy velmi vyhodné. Ve vyhodném provedeni vynalezu
je neaktivnim prekurzorem G&inné ldatky derivat ribo-
nukleotidu obsahujici slouZeninu odvozenou od bis(2-chlor-

ethyl)aminu (dédle v textu bude namisto spojeni "obsahujici
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sloudeninu odvozenou od bis(2-chlorethyl)aminu" pouZzivan
anglicky nédzev ‘'mustard”, napfiklad mwustard-nukleotid)

obecného vzorce 1 zndazornéného na obrazku 11, kde:
Q je O nebo NH (zvlasté NH);
A je skupina obecného vzorce -X-Y- kde

Y je 80,, CO nebo jednoduchad wvazba (ve vyhodném

provedeni CO) za podminky, Ze
kdyZ Q je kyslik pak Y neni S0,;

X je -(CHy}, , kde n= 1 a% 4 (ve vyhodném provedeni
n= 1 s vyjimkou pripadd, kdy Y pfedstavuje
jednoduchou vazbu, pak n je vyhodn&ji 2}. X miZe byt
na kterémkoli uhlikovém atomu substituovéno alkylovou
skupinou s 1 a% 4 atomy uhliku (u kaZdého chiralniho

atomu jsou uvaZovany R a/nebo S konfigurace)
‘nebo

kdy? Y oznaluje CO. a n=1 pak X miZe (ale nemusi) byt
na uhlikovém atomu substituovénc postrannim Fetézcem
alaninu, valinu, leucinu, izoleucinu, methioninu,
fenylalaninu, tryptofanu, serinu, threoninu,
cysteinu, asparaginu, glutaminu, lysinu, argininu
nebo histidinu (u kaZdého chirdlniho atomu Jsou

uvafovany R a/nebo S konfigurace);

R1 je uracil nebo cytosin, jak je =zndzorn&€no na’
Obrazku 11;

R2 a R3 nezavisle ijsou vidy vodik nebo alkylovad
skupina s 1 a%¥ 4 atomy uhliku (ve vyhodném provedeni
methyl a zv1a5t& pak R2=R3=H);

RS a R6 nezdvisle reprezentuji Cl, mesyl nebo tosyl

(ve vyhodném provedeni R5=R6=Cl};

R7, R8, R9 a R10 nezavisle jsou vidy vodik nebo




alkylova skupina s 1 aZz 4 atomy uhliku (ve vyhodném
provedenl methylovd skupina), alkoxyskupina s 1 a? 4
atomy uhliku {ve vyhodném provedeni methoxyskupina),
F nebo Cl1 ( ve vyhodném provedeni Cl) a ve vyhodném
provedeni symboly R8 a R9 pfedstavuji jiné zbytky ne%
atomy vodiku. Nicmén& ve 2zv145t& vyhodném provedeni
R7=R8=R9=R10=H.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je mustard-ribonukleotid

jednim z mustard-ribonukleotidd v nich%:
Q je NH;.
X je -(CH,) .- , kde n'je 1 aZ 4;
Y je -C(0})~;
Rl je uracil nebo cytosin;
R2 a R3 jsou H;
R5 a R6 jsou Cl; a
R7, R8, R9 a R10 jsou H;
nebo jejich soli.
Zv1aste v?hodné je nasledujici konkrétni sloudenina:

C-[(2R, 38, 4R, 5R) -2-(2-amincacetamidomethyl) -5-
—(2,4—dioxo—l]2,3,4-tetrahydropyrimidin-l«yl)—4—hydroxy-»
-2,3,4,5,tetrahydrofuran-3-yl] -0-{4- (bis[2-chlorethyl] ami.-
no) fenoxyl hydrogenfosforednan, ktér? je zndzorndn jako

koncovy produkt na Obrizku 7.

Jinou vyhodnou sloueninou je cytosinovy analog

koncového produktu zn&zorndny na Obrazku 7.

Obecnym terminem "alkyl" jsou zde ‘'mindny jak
nevétvené alkylové skupiny tak alkylové skupiny s
rozvétvenym Yetdzcem. Nicménd& pojmenovani jedinednych
alkylovych skupin, jako nap¥iklad "propyl", jsou specificka

pouze pro nerozv&tvené FTetdzce a pojmenovani jedinednych
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alkylovych skupin s rozv&tvenym fetézcem, Jjako napfiklad
"izopropyl", se tykaji pouze verzi s rozvétvenym fetézcem.

Podobni konvence plati i pro dal&i obecné pojmy.

Je nutné si uvédomit, %e pokud se urcité sloueniny
popsané Vzorcem 1, vyskytuji v opticky aktivnich nebo
racemickych formdch v disledku pritomnosti asymetrickych
unlikovych atomt, vyndlez ve své podstaté zahrnuje v3echny
takové opticky aktivni nebo racemické formy, které maji tu
vliastnost, %e 7jsou substridtem pro mutantni enzymy podle

vynalezu.

Syntéza opticky aktivniIch forem miZe byt provadéna
pomoci standardnich postupl organické chemie v soulasnosti
dob¥fe zndmych, Jako naptiklad prost¥ednictvim syntézy z
opticky aktivnich vychozich materiald nebo rozdélenim
jednotlivych racemickych  forem. Obdobné  mchou byt
vlastnosti substritd vzhledem k mutantnim enzymim stanoveny

pomoci standardnich laboratornich technik.

Bodové mutace.budou znadeny ndsledovné: pFfirozend se
vyskytujici aminokyselina (pouziti jednopismenné
nomenklatury) , pozice, novd aminokyselina. Napfiklad
oznaZeni "D253K" znamend, e na pozici 253 byla asparagova
kyselina (D) nahrazena “lysinem (K). MnohoCetné mutace Vv
jedné molekule enzymu budou zndzornény v  hranatych

zavorkach.

V této patentové pfihldSce zahrnuje termin CPB:
i) maturovanéd, pro nebo prepro formy enzymu s nebo bez
peptidové znalky ("tag", napfiklad c-myc);

ii) jakoukoliv karboxypeptidiazu, ktera Je specificka pro

peptidové substrdty s C koncem tvo¥enym Lys nebo Arg;

pankreatické nebo plazmatické CPB enzymy ( ve vyhodném

provedeni pankreatické enzymy);
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jestliZe neni Fefeno jinak nebo JjestliZe neni tato

skutelnost zrejma z kontextu.

Jako mutantni CPB podle vyndlezu oznalujeme mutanty
jakychkoliv  vySe zminénych CPB, kteréd maji vhodné
vlastnosti poZadované podle vyndlezu. Ve vyhodném provedeni
vyndlezu se jednd o ndsledujici mutanty pankreatické HCPB:
D253K, D253R a ve 2zvlastd vyhodném provedeni (G251N,
D253R] ; jsou rovndi zvaZovdny odpovidajici mutace v jingch
CPB. Mutantni CPB podle vyndlezu mohou rovnéZ obsahovat
dal&i '"konzervativni" mutace (inzerce, substituce a/nebo
delece), které podstatné nepozméiiuji vlastnosti klidové
mutace. Pro udely tohotc dokumentu je za konzervativni
aminokyselinovou substituci povaZovana substituce, u niZ je
pravddpodobnost vyskytu v pfirodé vice ne? desetinédsobna
oproti pravdépodobnosti vyskytu substituce, ke které
dochazi nahodn& (tak jak je definovanc pomoci numerickych
metod popsanych v Dayhoff a dal3i, Atlas of Protein
Sequence and Structure, 1971, strany 35 az 96 a obréazky 9 a
10) .

PCB jsou zmin&ny v ndsledujicich pracich: Folk, J. E.
v The Enzymes, Svazek III, Academic Press (1971), strana
57; Coll M a dal3i, EMBO Journal 10, 1 a% 9, 1991; Eaton,
D. L. a dal&i, J. Biol. Chem. 266, 21833 az 218385, 199%%i;
Yamamoto, K. a daldi, J. Biol. Chem. 267, 2575 aZ 2581,
1992; Patent Spojenych Statd US 5364934 (Genetech) a;
Mezindrodni patentovd pfihlaZka WO 95/14096 (Eli Lilly).

Sloudeniny podle vyndlezu mohou tvofit soli s raznymi
organickymi a anorganickymi kyselinami a bdzemi. Tyto soli
jsou rovnd: predmétem vynalezu. Mezi takové soli patfi
amonné soli, soli alkalickych kovia jako nap¥iklad sodné
nebo draselné soli, soli kovli alkalickych zemin Jjako
napfiklad vdpennaté nebo hofelnaté soli, soll s organickymi
zasadami; napriklad dicyklohexylamoniové soli,

N-methyl-D-glukamin, soli s aminokyselinami jako naptfiklad
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s argininem nebo lysinem a podobn&. Mohou byt rovnéZz
pripraveny solil s organickymi nebo anorganickymi
kyselinami; nap¥iklad s HCl, HBr, H,$0,, H,PO,, s kyselinou
methansulforniovou, toluensulfonovou, maleinovecu, fumarovou a
kafrosulfonovou. Ve vvhodném provedeni vyndlezu se jedna o
netoxické, fyziologicky p¥ijatelné soli, ale ostatni soli
jsou rovnd% uZite&nd; napriklad p¥i izolaci nebo &isténi

produkti.

Zmin&né soli mohou byt vytvofeny prost¥ednictvim
konvendnich postupl jako nap¥iklad pomoci reakce produktu
ve formé& volné kyseliny nebo volné bize s jednim nebo vice
ekvivalenty vhodné bédze nebo kyseliny v rozpoustédle nebo v
médiu, ve kterdm ije tato sul nerczpustnd nebc v
rozpouit&dle (jako napf¥iklad ve vod&), které je nasledné
odstrandno odpafenim ve vakuu nebo mrazovym suSenim nebo
vymdnou kationtd existujici soli za jiné kationty na
vhodném ionexu. Sloudeniny podle vyndlezu mohou byt vyuzZity
ve form& kompozic jako nap¥iklad -tablet, kapsli nebo
léSebnych  népoju pro oralni podavani, gipkd  pro
administraci do rekta, sterilnich roztokd nebo suspenzi pro

parenterdlni nebo intramuskuldrni administraci a podobné.

Sloudeniny podle vyndlezu mohou byt do organizmu
pacientd (zvirat nebo 1idi) administrovany pIfi potfebé
takové lé¢by v divkach, pfi kterych bude z farmakologického
hlediska dosaZeno optimdlni G&innosti. Ackoliv davky se

budou u jednotlivych pacientd 1iSit v =zdavislosti na

podstatd a zavaZnosti onemocnéni, vaze pacienta, jeho

stravovacim reZimu, existenci soucasné lécby jinymi léky a
jinych faktorech, odbornici zjisti, Ze celkovd denni davka
se obvykle bude pohybovat v rozmezi od 1 do 4000 mg na
jednoho pacienta. Celkové denni mneZstvi miZe byt
administrovdno v jedné nebo ve vice davkach. Ve vyhodném

provedeni vyndlezu se celkovd denni davka bude pohybovat v

rozmezi od 100 do. 4000 mg na jednoho pacienta; ve'
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vyhodné&jgim provedeni pak v rozmezi od 500 do 3000 mg na

jednoho pacienta.

Neji&innéjg€i zplsob administrace a reZzim davkovani
konjugdt® a neaktivnich prekurzeord UCinné 1atky podle
vynalezu pfi 1éCbé rakoviny zavisi na rfadé faktord ijako
napriklad na zavaZnosti onemocnéni, zdravi pacienta a jeho
reakcl na 1é¢bu a na Usudku ogetfujiciho lékare. Davkovéani
konjugdtd a neaktivnich prekurzoru by tudiZz mélo byt pro
jednotlivé pacienty vyzkouSeno. Je nicméné pravdépodobné,
Ze G&€inné mnoZstvi konjugdtu se bude pohybovat v rozmezi od
20 do p¥ibliZné& 200 mg/m’. U&inné mnoZstvi neaktivniho
prekurzoru bude z&dviset na p¥isluSné pouzité Glinné latce a
na toxicité rodicovské Gc¢inné latky. JelikoZ neaktivni
prekurzor ac¢inné 1latky Jje méné toxicky neZ rodicovska
0¢inna 1latka, jako vychozi bod by mohla slouZit MTD
rodi¢ovské aktivni latky (jestliZe je zndmd). U neaktivnich
prekurzord odvozenych od mustard-fenolu
{bis(2-chlorethyl) hydroxyfenylaminu), u kterych nejsou k
dispozici klinickd data pro rodidovskou aktivni 1latku, je
terapeuticky G¢inné rozmezi méné jisté a toto rozmezi bude
pot¥eba definovat prost¥fednictvim standardnich
toxikologickych studii na zvif¥atech a studii u pacienti,
pfi nichZ jsou pacientdm poddvény neaktivni prekurzory ve
zvySujicich se mnoistvich (studie se zac¢ind podavanim
malych davek). Térapeuticky u¢inné mnoZstivi se nicméné

obvykle pohybuje v rozmezi 500 aZ 2000 mg/m’.

Je-1i t¥eba, aby bylo umoZnéno podavani léku ve vice
.dennich déavkach, mohou byt 2zminé&né terapeutiky G&inna
mnozstvi p¥irozend rozdélena do vice jednotlivych davek.
Velikost davky se bude u jednotlivych pacientd 1lidit v
zdavislosti na podstaté a zavaZnosti onemocnéni, vaze

pacienta, jeho stravovacim reZimu a dal8ich faktorech.
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Jak je zmindno niZe, tyto kombinace mohou byt obvykle

formulovany do formy farmaceutickych kompozic.

PFibliZn& 1 aZ 100 mg slouleniny nebo smési sloucenin
popsanych Vzorcem 1 nebo jeji fyziologicky pF¥ijatelné soli
je smichdno s fyzioclogicky p¥ijatelnym vehikulem, nosicem,
excipientem, pojivemn, konzervadnim prost¥edkem,
stabilizdtorem, p¥ichuti atd. Tak je vytvo¥ena forma
davkovani 1éku, kterou vyZaduje ©p¥ijatd farmaceuticka
praxe. V t&chto kompozicich nebo pfipravcich je mnoZstvi
aktivni latky takové, Ze je umoZné&no podani vhodné davky

aktivni ladtky v naznadeném rozmezi.

P¥ikladem adjuvans, kterd mohou byt inkorporovina do
tablet, kapsli a podobng& jsou: pojivo jako napfiklad
tragant, arabskd guma, kuku¥i&ny Skrob nebo Zelatina;
excipient jako  nap¥iklad mikrokrystalické celuldza;

rozvoliovadlo jako napfiklad kukutiény gkrob,.

p¥edZelatinizovany 3Skrob, kyselina alginova a podobné;‘

lubrikant 'jako napfiklad stearat ho¥ednaty; sladidlo jako
napt¥iklad sachardza, laktdza nebo sacharin; p¥ichut jako
naptiklad pepermint, libavkova silice (wintergreen oil)
nebo t¥esSriovd silice. JestliZe se léky pecdavaji ve formé
kapsli, tyto kapsle mohou obsahovat, mimo latek zminéngch
vy3e, néjaky kapalny nosié jako napriklad olej. Jake obal
mohou byt pouZity nejruzndjsi Jjiné materidly a tyto
materidly mohou byt pouZity 1 k jiné modifikaci fyzické
formy, ve které je lék poddvan. Tablety mohou byt nap¥iklad
okaleny 8elakem, cukrem nebo obéma souCasné. Syrup nebo
lé¢ivy ndpoj mohou obsahovat aktivni sloudeninu, sachardzu
jako sladidlo, methyl nebo propyl parabeny (estery kyseliny
p—hydroxybenzoové) jako konzervac¢ni <¢inidla, barviva a

p¥ichut® jako nap¥iklad visifiovou nebo pomeranéovou p¥ichut.

Sterilni kompozice urdené k podavani ve formé injekci
mohou byt formulovadny podle konvenéni farmaceutické praxe

tak, %Ze se aktivni latka rozpusti nebo rozsuspenduje v
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néjakém vehikulu, jako napfiklad ve vod& pro podavani ve
formé injekci, v néjakém pfirozend se vyskytujicim
rostlinném oleji jako napfiklad sezamovém oleji, kokosovém
oleji, arasidovém oleji, bavlnikovém oleji atd. nebo v
néjakém syntetickém mastném vehikulu jako nap¥iklad v
ethylesteru kyseliny olejové a podobné&. Je-li to %&douci,

mohou byt rovn&Z zaclenény pufry, konzervani p¥ipravky,

antioxidanty a podcbné.

Vyndlez dile popisuje systém, pouZitelny v postupu
slouZzicim.k regulaci ridstu neoplastickych bun&k v organizmu
hostitele. Zminény postup zahrnuje administraci G&inného
mnozZstvi prvni sloZky do organizmu hostitele, po niZ
ndsleduje latentni perioda umoZifiujici, aby mohla b{yt tato

prvni sloZka odstranéna z krevniho ob&hu, a naslednou

administraci G¢inného mnoZstvi druhé sloZky. Ve v¥hodnédm

porovedeni vyndlezu jsou slofky administrovany intravendzné.

Vynidlez diale pecpisuje postup slouZicihe k regulaci
rustu necplastickych bun&k v organizmu hostitele. Zmin&ny

postup zahrnuje administraci G&inného mnoZstvi prvni slofky

do organizmu hostitele (jak je zmin&no v¥3e), po niZ

ndasleduje latentni perioda umoziujici, aby mohla byt tato:

prvni sloZka odstranéna z krevniho ob&hu, a ndslednou
administraci G&innéhoc mnoZstvi druhé sloZky, jak je

definovéna vyse.

Vynalez ddle popisuje farmaceutickou kompozici,. ktera
se sklddd z GCinného mnozZstvi prvni sloZky slouZici k
lokalizaci nddoru, jak je zde definovdna, a farmaceuticky
pfijatelného noside nebo rozpouitddla. Ve vyhodném

provedeni vyndlezu je kompozice vhodnd pro intravendzni

administraci. Ve vyhodném provedeni wvyndlezu je prvni’

slozka dodavana ve formé suché pevné latky, kterd je pFed

pouZitim rozpusSténa ve vhodném rozpoustddle.
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Vyndlez dale popisuje farmaceutickou kompozici, ktera
se sklddd =z O&inného mnoZstvi druhé sloZzky majici
protinadorovou aktivitu, jak Je zde definovéana, a
farmaceuticky p¥ijatelného nosi&e nebo rozpoudtédla. Ve
vyhodném provedeni vyndlezu je tato kompozice vhodnd pro
intravenézni administraci. Ve vyhodném provedeni vyndlezu
je druhi slo¥ka dodavadna ve formé& suché pevné latky, kterd

je ptred pouZitim rozpultdna ve vhodném rozpoustédle.

Vynédlez ddle popisuje farmaceutickou kompozici,

obsahujici prvni sloZku, jak je definovéna vyse.

Vyndlez déle popisuje farmaceutickou kompozici,

obsahujici druhou slozku, jak je definovédna vyse.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu Jjsou farmaceuticke

kompozice sterilni (pro intravendzni administraci).

Daldi stranka vyndlezu se tykda prvni slozky, jak je

definovana vyse.

Vyndlez rovn&Z popisuje farmaceutickou kompozicl

obsahujici mutovany enzym, jak je definovan vyse.

Dal3i stranka vyndlezu popisuje piazmid POR1E2.
Plazmid pQR162 byl 16. srpna 1994 uloZen jako referencni
vzorek NCIMB 40678 v NCIMB Limited, 23 St Machar Drive,
Aberdeen AB2 1RY, Scotland, UK v souladu s Budape&tskou

smlouvou.

E. coli MSD 1646 nesouci pCG330 (rovnéZ znamy jako
pICI1698) byly 23. listopadu 1994 uloZeny v souladu s
Budapedtskou dohodou v National Collection of Industrial

and Marine Bacteria (NCIMB), 23 S8t Machar Drive, Abkerdeen,

Scotland, Spojené Krdlovstvi AB2 1RY: referendni cislo je

NCIMB 40694. NCIMB 40694 je dal3i strankou vyndlezu.

Protildtka ASB7 byla uloZena (jako referencni vzorek
byl pouZit hybridom produkujici tuto protilatku) v souladu
s Budape8tskou smlouvou 14. cervence 1993 v ECACC, PHLS
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Centre for Applied Microbiolgy and Research, Porton Down,
Salisbury, Wiltshire SP40JG, UK. V¥hodnéjsi je pouZitl

humanizované protildtky ASB7 ve formé F(ab’),.

Dal%i protildtky pouZitelné k ADEPT byly popsany Vv
nadsledujicich pracich. Protilatka BW431/26 byla popsana Vv
Haisma H.J. a daldi, , Cancer Immunol. Immunother., 34: 343
a¥ 348 (1992). Protilatky L6, 96.5. a 1F5 byly popsany v
evropském patentu 302 473. Protilédtka 16.88 byla popsdna v
Mezindrodni patentové pFrihldZce W090/07929. Protilatka
B72.3 byla popsdna v Evropském patentu <&. 392 745.
Protilatka CEM231 byla popsdna v Evropském patentu ¢&. 382
411. Protildtky HMFG-1 a HMFG-11 (Unipath Ltd; Basingstoke,
Hants, Spojené Krdlovstvi) reaguji S molekulou
glykoproteinu podobnou mucinu (mucin-like glycoprotein.
molecule) p¥ritomnou na membrdndch globuli mléZného tuku a
mohou byt pouZity k nasmErovani na nddory prsu a vajednikd.
Protildtka SM3 (Chemicon International Ltd., London,
Spojenéd Kralovstvi) reaguje s vnit¥nim proteinem mucinu
(core protein) a miZe byt pouZita k nasmérovani na nadory
prsu a vajeénikd. Protildtky 85A12 (Unipath Ltd.,
Basingstoke, Hants, Spojené Krdlovstvi) a ZCEAl (Plerce
Chemical Company, Chester, Spojené Krdlovstvi) reaguji s
nadorovym antigenem CEA. Protildtka PR4D1 (Dako Ltd., High
Wycombe, Spojené Krélovstvi) reaguje s antigenem
epithelidlnich membran. Protildtka C242 je dostupna z CANAG
Diagnostics, Gothernberg, Sweden. Ctendt miZe rovnd% vyuZit
Tabulku 3 na strand 208 v Mezindrodni patentové pfihlasce
WO 95/13095 (Wellcome), kterd obsahuje data o ridznych
protilatkéach.

Obecn& lze tict, Ze protilatky pouZivané k ADEPT jsou
Spatn& internalizovany prostfednictvim nddorovych bunék,
které jsou tdmito  protilatkami rozpozndvany. Tato
skutenost umoZiuje, aby zacileny enzym aktivujici

neaktivni prekurzor G&inné l&tky =zistal na povrchu bunék a
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mohl tudiZz v misté& nddoru vytvafet =z c¢irkulujiciho
neaktivniho  prekurzoru G&innou latku. Internalizace
protilatky miZe byt stanovovdna pomoci zndmych postupd,
naptiklad postupy popsanymi v Jafrezou a dalsi, Cancer
Research 52: 1352, 1992 a v Press a dalsi, Cancer Research
48: 2249, 1988.

Dals8im vyuzZzitim vyndlezu je moZnost pouzit prvni a
druhé slozky pfri diagndzach in vitro. P¥islusSny antigen
mizZe byt nap¥fiklad  detekovan tak, Ze vystavime
diagnostikovany  vzorek  pusobeni  prvni sloZky podle
vyndlezu, kterd obsahuje C&st odpové&dnou za zacileni, jakou
je naptiklad protilatka schopnd vazat prisludny antigen.
Poté miZe byt nenavdzand prvni sloZka odstranéna, nap¥iklad
promytim, a mnozstvi navazané prvni slozky mizZe byt
stanoveno vyuzitim jeji schopnosti katalyzovat pFfeménu
druhé sloZky sestévajici se z neaktivniho prekurzoru d&inné
latky. P¥eména neaktivniho prekurzoru mizZe byt
kvantifikovana pomoci  jakékoliv  vhodné  metody jako
' napfiklad HPLC. Cteni?¥ necht? se obrdti na A Practical Guide

£o ELISA od D. M. Kemeny, Pergamon Press, 1991.

Vynalez déle popisuje fragment F(ab”), rekombinantni
mysi . protilatky  ASR7. Tento  fragment obsahuje tFi

disulfidické vazby mezi tézkymi Fetézci v pantové oblasti.

Vyndlez dédle popisuje fragment F(ab”), rekombinantni
mysi protildtky ASB7. Sekvence tohoto fragmentu je popséana
v SEQ ID NO: 25 (sekvence tézZkého Fetdzce) a 26 (sekvence
lehkého Yetdzce). Sutter a dalsi, Gene 133, 223 aZ 230,
1992 tvrdi, Ze proto, aby bylo p¥i produkci protildtek
rekombinantnimi metodami dosaZeno dobré tvorby dimerd, je
nezbytné zavést do pantové oblasti protildtky dals{
cystein. Fragmenty produkované rekombinantnimi technikami
se 1i3i od materidlu ziskaného proteolytickym 3Stépenim v
tom, Ze neobsahuji kontaminujici  intaktni wolekuly

protildtek. Materidl produkovany rekombinantnimi technikami
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mi¥e mit rovn&? vyE8i vazebnou afinitu k antigenu CEA, jak

je mo%né stanovit pomoci zarizeni Pharmacia Biacore™.

Daldi stranka vyndlezu se tykd postupu slouziciho k

p¥ipravd prvni sloZky, jak je zde definovana, spojenim:

Casti zodpovédné za nasmdrovani, kterd ije schopna

vézat se na antigen asociovany s nadorem a

enzymu . schopného p¥emény neaktivniho prekurzoru
4¢inné latky na antineoplasticky G&innou latku,
p¥ifem? tento enzym Je mutovand forma enzymu
hostitele. Mutovany enzym a <Cast zodpovédna za
nasmdrovani mohou byt spojeny pomoci konvencnich
metod Jako napfiklad pouZitim heterobifunkénich

ginidel. UvaZuje se rovné&% o fizi gend.

Mutovany enzym a &ast zodpovédna za nasmérovani mohou
by: pfipraveny pomoci Vv soufasnosti dob¥e zndmych technik
exprese proteind. U nékterych expresivnich systémi je nutna
rransformace hostitelské buitkky vektorem; takovymi, Vv
soudasnosti dob¥e zndmymi systémy, jsou napiiklad E. coli,
kvasinky a hostitelské sav&i buiky (viz. Methods in
Enzymoleogy 185, Academic Press 1990) . Jsou rovnéZ zvaZovany
i jiné expresivni systémy, Jako napfiklad transgenni savci
(ne 1idé). V t3chto expresivnich systémech je poZadovany
gen, ktery je ve vyhodném provedeni vy3tdpen z vektoru, ale
kxtery je vybaven savcim promotorem fidicim sekreci
exprimévaného proteinu do mléka 3ivodicha, zaveden do
pronukleu savCli zygoty (obvykle pomoci mikroinjekce do
jednoho ze dvou jader (obvykle sam&iho jadra) nachdzejicich
se v pronukleu) a poté inmplantovdn do organizmu nahradni
matky. Cast zvifat zplozenych ndhradni matkou bude nést a
exprimovat cizorody gen, ktery se integroval do chromozomu.
Integrovany gen Jje obvykle pfedan dals3i generaci pfi
konven®ni reprodukci a je tudiZ umoZnén rist chovu. Ve

vyhodném provedeni vynadlezu je poZadovany protein jednoduse
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ziskavén z mléka produkovaného samici transgenniho zvifete.
Ctenit necht se laskavd® obrati na ndsledujici publikace:
gimons a dal%i (1988), Bio/Technology 6: 179 aZ 183; Wright
a dalsi (1991), Bio/Technology 9: 830 aZ 834; US 4,873,191
a; US 5,322,775. Manipulace s embryem my3i je popsdna v
Hogan a dal$i, "Manipulating the Mouse Embryo; A Laboratory

Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 1986.

Jsou rovnds zvajovany moZnosti vyuZiti technologie
transgennich rostlin, jak je naptiklad popsano Vv
nidsledujicich publikacich: Swain W.F. TIBTECH 3: 107 aZ
109, 1991; Ma J.K.C. a dalsi Eur. J. Immunology 24: 131 aZ
138, 1994; Hiatt A. a dal3i FEBS Letters 307: 71 az 75,
1992; Hein M.B. a dalsi Riotechnology Progress 7: 455 ai
461, 1991; Duering K. Plant Molecular Biology 15: 281 az
294, 1990.

Je-1i to  Zddouci, mohou byt geny hostitele
inaktivovany nebo modifikovany za pouziti standardnich
postupll ve struénostil shrnutych niZe nebo popsanych
napfiklad v "Gene Targeting; A Practical Approach", IRL
Press, 1993. Ve vyhodném provedeni je cilovy gen (nebo jeho
%4st) vklonovadn do vektoru a dovnitf¥ tohoto genu je viozZen.
selek&ni marker ( Jjako nap¥iklad Neo), ¢&imZz dojde k
naruseni funkce tohoto genu. Vektor je linearizovdn a timto
vektorem jsou naslednd transformovany (obvykle pomoci
elektroporace) embryondlni kmenové (RS-embryonic stem)
putiky (napfiklad bufiky odvozené z kmene mySi 129/01a). V

%4sti gz td8chto kmenovych bundék poté probéhne homologni
rekombinace. Kmenové bufiky nesouci gen s narusenou funkci
jsou pomnoZeny a injikovéany do blastocysty { jako napfiklad
blastocysty ziskané z mysSi C57BL/6J) a implantovény do
nahradni matky, kde dochdzi k vyvoji. Chimérické potomstvo
mi¥e byt identifikovdno pomoci zmén barvy pokozky.
Chiméridti jedinci jsou k#iZeni s jedinci nesoucimi

genetické markery, které umozni rozlidit mezi gametami
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odvozenymi od ES bunék a gametami odvozenymi od bunék
blastocysty. Polovina gamet odvozenych od ES bunék bude
nést modifikovany gen. Mladata jsou testovdna (napfiklad
pomoci metody Southern blot) za Glelem identifikace jedinct
nesoucich modifikovany gen (p¥ibliZné 50% potomstva). Takto
vybrani jedinci budou heterozygoti a mohou byt tedy k¥izZeni
s jinym heterozygotem a z Jjejich potomstvav mohou byt
nisledn& vyselektovdni homozygotni jedinci (pFibliZné 25%
populace) . Transgenni zvifata nesouci knock-out gen mohou
byt k¥i¥ena s transgennimi zvifaty ziskanymi pomoci znamych
technik jakymi jsou nap¥iklad wmikroinjekce DNA do
pronuklel, fdze sféroplasti (Jakobovits a dalsi, Nature
362: 255 az 258, 1993) nebo transfekce ES bunék
zprostfedkovand lipidy (Lamb a dalsi, Nature Genetics 5: 22
a% 29, 1993). Vysledkem tohotc k¥iZeni Jsou transgenni
zvitata - s knock-outdvan?m endogennim genem, ktexry Je

nahrazen cizorodym genem.

ES bufiky nescuci cilen& "roztrZeny" gen mohou byt
dale modifikovadny pomoci transformace proétfednictvim‘
sekvence cilového genu, kterd obsahuje specifické zmény.
Tato sekvence je ve vyhodném provedeni zaklonovana do
vektoru a pred vlastni transformaci Jje tento vektor
linearizovan. Po homologni rekombinaci je pozménény gen
zadlendn do genomu. Tyto embryondlni kmenové builky mohou
byt nidsledn& pouZity k vytvofeni transgennich ZivoZichl

postupem popsanym vyse..

V tomto kontextu oznaduje termin "hostitelskd burika"
jakoukoliv prokaryotickou nebo eukaryotickou bufiku vhodnou
pro expresi proteind. Takovymi burkami jsou napfiklad
pbaktérie, kvasinky, rostlinné buiiky a sav&i (ne lidské)
zygoty, oocyty, blastocysty, embryonalni kmenové bunky a.
jakékoliv jiné builky vhodné k transgennim experimentim.
Je-1i to z kontextu moZné, pak termin "hostitelskd bufka"

zahrnuje rovné? transgenni rostliny nebo savce (ne lidi),
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kte¥i se vyvinuli z transformovanych sav¢ich (ne lidskych)
zygot, oocytll, blastocyst, embryondlnich kmenovych bungk a
jakychkoliv jinych bunék vhodnych k transgennim

experimentim.

Dal$i stranka vynalezu popisuje polynukleotidovou sekvenci

vybranou z polynukleotidové sekvence kédujici:
jakoukoliv prvni sloZku, jak je definovéna vySe; a
jakykoliv mutovany enzym, jak je definovan vyZe.

Vyndlez se dale tyka wvektoru obsahujiciho polynukleotid,
jak je definovan vyse.
Vynilez se ddle tyka buriky obsahujici polynukleotid, jak je

definovan vyse.

P¥iklady provedeni vynilezu

Nejprve budou strudné popsany jednotlivé obrazky.

QObrazek 1 zndzorfiuje pfipravu plazmidu pQR177. Symbol
A oznaduje gen pro pre-RNazu, symbol B gen pro pre-RN&zu
K66E, v kroku 1 byla provedena RCPCR (rekombinantni kruhova
PCR), v kroku 2 3t&peni pomoci enzymu EcoRI, izolace malého
fragmentu, ligace do plazmidu pKK223.3 a zjisté&na orientace

plazmidu pomoci 3tépeni enzymem PstlI

Obrdzek 2 zndzortfiuje purifikaci bovinni ribonukledzy.
Cistota rekombinantni RNizy byla stanovena na 16%
polyakrylamidovém gelu s 0,1% SDS barveném stIibrem. Drany
A a G odpovidaji komeréné& dostupné RNaze (M, = 13700}. V
drahdch C a%¥ E jsou kladné nabité proteiny ziskané
izokratickou eluci z periplazmatického  extraktu Z
bakteridlnich kultur Escherichia coli {(pQR163) indukovanych
rozdilnymi koncentracemi IPTG (0,5, 2 a 0 mM IPTG). Dréha F
odpovidd drahdm C aZz E, ale jako bakteridlni kultura byly
pouZity buiiky Escherichia coli (pKK223.3) (kontrola). Draha
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B, purifikovana rekombinantni RNaza po ionexové

chromatografii.

Obridzek 3 znazorfluje PCR strategii vedouci Kk
vytvoteni plazmidu pATF4. Primery 3 az 6 jsou pouZity v PCR
reakci, p¥i niZ (a) jsou inkorporovény bovinni signdlni
sekvence spolu s k&dujici sekvenci pro hexapeptid na 57
konci genu lidské pankreatické ribonukledzy a (b) kdédujici
sekvence pro alespofi sedm aminokyselin enzymu HP-RNazy
spolu s terminadnim kodénem. Primery 5 a 6 rovneZ obsahuji
restrikéni mista pro EcoRl. Symbol A oznaluje gen pro
pre-RNdzu, symbol B gen pro pre-RNizu R4A:K6A. V kroku 1
byla provedena PCR. Jako templat byl pouZita sekvence pro
lidskou pankreatickou maturovanou RNazu vznikld PCR reakcl
z lidské genomové DNA. Ddle bylo provedeno Ztépeni enzymem
EcoRI. Vznikly fragment byl naligovadn do plazmidu pUCl8. V
krocich 2 a ¢ bylo provedeno Stépeni enzymem EcoRI a
‘naslednd ligace do plazmidu pKK223.3. V kroku 3 byla
provedena cilend mutageneze pomoci RCPCR. Na pozici 4 a 6

genu pro HP-RNdzu byly zavedeny koddny pro alanin.

Obriazek 4 zndzorfiuje stanoveni dJistoty exprimované
lidské pankreatické RNazy R4A.K6A pomoci PAGE. Drdhy A a F,
2 ug RNazy A; drdhy B a C, rozdilnd mnoZstvi kladné
nabit?ch proteind ziskanych izokratickou eluci A
periplazmatického prostoru bung€k E. coli nesoucich plazmid

.pATF4; drdhy D a E, 1 pg a 500 ng purifikované HP-RNazy.

Cbrazek 5 zndzoriiuje tvorbu  pATFZ44  metodou

rekombinantni kruhové PCR

Obrizek 6 zndzoriluje srovnadni toxicity neaktivniho
prekurzoru G&¢inné latky a toxicity odpovidajici 0cCinné
14tky na builkdch LoVo. Cytotoxicita byla vyhodnocovana
pomoci barveni SRB. K¥ivka A plati pro neaktivni prekurzor

4¢inné latky a k¥ivka B pak odpovidajici fenolickou G&innou




-28-

latku. Na ose x je koncentrace latek v uM a na ose y

procento p¥eZivsich bunék.

Obrdzek 7 'znazorfluje schéma syntézy neaktivniho

prekurzoru t&inné lidtky odvozeného od uracilu

Obrazek 8 zndzorfiuje oligonukleotidové primery
pouzZité: -
I) v RCPCR pro vloZeni mutace K66E do genu pro RNazu,

tudné pismena vyznaduji mutovanou pozici

IT) pro izolaci genu HP-RNAdzy a konstrukci chimerického

genu exprimovaného v E.coli

III) v RCPCR pro vloZeni mutace R4A:K6A do genu pro RNazu,

tuénd pismena vyznaduji mutovanou pozici

Obrézek 9 zndzoriuje schéma syntézy analogu

neaktivniho prekurzoru G&inné latky odvezeného od uracilu

Obrazek 10 zndzorfiuje  schéma  syntézy analogu

neaktivniho prekurzoru d¢inné latky odvozeného od cytidinu

Obrazek 11 zndzorfiuje chemické vzorce, jako Rl miZe

byt IJuracil, II)cytosin

Obrdzek 12 Jje schématickym diagramem komplexu
aktivniho mista ribonukledzy A se substrdtem. Pismena B, R
a P oznaduji vazebnd (pod)mista pro bdzi (B), ribdzu ( R) a
fosfar (2). Misto B, Jje specifické pro pyrimidinové
nukleotidy a miste B, "upfednostliiuje" purinové nukleotidy.
37 - pyrimidinové mononukleotidy se vaZou do B;R;P,. 57-
purinové mononukleotidy se vdZou do mista B,R,P,. 37- AMP se
vdse do mista B,R,P,. Fosfitovd skupina uvolnénd hydrolyzou
fosfodiesterové vazby pusobenim enzymu se vaze do misté P,.
aminokyselinové zbytky, které se ddastni zminénych vazeb v

jednotlivych mistech jsou naznaleny.
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Obrdzek 13 je schématickym diagramem neaktivniho
prekurzoru U¢inné latky v aktivnim mist& mutantniho enzymu

s prevrédcenou polaritou, kde:

* reprezentuje aminokyselinovy zbytek s pfevracenou

polaritou {Lys 66 v nativni ribonukledze) a;

X je kladné nabitd skupina (pfipojend prost¥ednictvim

aminokyselinového zbytku s pfevricenou polaritou

Obrézek 14 zndzorfiuje &té&peni neaktivnihe prekurzoru
- G¢inné latky €innosti mutantniho enzymu. Symbol A vyznaduje
neaktivni prekurzor u&inné 1latky, symbol B pak wvlastni

toxin.

Obrazek 15 demonstruje mechanizmus &innosti natiwvni
lidské RN&zy. Sloucenina 1 je ester pyrimidin nukleosid 3
fosfatuy, slouCenina 2 je 2',3'-cyklickym pyrimidin
nukleosid fosfitem a sloudenina 3 je pyrimidin nukleosid 3
fosfac.

Obrdzek 16 =zndzorfuje strukturu substratd CpA a C>p

RNazy

Obrazek 17 zndzorifiuje schéma syntézy neaktivniho
prekurzoru ac¢inné latky odvozendho od cytosinu podle
-publikace Christensen and Broom (1972), J. Org. Chem. 37,
3398-3401.

Obrazek 18 ilustruje klonovani lidské 'pankreatické

karboxypeptiddzy B (HCPB)

Obrazek 19 ilustruje sekvenovdni pankreatické HCPB.
VSech 6 klonl melo identickou sekvenci a v aktivnim mist&
misté aspartdt, ktery je ¥adi mezi karboxypeptiddzy B
(misto I} a vloZeny kodén TGC ménici sekvenci z GSSIG NA
GSSCIG {misto II)

Obrdzek 20 znazoriluje vektor pICI1266
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Obrdzek 21 zndzorhuje klonovani genu do expresivniho

vektoru pICIl266

Obrazek 22 ilustruje cytotoxicitu  neaktivniho
prekurzoru G&inné 1ldtky a odpovidajici G&inné latky v
lidskych kolorektdlnich nddorovych burikdch LoVo. Kfivka A
odpovidd prekurzoru G&inné latky zaloZenému na kyselinég
glutamové, k¥ivka B pak odpovidd vlastni u&inné latce
fenol-mustard. Na ose x je koncentrace latek v uM a na ose

y procento p¥eZivSich bunék.
Obrazek 23 je seznamem sloZek rustového média

Obrazek 24 Jje diagramem vreprezentujicim kli&cové
interakce mezi aminokyselinami nativni ribonukledzy a
fragmentem ribonukleové kyseliny. Pozitivné nabity Lys 66 v
pozici P, je =zobrazen p¥i iontové interakci se zdporné:
nabitou fosfodiesterovou vazbou, zatimco aminokyselinové

zbytky v pozici P, jsou dileZité pro katalyticky proces.

Obrizek 25 znazornuje ~ interakci mezi
mustard-neaktivnim prekurzorem G&inné 1lacky a mutantni
RN&zou. Aby bylo zabrdné&no preméné plsobenim nativni RNazy,
je klifovd aminokyselina na pozici 66 zm&néna na zaporné
nabitou kyselinu glutamovou. Tato Glu-66 se (castni icntové
interakce s kladné nabitym zbytkem "X" nachazejicim se v
neaktivnim prekurzoru ua&inné latky a uskutecriuje tudiz
. interakci s ptevrdcenou polaritou. P¥epoklddame; Ze dalSi
mutace v pozicich R, a B, by mohly vést k siln&jSi interakci

s neaktivnim prekurzorem G&inné latky.

Obrdzek 26 =zndzoriiuje dvé moZnosti pouZitelné jako
kladnd nabité skupiny v pozici 57 ribdzy, které by mely

vliv na interakci s Glu-66 na pozici P,.

Obrazky 27 aZ 33 zndzornuji postupy chemické syntézy.

Pouzité zkratky
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Ac acetyl
ADEPT 1éCba vyuZivajici enzymu cileného prost¥ednictvim

protildtek, JjehoZ substratem je neaktivni forma G&inné

latky (antibody directed enzyme prodrug therapy)
BOC terc-butoxykarbonyl

BP-RNaza bovinni pankreatickd ribonukleédza

DCCI 1, 3-dicyklohexylkarbodiimid
DMAP 4-dimethylaminopyridin
DMF N, N-dimethyi-formamid
DMSCdimethylsulfoxid
Et ethyl
EDCI 1-(3-dimethylaminopropyl}-3-ethyl-karbodiimid
HCPB lidskd CPB (human CPB)

EOBT 1-hydroxybenzotriazol

HP-RNdza lidskd pankreatickd ribonukleidza

PCR polymerdzova fet&zovad reakce
.TFA kyselina trifluoroctova
THF tetrahydrofuran

Referencni priklad 1
Pfiprava rekombinantni maturované bovinni pankreatické

ribonukledzy

Rekombinantni bovinni pankreatickd ribonukledza byla
pfipravena z kdédujici sekvence pro prekurzor bovinni
pankreatické ribonukledzy (BP-RN&za) zpuscbem popsanym v
Tarragona-Fiol a dalsi, Gene 118, 239 a% 245, 1992. Protein
byl exprimovan z dvojcistronniho expresivniho fragmentu
zaklonovaného v pQR163 v E.. colli a exprese byla ¥izena
promotorem tac. Plazmid obsahujici dvojcistronni fragment
byl oznaden pQR162 (NCIMB 40678) .
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Referenéni priklad 2:

Pfiprava lidské pankreatické ribonukledzy Arg4Ala, Lysé6Ala

Kédujici sekvence genu lidské pankreatické
ribonukledzy (HP-RNdza) byla ziskdna z genomové DNA
extrahované z lidskych 1licnich epithelidlnich bunék
pouZitim techniky PCR zplUsobem popsanym v v Tarragona-Fiol
a dalsi, Protein and Peptide Letters 1, 76 aZ 83, 1%94. Co
se tykd pripravy HP-RNazy, Jje popsdna exprese geneticky
modifikované HP-RNazy v E. coli. Proto, aby byl
rekombinantni lidsky pankreaticky enzym po expresi sm&rovian
do periplazmatického prostoru E. c¢oli, byla k 5  konci
lidského  genu pfipojena signdlni sekvence bovinni
pankreatické RNazy. Pocatedni pokusy exprimovat
rekombinantni enzym nebyly dspésné. Proto byly, za TCelem
umoznéni exprese v E. coli, pouZity techniky mistné&
specifické mutageneze, s jejichZ pomoci byl pozm&nén gen
pro  HP-RNazu. Vysledny, metodami genového inZenyrstvi
pozménény enzym, vykazuje podocbné kinetické charakteristiky

jako homeclogni bovinni enzym.

(a) Klonovani maturxované kédujici sekvence RNazy Arg4dla,
Lysé6Ala

St&peni restrikZnimi enzymy, defosforylace, ligace,
transformace a minipreparace plazmidové DNA byly provadény
zpisoby popsanymi v Maniatis a dal3i, 1982, Molecular
Cloning. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbour,
Labcratory, Cold Spring Harbour, New York. Oligonukleotidy
byly syntetizovany pomoci syntetizéru DNA Cyclone™.

Maturovand sekvence genu HP-RNizy byla ziskédna =z
genomové DNA extrahované z lidskych licnich epithelidlnich
bunék pouZitim techniky PCR. Struén& ?¥eleno, epithelidlni
butiky byly =ziskdny energickym prot¥epdvanim 10 ml 0,9%
fyziologického roztcoku v dstech po dobu 20 sekund. Suspenze

licnich epithelidlnich bunék (1,5 ml) byla zcentrifugovéna
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a peleta byla rozsuspendovdna ve 100 pl 10 mM NaCl a 10 mM
EDTA. Po druhé centrifugaci byla bunécna peleta
rozsuspendovana v 75 pl 20 mM NaOH a inkubovdna p¥i 100°C
po dobu 30 minut. Buné&ény odpad byl odstrané&n centrifugaci
a supernatant byl skladovan pf#i -20°C. Pro PCR inkubace
byly jako templat standardné pouZivdny alikvoty 2 aZ 3 ul.
Pro PCR inkubaci byly pouZity dva primery (SEQ ID NO: & a
SEQ ID NO: 6; viz. Obrazek 8, primery 1 a 2) komplementdrni
k 57 a k 37 konclim maturované sekvence HP-RNdzy (5 pmol
jednotlivého primeru/inkubace). Inkubad&ni sm&s pro PCR dile
obsahovala: lidskou genomovou DNA, 0,2 mM dNTP, 1x pufr
Stratagene™ (10x pufr md sloZeni - 200 mM Tris-HCL (pH
8,2), 100 mM KCL, 60 mM (NH,),S0,, 20 mM MgCl,, 1% Triton™
X-100 a 100 ug/ml BSA bez p¥itomnosti nukledzy} a 2,5
jednotek polymerdzy pfu (Stratagene). PCR reakce byla
provddéna ve 30 cyklech. KaZdy cyklus sestdval z denaturace
pfi 92°C po dobu 30 sekund, specjovani denaturovanych vldken
DNA pfi 55°C po dobu 30 sekund a extenze p¥i 75°C po dobu 1
minuty. Vysledné produkty PCR reakce byly analyzoviny a
separovany elektroforézou na agarovém gelu. PoZadovanéd
fragmenty DNA byly vyfiznuty z agardzového gelu a DNA byla
extrahovadna za pouZiti centrifuga&nich jednotek {(Spin-X",
Costar). Proto, aby byl kompletni rekombinantni enzym po
expresi smérovdn do periplazmatického prostoru bundk
Escherichia coli JM107, byla za pouZiti technik PCR k 5~
konci 1idskéhe .genu pfipojena signdlni sekvence bovinni
pankreatické RNazy a ke 3~ konci byla p¥ipojena spolu s
terminadnim kodénem rovnéz kdédujici sekvence pro poslednich
sedm aminokyselin HP-RNAdzy. Ndsledn& byla pfipravena reakce
PCR, kde reak®ni sm&s obsahovala jako templdt maturovanou
sekvenci genu HP-RNazy pfipravenou pomoci PCR, ktera
postrada kédujici sekvenci pro poslednich sedm
aminokyselin, sadu vzdjemné se pfekryvajicich primerd (SEQ
ID NO: 7 az 10; wviz. primery 3 aZ 6 na Obrdazku 8) v

rozdilnych koncentracich (0,1, 0,5 a S0 pmol od vnit¥niho
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ke vnéjSimu primeru) 0,2 mM nukleotidy, 1x pufr Stratagaene
(viz. vy%e) a 2,5 jednotek polymeridzy pfu (Stratagene) .
Reakce byla providdéna za stejnych podminek jak jsou popséany
vySe. Produkty PCR byly zpracovany postupem popsanym vyse a
pozadovany fragment byl vyfiznut a extrahovidn z agardzového
gelu. Tento fragment byl rozitépen pomoci EcoRI a zaligovian
do pfedem rozSt&peného a defosforylovaného plazmidu pUC1S,
aby bylo moZné provést sekvenovdni dvojvlaknové DNA dideoxy
metodou. Fazni gen byl poté zaligovdn do expresivniho
vektoru pKK223.3; viz. P¥iklad 1. Bovinni signdlni sekvence
tvorena sekvenci DNA kédujici hexapeptid byla p¥ipojena na
5° konec otevieného ¢&teciho ramce. Této skutelnosti e
vyuzito k rozruSeni sekunddrni struktury mRNA, kterd se
vytvori p¥i iniciaci transkripce promotoru. Indukce,
exprese a purifikace rekombinantniho enzymu byla providéna
postupem popsanym vySe. Analyza proteind periplazmatickédho
prostoru ziskanych timto  postupem  uk&azala, Ze v
periplazmatickém prostoru se nevyskytuje #adny produkt,

ktery by vykazoval aktivitu rekombinantni RN&zy.

Skute€nost, Ze v t&8chto experimentech nedodlo k
expresi lidského enzymu byla neofekdvand, protofe bovinni
signdlni sekvence jiZ byla s Usp&chem poufita k nami¥eni
translokace rekombinantniho bovinniho enzymu do
periplazmatického prostoru. Srovndni N-koncoviych sekvenci
nativniho lidského a bovinniho enzymu odhalilo rozdily na
pozicich 4 a 6, na nichZ jsou alaniny p¥itomné v bovinnim
enzymu nahrazeny argininem a lysinem v jeho lidském
prot&jsku. Je zndmo, Ze pritomnost kladné nabitych
aminokyselin nékde blizko polatku maturované sekvence mide
fungovat jako stop signdl, ktery zabrani daldi translokaci.
Aby bylo mwmoZné prekonat tento problém byla wvyvinuta
strategie, kterd vedla k ndhrad® lysinu a argininu na
pozicich 4 a 6 v lidském enzymu alaninovymi zbytky. K
vytvoreni rekombinantniho  klonu  pATF3, ktery nese

poZadované substituce (viz. Obrdzek 3), byla tudi? pou¥ita
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technika RCPCR (primery pouZité k =zavedeni poZadovanych
mutaci jsou oznaleny SEQ ID NO: 11 aZ 14; viz. primery E aZ
H na Obrazku 8). Aby bylo mo%Zné potvrdit za&lendni
kédujicich sekvenci pro alanin na pozicich 4 a 6, byl jako
templat pfi sekvenovani dvojvlaknové DNA pouZit takto
upraven?'chimérick? plazmid. Vysledkem restrikéniho Zt&peni
a ligace do pKK223.3 byl wvznik chimérického expresivniho

vektoru pATF4 (Obrazek 3), ktery byl pouZit k expresi.

(b) Exprese a purifikace rekombinantni RNdzy Arg4Ala,
LyséAla z E. coli

Vysledkem transformace bunék Escherichia coli
plazmiem PATF4 a ndslednd indukce pomoci IPTG byla exprese
geneticky upraveného lidského enzymu, ktery je izolovdn z
periplazmatického prostoru s vyuZitim protokold popsanych v
predchozim textu pouZivanych k produkci homologniho
bovinniho enzymu. Geneticky upravend rekombinantn? RN&za
byla =ze smési p¥itomné v periplazmatickém prostoru
izolovdna a vyCisténa do homogenity (viz. Obrdzek 4¢). Bylo
provedeno sekvenovéni N-konce rekombinantniho enzymu, které
potvrdilo, Ze bovinni signdlni sekvence byla od3té&pena
sprdvné. Tato skutefnost rovné&% potvrdila, 3Ze doglo k

zaméné alaninovych zbytki za Arg-4 a Lys-6.

Za pouZiti substrdtl CpA a C>p {obrdzek 16) byla
provedena charakterizace kinetickych parametri. Kinetické
paramecry Km, kcat a kcat/Km byly srovndny s hodnotami
ziskanymi pro komer&né dostupnou a rekombinantni bovinni
pankreatickou RN4dzu pfi stejnych podminkdch m&¥eni (viz.
Tabulky) . Ziskanid data nazna®uji, ¥e kinetické vlastnosti
geneticky modifikované RN&zy se podstatn& neligi od
kinetickych  vlastnosti jejiho homologniho  bovinniho

protéjsku.
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Kinetické parametry riznych enzymid p¥i pouZiti CpA jako

substrdtu p¥i pH 7,0

kcat/Km {(mM'/s™?')

Rekomb. HP-RNAaza R4A:K6A 1700 (480)
Rekomb.‘BP—RNéza 2800 (370)

BP-RNaza 2300 (600)

Kinetické parametry riznych enzyml p¥i pouZiti C>p jako

substratu p¥i pH 7,0

kcat/Km {(mM'/s™')

Rekomb. HP-RN&za R4A:K6A 4,2 (0,8)

Rekomb. BP-RN&za 3,8(0,9)
BP-RN&za 2,3 (0,9)

Referenéni p¥iklad 3

Syntéza a izolace konjugdtu mySi ASB7-bovinni pankreaticka

ribonukledza

Jednou =z protildtek schopnych vazby s nékterym
antigenem asociovanych s nddorem je mysSi monoklonalni
protilatka ASB7. Protilatka AS5B7 se vaZe na lidsk¥¢
karcincembryonalni antigen (CEA-carcinoembryonic antigen) a
je zvlastéd vhodnd k nasmérovani konjugdtu na kolorektdlni
karcinom. AS5B7 je moZné ziskat od DAKO Ltd., 16 Manor
Courtyard, Hughenden Avenue, High Wycombe, Bucks HP13 5RE,
England, Spojené Krdlovstvi. Fragmenty protilatky mohou byt
ptipraveny z intaktni protilatky IgG pomoci konvenénich
postupd. Nap¥iklad fragmenty F(ab”), mohou byt pfipraveny
postupem popsanym v Mariani, M. a dalsi, Molecular
Immunology 28, 69 a% 77, 1991. Obecné lze Fici, :ze

konjugdty protildtka (nebo fragment protilatky)-enzym by
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mély byt alespoil divalentni, coZ znamend, Ze by mély byt
schopny vézat se alespoil ke dvéma antigenim asociovanym s
nadorem (které mohou'b?t totoZné nebo rozdilné). Molekuly
?rotilétky mohou byt humanizovany pomoci zndmych postupl
jako naptfiklad "vklddénim CDR dsekd (CDR grafting)"
popsanym v EP 2394000 nebo p¥ipojenim celych variabilnich
oblasti k lidskym konstantnim cblastem, které je popséno v

US 4816567. Humanizované protildtky mohou byt uZite&né ke

sniZeni - imunogenity -—dané protildcky - (nebo fragmentu -

protildtky). Humanizovand verze protildtky AS5B7 Dbyla
popsana v PCT WO 92/01059.

Hybridomy produkujici monoklondlni protildcku AS5SR7
byly uloZeny v European Collection.of Animal Cell Cultures,
Divisicn of Bioclogics, PHLS Centre for Applied Microbiology
and Research, Port Down, Salisbury, Wiltshire SPZ2 0JG,
Spojené Krdlovstvi. Hybridomy byly uloZeny 14. d&ervence
1993 pod referenénim &islem No. 93071411. Protildtka ASB7
miZe byt z uloZenych hybridomd ziskdna pomoci standardnich
technik v soucasnosti -dobfe zném?éh, jak Jsou napfiklad
popsdny v Fenge C., Fraune E., a Schuegerl K., v
"Production of Biolcgicals from Animal Cells in Culture"

(Spier R. E., Griffiths J. R. a Meignier B., eds),

Butterworth-Heinemann, 1991, 262 az 265; a Anderson B. L. a_

Gruenberg M. L. v "Comercial Precduction of Monoclonal
Antibodies" (Seaver S., ed.), Marcel Dekker, 1987, 175 a%
195. Butky mohou "Cas od d&asu vyZadovat ‘"pfeklonovani"
provadéné limitnim =z¥edénim, aby byla udrZena vysoka

hladina produkce protilétek.

Linkerem pouZitym p¥i derivatizaci my3i ASB7 byl
SATA™ (ester N-hydroxysukciimidu s kyselinou S-acetyl
thioglykolovou), Sigma (kdd vyrobku A%043) .

Linkerem pouzZitym pfi derivatizaci bovinni

pankreatické ribonukledzy (BP-RNdza) byl SMPB (ester




SO

N-hydroxysukeiimidy S  kyselinou 4-(p-maleinimidofenyl)
butanovou) , Sigma (kat. &. ME139) .

SATA  (Sigma) byl rozpustén v DMSO (Fisons) na
vyslednou koncentraci 10 mg/ml. K roztoku 50 mg ASR7 o
koncentraci 5,4 mg/ml v pufru tvoFeném 100 mM
fosforeZnanem/100 mM NaCl/1 mM EDTA, PH 7,2 (pufr a) bylo
pfidéno 309 kg (30,9 ul) roztoku SATA  (coZ odpovida
¢ty¥nasobnému molarnimu nadbytku. oproti ASB7) . Smé&s’ byla
zamichana a bonechéna PO dobu 40 wminyt PEi pokojové
teploté. za (&elem odstran&ni nadbytku reak&nich Cinidel
byl vysledny roztok pri pokojové teplote aplikovdn na
kolonu Sephadexy™ G25 (Pharmacia) (210 ml, 2,6 x 133 cm) .
Vysledna koncentrace derivatizované ASB7  po prichody
kolonou byla 2,09 mg/ml (celkovy objem 23,5 m1). ASB7

(nebo stanovenfnm koncentrace Proteind podle Bradfordove) .
MnoZstvi navazaného linkeru bylo uréeno Stanovenim -8y
skupin podle Ellmanse 2 byla zji3té&na pfitomnost 1,2
linkeru/mol ASRB7.

BP-RN&za (Sigma) byla rozsuspendovdna v 6,0 ml 100 mM
fosfore&nanu sodného/100 mM NaCl, pu 7,2 (pufr B) naz
vyslednou koncentraci 8,33 mg/ml.

SMPB  (Sigma) byl rozpudt&n v DMSO  (Fisons) na
vyslednou koncentraci 10 mg/ml. Roztok 50 mg BP-RNazy byl
smichdn s §50¢0 mg (650 ml) roztoky SMPB  (co% odpovida
pétindsobnémy molarnimu nadbytku oproti BP-RNdze) a smés
byla ponechina pPo dobu 120 minut PEL pokojové teploté&.
Nadbytek reakénich ¢inidel byl odstrangn pomoci gelovéa
chromatografie (Sephadexy™ G25, 210 ml, 2,6 « 30 cm)
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Koncentrace derivatizovaného proteinu byla stanovena
méfenim absorbance v UV oblasti p¥i 280 nm p¥i
predpokladaném koeficientu e=0,6. MnoZstvi navazaného
linkeru bylo stanoveno "reverznim" Ellmansovym stanovenim,
kdy bylo k BP-RNAze derivatizované SMPB prididno zndmé
mnozstvi  2-merkaptoethanolu a mé&feno bylo mnoZstvi

nezreagovanych -SH skupin.

Konjugalni reakce byla provedena smichdnim stejnych

‘véhovych mnoZstvi deacetylované derivatizované ASB7 a
derivatizované BP-RNazy, ztedénim smési v deionizované vodé
na vyslednou koncentraci 1,0 mg/ml a michdnim pod proudem
dusiku. Reakce probihala po dobu 20 hodin p¥i pokojové
teploté a byla ukonéena p¥fidavkem 1 mg/ml glycinu.

Surovy konjugat byl dialyzovan proti 50 mM fosfatu,
pH 8,0 (pufr C} a ziskany roztok byl nanesen na kolonu Q
Sephardzy™ (Pharmacia) (30 ml 1,6 x 15 cm) pYedem
ekvilibrovangé v pufru C. Za ddelem odstran&ni nadbytku ASB7
a BP-RNazy byla kolona promyta pufrem C a nésledné eluce
konjugatu bylo dosaZeno promytim kolony O,S M NaCl o

prutoku 1 ml/min.

Cistota vysledného konjugdtu byla stanovena pomoci
SDS-PAGE a celkové mnoZstvi konjugdtu bylo stanoveno na
5,75 mg, pficemZ pomoci laserové densitometrie bylo
ukdzdno, %e zmindné mno¥stvi se sklddi z- 88,4% konjugatu a

11,6% volné derivatizovand AGR7.

Referenéni pf¥iklad 4
Syntéza a izolace konjugdtu my3i ASB7 F(ab”},-bovinni
pankreatickd ribonukledza

Linkerem pouZitym p¥i derivatizaci A5B7 byl SATA™
(ester N-hydroxysukciimidu 8 kyselinou S-acetyl
thioglykolovou), Sigma (kéd vyrobku A9043).
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pankreatické ribonukledzy (BP-RN&za) byl SMPB (ester
N-hydroxysukciimidu s kyselinou 4-(p-maleinimidofenyl)-
butanovou}, Sigma (kdd vyrobku M6139) .

SATA (Sigma) byl rozpustén v DMSO (Fisons) na
vyslednou koncentraci 10 mg/ml. K zroztoku 18,20 wg
fragmentu F(ab”), o koncentraci 2,14 mg/ml v pufru tvo¥eném
100 mM fosfore&nanem/100 mM NaCl/i mM EDTA, pH 7,2 (pufr A)
bylo pfidéﬁo 167 ug (16,7 ul) roztoku SATA (coZ odpovida
Cty¥nadsobnému moldrnimu nadbytku oproti ASB7 F(ab”),). Smés
byla zamichdna a ponechdna po dobu 40 minut p¥i pokojové
teplote. Vysledny roztok byl s pouZitim membridny Amicon
YM10™ (s ‘"cut-off" MW= 100000) =zakoncentrovdn na celkovy
objem 2 ml (9 mg/ml) a nadbytek reak&nich ¢&inidel byl
odstranén  chromatografii na koloné Sephadexu™  G25
(Pharmacia) (50 wl, 1,6 x 16 cm) p¥i pokojové teploté.
Vyslednd koncentrace derivatizovaného ASB7 F(ab”), po
priuchodu kolonou byla 1,04 mg/ml (celkovy objem 10 ml).
ASB7 F{ab”), derivatizovany SATA byla smichdna s 1,0 ml 10%
v/v  pufru obsahujiciho 3500mM hydroxylamin HC1/500mM
fosforednan scdny/30 mM EDTA pH 8,0 za Glelem deacetylace.
derivatizovaného ASB7 F{ab”),. Tato reakce probihala po
dobu 40 minut p¥i pokojové teploté. Koncentrace proteinu
byla stanovovana mé&¥enim absorbance v UV oblasti p¥i 280 nm
pfi pFedpokliddaném koeficientu e=1,4 (nebo stanovenim
koncentrace proteinud podle Bradfordovéf. Mnozstvi
navazaného linkeru bylc uréeno stanovenim -SH skupin podle
Ellmanse a byla =zji&té&na pfitomnost 1,2 linkeru/mol
F(ab”),.

BP-RNdza (Sigma) byla rozsuspendovdna ve 2,0 ml 100
mM fosfore&nanu sodného/100 mM NaCl, pH 7,2 (pufr B) na

vyslednou koncentraci 7,5 mg/ml.

SMPB  (Sigma) byl rozpustédn v DMSO (Fisons) na
vyslednou koncentraci 10 mg/ml. Roztok 15 mg BP-RNizy byl
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smichdn s 1949 mg (1,95 ml} roztoku SMPB (coZ odpovida
pdtindsobnému moldrnimu nadbytku oproti BP-RNdze) a smés
byla ponechdna po dobu 120 minut pfi pokojové teploté.
Nadbytek reaknich &inidel byl odstranén pomoci gelové
chromatografie (Sephadex™ G25, 50 ml, 1,6 x 16 cm).
Koncentrace derivatizovanédho proteinu byla stanovovana
m&¥enim absorbance v UV oblasti p¥i 280 nm pEi
predpokladaném koeficienﬁu e=0,6. MnoZstvi navizaného
linkeru bylo stanoveno "reverznim" Ellmansovym stanovenim,
kdy bylo k BP-RN&ze derivatizované SMPB priddno zndmé
mno¥stvi  2-merkaptoethanolu a m&feno bylo mnoZstvi

nezreagovanych -SH skupin.

Konjuga&ni reakce byla provedena smichadnim stejnych
vdhovych mno¥stvi deacetylovaného derivatizovaného ASB7
F(ab”), a derivatizované BP-RNdzy, =zfedénim smési v
deionizované vodé na vyslednou koncentraci 1,0 mg/ml a
michénin pod proudem dusiku. Reakce probihala po dobu 20
hodin p¥i pokojové teploté a byla ukoncena .pfidavkem 1
mg/ml glycinu. Surovy konjugat byl dialyzovan proti 50 mM
fosfatu, pH 8,0 (pufr C) a 5 ml (6,5 mg) ziskaného roztoku
bylo naneseno na kolonu Mcno Q™ (HRS/5) (Pharmacia) pTedem
ekvilibrovanou v pufru C. Za uUcelem odstranéni nadbytku
ASB7 F(ab”), byla koleona promyta pufrem C. Nésledné eluce
konjugatu a zbylé BP-RNdzy probihala p¥i pouZiti gradientu
goli (0 a%Z 1,0 M gradient o celkovém objemu 20-ti nasobku
objemu kolony) p¥i prutoku 1 ml/min. Odstran&ni konjugdtu
od zbylého enzymu bylo dosaZeno aplikaci spojenych frakci
obsahujicich konjugédt na kolonu S200™ GPC (Pharmacia) (60

ml, 1,6 x 30 cm) a promyvanim v PBS o pritoku 1 ml/min.

fistota vysledného konjugidtu byla stanovena pomoci
SDS-PAGE a celkové mnoZstvi konjugdtu bylo stanoveno na
0,70 mg, pfidem? pomoci laserové densitometrie Dbylo
ukdzéno, Ze zmin&né mnoistvi se sklada z 95,5% konjugdtu a

4,5% volného derivatizovaného ASB7 F{ab”),.
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My&i ASB7 F(ab”), byl pfipraven postupem popsanym v
Referencnim p¥ikladu 5 nebo s vyuZitim nédsledujiciho

postupu:

Protilatka ASB7, popsand v Referencnim pfikladu 3,
(780 ml o koncentraci 5,4 mg/ml) byla ke Stépeni upravena

diafiltraci proti 7 objemim pufru o sloZeni 0,1 M

fosforecnan sodny, 3 mM EDTA (pH 6,4) za pouziti aparatury.

Amicon™ CH2 vybavené kolonkou se spirdlové vinutou 130 kDa
membrdnou. Ziskany materidl (mé&¥enim absorbance p¥i 280 nm
bylo mnoZstvi odhadnuto na 3682 mg) byl pfefiltrovan ptes
mikrobi&dlni filtr 0,22pM a uschovan p¥i 4°C aZ do doby
pouziti. Suspenze krystalického papainu (9 ml o koncentraci
10 mg/ml; Boehringer Mannheim, kéd vyrobku 1080140) byla
smichiana s pufrem o sloZeni 0,1 M fosforenan sodny, 3 mM
EDTA (pH 6,4) obsahujicim 100 mM L-cystein a ponechdna po
dobu 30 minut pfi 37°C. Pfebytek cysteinu byl odstranén
pouzZitim vylucovaci chromatografie (Pharmacia G25M™, prumér
kolony 2,6 cm, délka kolony 30 cm, celkovy objem piibliZné
160 ml). Eluce byla provdddna pufrem o sloZeni 0,1 M

fosforecnan sodny, 3 mM EDTA (pH 6,4) pf¥i prutoku 3 ml/min.

V jimanych frakcich (1 minuta) byla monitorovana OD pfi

280nm a byl v nich rovn&Z provadé&n jednoduchy DINB spot
test, aby bylo zajisté&na nepfitomnost volného cysteinu .pF¥ed
vlastnim spojenim jednotlivych frakci redukovaného papainu.
Koncentrace redukovaného papainu ve spojenych frakcich byla
stanovena (mé&Fenim ODZSO, bfipfedpoklédaném e=2,5) na 1,65
mg/ml v objemu 2,8 ml. Celkové mnoiZstvi proteinu bylo tedy
54 mg. Stépeni bylo provddéno p¥i 37°C p¥i pomdru
redukovany papain ku AS5B7 odpovidajicimu 1/60 w/w. Byl
pouZit vSechen dostupny papain a 665 ml protildtky (pfed
- poCatkem St&peni pfedehf¥daté na 37°C) o koncentraci proteinu
odhadnuté na 4,9 mg/ml. Reakce byla ukonlena po 20 hodinédch
p¥idavkem 100 mM N-ethylmaleimidu v 50% ethanolu o objemu
0,1-n&sobku celkového reak&niho ocbjemu. F(ab”}, byly od Fc

a stop nerozStépenych protildtek odstrandny za pouiiti
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kolony Protein A Sepharose FF™ (Pharmacia) (400 ml, rozméry
5 cm x 20 cm} ekvilibrované pufrem o sloZeni 25 mM
fosforeénan sodny a 150 mM chlorid sodny (pH 7,33) aZz do
doby, kdy pH a vodivost odpovidaly hodnoté&m ekvilibraéniho
pufru (19,7 mS pri 15°C). Reakéni smé&s (po skondeni Stépeni
papainem) byla z¥edéna v poméru 1:1 ekvilibradnim pufrem a
rozdélena na dvé Casti (660 ml a 840 ml) a kaZda z téchto
Cadsti byla aplikovdna na kolonu Protein A p¥i pritoku 6,5
ml/min (linedrni rychlost pritoku 0,33 ml/cm’/min). Celkem
bylo sebrdno 10 frakci. Nasycena kolona byla promyvana
ekvilibradnim pufrem aZ do chvile, kdy hodnota absorbance
pri 280 nm dosdhla =zdkladni 1linie. Prvni promyti bylo
provedenc 50 mM octanem sodnym (pH 4,5), dale pak byl jako
eluéni pufr pouZit 50 mM octan sodny (pH 4,0), nédsledovala
eluce 50 mM kyselinou citrdénovou (pH 3,5} a posledni
promyti bylo provedeno 50 mM kyselinou citrdnovou (pH 2,8).
Béhem promyvani byly v Jjimanych £frakcich méfeny hodnoty
OD280 a spojené frakce byly poté do 30 minut neutralizovany
za pouéiti roztoku hydrogenfosforefnanu sodného (0,4 M).
Jednotlivé  vzorky byly analyzovany pomoci — SDS-PAGE
(Pharmacia Excel™ gel, barvenc Coomassie). F(ab’), byly
~eluovény pufrem o pH 4,0 a nerozStépena A5B7 byla eluovana
pfi promyvani pufry o nejniZEim pH. Spojené frakce
obsahujici F{ab”}, byly diafiltraci pfevedeny do pufru o
sloZeni 100 mM fosforecnan sodny, 100 mM chlorid sodny, 1

mM EDTA (pH 7,2) (Amicon™ CH2 membrana 30kDa, 7 nasobny

objem) a vysledkem bylo celkové mnoZstvi 845 mg F(ab”™), (2
mg,/ml) .

-

Referencni priklad 5

Priprava rekombinantniho my8iho AS5B7 F(ab”), v myelomech.
Tento p¥iklad popisuje p¥ipravu cDNA z hybridomi

A5B7, izolaci p¥islusSnych fragmentd Fd a L Yet&zcli pomoci

PCR, stanoveni kompletni sekvence DNA u téchto fragmenti,

niaslednou koexpresi v myelomech =za Gfelem produkce
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rekombinantnich fragmentd F(ab’),, péstovdni myelomd a

purifikaci rekombinantniho proteinu F(ab”),.

v literatufe je popsdno n&kolik postupld slouZicich k
produkci geneticky upravenych protildtek v myelomech;
napfiklad Neuberger a dalsi, Nature 312, 604 aZ 608, 1984;
Williams a Neuberger, Gene 43, 319 aZ 324, 1986; Wright a
Shin, Methods 2, 125 aZ 135, 1991; Traunecker, Trends in
Biotechnology 9, 109 a% 113, 1991 a Bebbington a dalsi,
Bio/technology 10, 16% a% 175, 15%92. V tomto pfikladu je v
podstaté pouZivdm postup popsany v priéci Bebbington a
daldi, kde je jako selek&ni marker pouZita glutamin

syntetéza.

a) P¥iprava mRNA z hybridomd

Existuje nékolik postupl slouZicich k  izolaci
polyadenylované (polyA+) mRNA z eukaryotickych bungk
(Sambrook J., Fritsch E. F., Maniatis T., Molecular
Cloning: A& Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Second Edition, Kapitola 8, strana 3 - dale je tento
manudl oznadovan jako Maniatis). Jedna z téchto metod je
zaloZena wyuziti kitu firmy Pharmacia a jeji podstatou je
lyza relativng wmwalého podtu bundk (10’ nebc méng) a
nisledné navdzani polyA+ mRNA na kolonu oligodT. NeZddouci
bund&né komponenty jsou, p¥ed vlastni eluci mRNA provadené
p¥i zvySené teplot& pomoci roztoku o vysoké koncentraci
soli, odstrandny promytim kolony pufrem o nizké koncentraci

soli.

mRNA byla ziskd&na z 107 hybridemd ASB7 za pouZiti
kitu pro izolaci mRNA Quickprep™ (Pharmacia Biotechnology
Ltd.). Koncentrace mRNA byla odhadnuta proméfenim vzorku
pFi 300 a% 220 nm na spektrofotometru Uvikon 93¢ (Kontron™
Instruments) a poufitim faktoru 40ug/ml/jednotka OD p¥i 260
nm. mRNA byla skladovdna po precipitaci ethanolem ve 2,5 ug

alikvotech.
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b) syntéza cDNA

Metoda pouZitd pro syntézu cDNA vychizela z postupu
popsaného Gublerem a Hofmanem, ktery spolivd v reverzni
transkripci mRNA s navazanymi primery, po niZ ndsleduje
pisobeni RNazou H, které poskytne primery potfebné k
nasledné syntéze druhé&ho Yetézce DNA provddéné polymerdzou
I. Dal$i metody syntézy cDNA Jjsou popsany v Maniatis

(Kapitola 8).

K 5 pg vzorku mRNA byly p¥idany oligoedT primery (smés
12-ti az 18-ti meru, Pharmacia Biotechnology Ltd., 0,5 ug)
v 10 ul roztoku obsahujicim 2,5 Jjednotek placentdrniho
inhibitoru RNAzy (Life Technologies Ltd.) doplnéného na
vysledny objem vodou bez pritomnosti RNAzy. Tato. smés byla
inkubovana pfi 70°C a nasledné ochlazena na ledu. Poté byla
zahdjena syntéza prvniho Fetézce cDNA pfidénim 4 ul Sx
pufru H-RT (250 mM Tris, pH 8,3, 200 mM KC1, 30 mM MgCl, a
0,5 mg/wl BSA), 2 ul 0,1 M DTT (dithiothreitol), 1 ul smé&si
dNTP (4ATP, dCTP, dGTP a dTTP o koncentracich 20 mM), 4 pl
reverzni transkriptdzy Superscript™ (Life Technologies
Ltd.) a celd smés byla inkubovdna p¥i 42°C po dobu 1
hodiny. 2Za (&elem syntézy druhého ¥etdzce bylo ke smési
pfiddno 1,5 ul smési dNTP (stejné sloZeni jako je uvedeno
vySe}, 92,5 pl vody bez p¥itomnosti RNAzy, 30 pl 5x
reakéniho pufru (125 mM Tris, pH 7,5, 500 mM KCl, 25 mM
MgCl,, 50 mM (NH,),SC, a 0,5mg/ml B-NAD), 1 wl T4 DNA ligdzy
(10 jednotek, Life Technologies Ltd.), 4 ul DNA polymerdzy
I (40 jednotek, Life Technologies Ltd.) a 1 ul RNAzy H (2,7
jednotek, Life Technologies Ltd.) a inkubace pokracovala
pri 16°C dalSi 2 hodiny. Aby bylo zajifténo, Ze koncoviym
produktem bude c¢DNA s tupymi konci, byla reakce po p¥idani
2 ul T4 DNA polymerdzy (10 jednotek, Life Technologies
Ltd.) ponechéana probihat pfi 16°C dalSich 5 minut. Aktivita
enzymi byla poté zainhibovdna inkubaci p¥i 70°C po dobu 10

minut.
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¢) Izolace &isti gend kédujicich protildtku pomoci PCR

P¥i izolaci fragmentl Fd a ¥et&zcl L protildtky ASB7
pomoci PCR byla jako templdt pouZita cDNA. Fragment Fd byl
ukonCen ihned =za sekvenci pantové oblasti (C-koncovy
threonin) a tento fragment bude ddle nazyvan Fd
proteolytického typu. Terminem proteolyticky Fd rozumime v
tomto pfikladu skute&nost, Ze rekombinantni Fd je
ekvivalentni fragmentu Fd p¥ipravenému proteolytickym

Stépenim postupem popsanym v Referendnim p¥ikladu 4.

Jako templat je vhodny materidl ziskany z reakce, p¥i
niz byl syntetizovdn prvni ¥et&zec DNA nebo materiil
ziskany z reakce, p¥i niZ byl dosyntetizovan druhy Fetdzec.
Material miZe byt pouZit pfimo z ukondené reakce nebo mie
byt z¥ed&n (aZ 1 dil materidlu na 100 dilt vody) v
redestilované vodé. K produkci fragmentd Fd a Fetdzcl L
byly pouZity cligonukleotidy (SEQ ID NOs: 17 a% 24). Pro
kazdy fragment protildtky kédoval oligonukleotid vymezujici
57 konec (SEQ ID NO: 17 pro fragment Fd a SEQ ID NO: 18 pro
fragment L} restrikini mista (HindIII pro Fd a EcoRI pro

L), konvencéni Kozadkovu  sekvenci (GCCGCCACT), ktera
maximalizuje iniciaci translace, a &&st pf¥irozend se
vyskytujici mySi signalni sekvence. Oligonukleotid

vymezujici 37 konec fragmentu Fd proteolytického typu (SEQ
ID NO: 19) byl komplementdrni ke 3° konci kdédujicimu
pantovou oblast protildtky, kédoval mutace, které zavadély
dva tandemové terminalni kodény translace (TAG a TBA) v
misté hned 2za pantem, a za touto sekvenci obsahoval
restrikéni misto pro EcoRI. 3~ konec ¥etdzce L byl vymezen
oligonukleotidem (SEQ ID NO: 20) komplementidrnim ke konci
kédujici  oblasti, ktery do sekvence =zavaddl dalsi
terminacni koddén translace (TAA) a restrik®ni misto pro
EcoRI. Navic k zavedeni neaktivnich mutaci do ka?dého
Yet&zce DNA, které vedly k odstrandni restrikénich mist

BamHI z domény CH1 fragmentu Fd a domény VL ¥et&zce L ani?
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by doslo ke zméné v kddované aminokyselinové sekvenci, byly
pro kazdy fragment pouiiﬁy dvojice Castecné se
prekryvajicich a komplementdrnich oligonukleotidd (SEQ ID
NO: 21 a 22 pro fragment Fd a SEQ ID NO: 23 a 24 pro
Yeté&zec L). KaiZdy 2z oligonukleotidd vymezujicich 57 a 3~
konce fragmentd byl pouZit v kombkbinaci s odpovidajicim
oligonukleotidem slouZicim k zavedeni neaktivni mutace a
vysledkem pak je produkce 2 mutovanych fragmentd kaZdého
Fet&zce protilatky. Po purifikaci byly oba fragmenty
smichany v ekvivalentnich mnoZstvim a pouzZity jako templéaty
pro druhou PCR reakci p¥i niz byly pouZity odpovidajici
oligonukleotidy wvymezujici 3° a 57 koncovou oblast.
Vysledkem téchto reakci byly fragment Fd a fragment fetézce
L o odpovidajici velikosti, ale bez restrik&nich mist BamHI

uvnit¥ sekvence.

Obvykle bylo do 100 ul reakdni smési obsahujici 1C mM
Tris-HCl, pH 8,3, 50 mM KCl, 0,1% Zelatinu, 1,5 mM MgCl,,
1,25 mM &ATP, 1,25 mM dATP, 1,25 mM d4CTP, 1,25 mM dGTP,
1,25 mM dTTP, 1 uM kaZdého =z odpovidajici dvojice
oligonukleotidd a 2,5 Jjednotek Tag DNA polymerdzy
(Amplitaqg, Perkin-Elmer Cetus) pfiddno 5 upl ¢DNA. Reakéni
smés byla prevrstvena 100 ul minerdlniho oleje a inkubovina
1,5 minut p#i %4°C, 1 minutu p¥i 50 nebo 55°C a 2,0 minuty
pfi 72°C celkem v 25 cyklech a navic pak byla jestd
inkubovdna 10 minut p¥i 72°C. Byla rovnéZ provadéna

kontrolni reakce bez DNA.

PCR reakce byly analyzovany elektroforézou 5 ul
vzorku z kaZdé xreakce na 0,8% agardzovém gelu (Sigma
Chemical Company Ltd.) s naslednym barvenim roztokem
ethidium bromidu o koncentraci 1 ug/ml (BDH Laboratory
Supplies) a vizualizaci DNA pomeci UV transilumindtoru. Ve
vSech PCR reakcich, ve kterych byla p¥itomna ¢DNA AS5B7,
byly patrny pédsy odpovidajici velikosti, ¢oZ naznaduje

~

GUspésSnou amplifikaci fragmentd Fd a L Feté&zcu. Nepfitomnost
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pdsu DNA v kontrolni reakci znamenala, Ze pouzitd reak<ni

¢inidla neobsahovala kontaminujici DNA.

Produkt kaZdé PCR reakce byl purifikovan za pouziti
mikrokoncentratoru Centricon 100™ (Amicon Ltd.). Kazda
reak&éni sm&s byla vloZena do koncentratoru a pfridavkem
redestilované vody byl v kaZdeé centrifugaéni jednotce
upraven objem na 2 ml. Centrifugadni jednotky byly poté
centrifugovany p¥i 500xg (stolni centrifuga Sorval RT6000B™
s rotorem H1000B) po dobu 5 minut a proteklé frakce byly
odstranény. "ZadrzZeny" roztok byl opét doplnén
redestilovanou vodou na vysledny objem 2 ml a centrifugaléni
jednotka byla znovu centrifugovéna. Cely proces Dyl
opakovdn jedtd jednou. vysledkem této procedury bylo
odstrandni nadbytku oligonukleotidd a slofek pufru od
amplifikované DNA. Takto purifikované molekuly DNA byly
pFimo pouZity Vv nisledujicich PCR reakcich. Odpovidajici
dvojice fragmentd byly smichdny v ekvivalentnich mnoZstvich
a jejich alikvoty byly pouZity p¥i druhych PCR reakcich s

p¥isludnymi 3~ a 57 oligonukleotidy.

d) Klonovani fragment vytvoFenych pomoci PCR do plazmidu

pBluescript™

produkty druhé PCR reakce vykazovaly pésy © velikosti
ptibliZn& 775bp a 730bp, coZ odpovidd Yetdzctm Fd (775bp) a
L (730bp). Tyto produkty byly rovnéz purifikovany za
pouzit? nikrokoncentratoru Centricon 100™ postupem zminénym
vySe. KaZdy DNA produkt byl nidsledné& precipitovan v 1,5 ml
roztoku obsahujicim 50 wul 3 M octanu sodného, 450 ul
destilovanéd vody a 1 ml absolutniho ethanolu. Roztok byl
nejménd 10 minut inkubovén na ledu a poté centrifugovan po
dobu 10 minut p¥i 11600xg (MSE MicroCentaur™) . Supernatant
byl odstranén a peleta byla promyta Vv 1 ml 70% ethanolu
(v/v v destilované vod&) a ndsledovala centrifugace po dobu
5 minut. Supernatant byl odstranén a peleta byla vysusena

ve vakuu. Kazda peleta DNA Dbyla rozsuspendovana Vv
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destilované vod&. Produkt Fd pfipraveny pomoci PCR reakce
byl poté rozZt&pen restrikénimi enzymy EcoRI a HindIII v
reakdni smdsi o celkovém objemu 200 ul obsahujici 20 =M
Tris-acetdt, pH 7,9, 10 mM octan hofe&naty, 50 mM octan
draselny, 1 mM dithiothreitol (DTT) a 25 jednotek jak
HindIITI tak EcoRI (Promega Corporation). Reté&zec L
ptipraveny pomoci PCR reakce byl rozStépen restrikénim
enzymem EcoRI v reak&ni smési o celkovém objemu 30 ul
obsahujici 90 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM chlorid ho¥eénaty,
50 mM chlorid sodny a 10 jednotek EcoRI. Restrikéni reakce
byly inkubovdny 1 hodinu pfi 37°C.

Roz&t&pené fragmenty byly poté purifikovany pomoci
elektroforézy na 0,75% agardzovém gelu SeaPlaque™ GTIG (FMC
BioProducts Ltd.) a péasy odpovidajici velikosti byly

nislednd z gelu vyFiznuty. VyFiznuté agardzové kousky byly

rozpudtdny pomoci inkubace po dobu 2 minut pfi 65°C,
ziskany roztok byl destilovanou vodou zfedén na kone&ny
objem 450 upl a bylo k nému pfidano 50 ul 3 M octanu

sodného. Tento roztok byl extrahovdn pouZitim stejného

objemu kapalného fenolu ekvilibrovaného Trisovym pufrem pH:

7,6 (Fisons Scientific Equipment) a vodna a fenolova faze
byly oddéleny centrifugaci po dobu 2 minut pri 11600xg (MSE
MicroCentaur™) . Ziskand vodnid fédze byla znovu extrahovéna
smési fendl:chloroform (50:50, v:iv), a poté pcuze
chloroformem. Po precipitaci ethanolem (postupem popsanym
vyde) byla kaZdd purifikovand peleta rozsuspendovana v 10
pl destilované vody a 1 pl tohoto vzorku byl podrobem
elektroforéze ha 0,8% agarézovém gelu za dGCelem odhadu

mnozstvi a kvality.

K podatednimu klonovdni cDNA fet&zci Fd a L byl
pou¥it plazmid pBluescript™ (Stratagene Cloning Systems) .
Tento fagmidovy vektor md unikdtni klonovaci mista EcoRI a
HindIII, gen nesouci rezistenci viaci ampicilinu a pocatky

replikace ColEI a fI slouZici k izolaci jak jednovldknové




tak dvojvldknové DNA. 5 ug DNA vektoru pBluescript™ KS bylo
kompletné rozdcdpeno pomoci 30 jednotek EcoRI (Promega
Corporation) v reakdni smési o celkovém objemu 100 ul
obsanujici 90 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM chlorid ho¥ecnaty,
50 mM chlorid sodny nebo pomoci EcoRI a HindIII v reak&ni
sm&si o celkovém objemu 100 ul obsahujici 20 mM
Tris-acetdt, pH 7,9, 10 mM octan hofednaty, 50 mM octan
draselny, 1 mM dithiothreiteol (DTT) a 25 jJjednotek jJak
HindIII tak EcoRI (Promega Corporation) p¥i 37°C po dobu 1
hodiny. K plazmidu rozstépenému restrikénim enzymem ECORI
byly za d&elem odstran&ni fosfdtovych skupin na 5° koncich
pFiddny 2 pl alkalické fosfatdzy ze stfev telat (CIAP, 2
jednotky, Boehringer Mannheim) a inkubace pokracovala pri
feplot& 37°C daldich 30 minut. Fosfatdzovd aktivita byly
zaihibovana inkubaci sm&si pfi 70°C po dobu 10 minut.
Plazmid rozdtdpeny dvojici enzymd EcoRI-HindIIT byl =z
agardzového gelu SeaPlaque GTG purifikovdn postupem

popsanym vyse.

25 aZ 50 ng roz3tdpenych Fetdzcd Fd a L pfipravenych
PCR reakci bylo ligovéane s 50 ng plazmidu pBluescript
it3peného EcoRI-HindIII (fetézec Fd) nebo vystaveného
plsobeni EcoRI/CIAP (¥etézec L) v ligadni smé&si o celkovém
objemu 10 pl obsahujici 30 mM Tris-HC1, pE 7,8, 10 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM ATP a 1,5 jednotky T4 DNA ligdzy
(Promega Corporation) p¥i 16°C po dobu 2,5 hodiny. K
transformaci 20 ul kompetentnich buné&k E. coli DHSa (Life
Technologies Ltd.) byl =z kaZdé ligaéni reakce pouZit
alikvot 1 pl a transformace byla provedena podle protokolu
dodavaného spolu s budkami. Transformované burnky byly
vysety na L-agar obsahujici ampicilin v koncentraci 100
gg/ml, 1 mM IPTG a 0,2% X-gal a plotny byly inkubovany pfes
noc p¥i 37°C. Klony obsahujici =zaklonované inzerty byly

rozpozndny na zdklad® toho, Ze ve vySe zmin&ném médiu




vytvafeji bilé kolonie, =zatimco buiky nesouci rodifovsky

plazmid bez inzertu vytvafeji modré kolonie.

e) Sekvedni analyza kloni cDNA

Klony, identifikované na zakladé tvorby bilych
kolonii, které by mohly obsahovat Ffetézce Fd a L, byly
posbirdny z agarovych ploten a pouZity k pEipravé DNA ve
velkém mw&Fitku. Jednotlivymi klony bylo v 500 ml
Erlemeyerovych bafkdch inokulovano 200 ml LB média
(L-broth) obsahujiciho 100 pg/ml ampicilinu. Tyto kultury
byly za stdlého t¥epdni inkubovany p¥i 37°C pfes noc. Poté
byly vyrostlé buitky z kaZdé kultury centrifugovany pti 4°C
po dobu 10 minut p¥i 5000xg v centrifuze Sorvall RC3C s
rotorem GS3. Bun&&né pelety byly rozsuspendovany v 20 ml
pufru TE a znovu centrifugovany p¥i 4°C po dobu 10 minut
p¥i 2000xg v centrifuze Sorvall RESC s rotorem SS-34 v
centrifugadnich zkumavkdch se zlZenym hrdlem se zavitem
(oak-ridge tube). KaZdd takto promyta buné&&nad peleta byla
rozsuspendovana ve 3 ml roztoku 25% sachardzy, 50 mM Tris,
pH 8,0 (o teplot& 0°C) a ponechdna na ledu. K této suspenzi.
byl pridadm <&erstvé pFfipraveny lysozym (1,0 ml 0,5 mM.
roztoku, pH 8,5), obsah byl promichdn né&kolikanasobnym
ptevradcenim a inkubace pokracovala daldich 5 minut. K
tomuto roztoku byl _pf¥idan roztok kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) (1,0 ml 0,5 mM roztoku, pH
8,5) a obsah byl mirné zamichan. Nakonec bylo p¥iddno 5,0
ml ledové wvychlazeného roztoku Tfitonu X™ (O,i% Triton
X-100, 62,5 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 8,0), obsah byl mirné&
zamichadn a inkubovin na ledu dal3ich 10 minut. Zbytky bunék
byly poté odstranény centrifugaci pfi 4°C po dobu 30 minut
p¥i 39000xg v centrifuze Sorvall RC5C s rotorem S5S-3¢.
Supernatant obsahujici plazmidovou DNA byl priddn k 16 g
chloridu cesného (Boehringer Mannheim) a 150 pl roztoku
ethidium bromidu (10 mg/ml) a pridavkem pufru TE byl objem

doplnén na 18,5 ml. Tento roztok byl pfenesen do
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polypropylénovych centrifugaénich zkumavek se zaZenym
hrdlem bez =zavitu (crimp top tubes) o objemu 18,5 wl
(Sorvall Instruments) . Zkumavky byly uzavrieny a
centrifugovédny p¥i 18°C po dobu 16 hodin p¥i 180000xg Vv
centrifuze OTD65B s rotorem Sorxrvall TV865B (titanovy,

vertikalni).

Po skon&eni centrifugace byla ve vytvofeném hustotnim
gradientu CsCl/EtBr plazmidové DNA viditelnd jako zrfetelny
oranfovy prouZek. Plazmidovd DNA byla z gradientu
odstrandna propichnutim stény centrifugaéni  zkumavky
injek&éni jehlou. Vzorek ziskany z gradientu byl rozpuStén
ve 3 a¥ 4 nasobném mnoZstvi pufru TE a DNA Dbyla
precipitovdna p¥idavkem stejného  objemového mnoZstvi
izopropanolu a inkubovdna 10 minut na ledu. Precipitovana
DNA byla centrifugovédna p¥i 4°C p¥i 17000xg v centrifuze.
Sorvall RC5C s rotorem S$S-34 a supernatant po centrifugaci
byl odstrandn. Ziskand peleta byla promyta 70% ethanclem
(v/v) a znovu centrifugovédna po dobu 5 minut. Peleta byla
vysuSena ve vakuu, rozsuspendovdna v 1,8 ml pufru TE a 200
gl 3M octanu sodného a pomoci odpovidajiciho objemu fenolu
extrahovana centrifugaci po dobu 2 minut p¥i 17000xg, aby
do%lo k odd&leni fazi. Vodnad fdze byla znovu extrahovana
stejnym objemem chloroformu a po této extrakci nasledovala
precipitace DNA  p¥iddnim stejného objemu  ethanolu
vymraZeného na -20°C a inkubaci po dobu 10 minut na ledu.
purifikovanid DNA byla centrifugovana postupem popsanym
vySe, promyta 70% ethanolem a vysuSena ve vakuu. VysuSend
peleta byla rozsuspendovéna v 500 ul redestilované vody a
koncentrace DNA byla odhadnuta promé¥enim zfedéného vzorku
na UV spektrofotometru p¥i vinovych délkiach od 300 do 220
nm za poufiti koeficientu extinkce 50 ug/ml/0D260. K
purifikaci plazmidové DNA je rovn&Z moZné pouZit mnoZstvi
kitd nesoucich ochrannou zndmku, nap¥iklad Qiagen™ (Hybaid
Ltd.) .
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Takto purifikovand DNA byla nésledné pouZita pro
sekvendni analyzu. Dvojvldknovd DNA miZe byt pouZita pro
sekvencni analyzu provadénou metodou podle Sangera, p¥i niz
jsou k ukonceni syntézy fetézce DNA pouzity
dideoxynukleotidy (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, strana
5463, 1977). P¥i této sekvenini analyze mohou byt pouZity
sekvena®ni kity nesoucich ochrannou znémku, jako naptiklad
kit Sequenase™ doddvany firmou United States Biochemical

Company a pouZivany v souladu s dodavanym navodem.

K sekvendni analyze DNA byly pouZity alikvoty (2 aZ 4
1g) plazmidové DNA nesouci klony cDNA fYetézcl Fd a L. Na
poldtku byl kazdy alikvot denaturovdn inkubaci s 0,2 M
NaOH, 0,2 mM EDTA p¥i pokojové teploté v celkovém objemu
100 pl po dobu 10 minut. Denaturovand DNA byla poté
precipitovdna pridavkem 10 ul 3 M octanu sodného (pH 5,0} al
275 ul ethanolu a inkubovdna na ledu po dobu 10 minut.
Precipitovanid DNA byla regenerovédna postupem popsanym vySe
pro plazmidovou DNA. K denaturované DNA byly nisledné& pro
sekvenaci pfipojeny primery inkubaci této DNA s 0,5 pmoly
kaZzdého z odpovidajicich primerd v 10 pul reakéniho pufru
Sequenase™ (40 mM Tris, pH 7,5, 25 mM MgCl,, 50 mM NaCl}
cbsahujiciho 10% dimethyl sulfoxid (DMSO) p¥i 65°C po dobu
2 minut a naslednym pozvolnym ochlazovdnim aZ na teplotu
niz3i nefZ 30°C. Takto ptipravené templdty byly néasledné
pouZity pro sekvenadni reakce provadéné podle doddvanych
protokold. Sm&si slou¥ici ke znaZeni DNA a terminalni smési
cbsahovaly 10% DMSO.

Sekvenadni reakce byly vyhodnocovany pomoci
autoradiografie néasledujici po elektroforéze s vysokym
rozligenim provddéné na denaturujicim gelu o sloZeni 6%
polyakrylamid:8 M moclovina (Sanger a Coulson, FEBS lett.
87, strana 107, 1978).

Kompletni sekvence klonované c¢DNA fetézci Fd a L jsou

uvedeny niZe (SEQ ID NO: 25 pro Fet&zec Fd proteolytického



typu a SEQ ID NO: 26 pro Fetézec L). Plazmid obsahujici
fragment Fd proteolytického typu byl oznaden pAFl a plazmid
obsahujici fretézec L byl oznalen pAF3. V kaZdém fragmentu
byla rovnéi potvrzena pfitomnost neaktivni mutace pouZité k
odstranéni festrikéniho mista BamHI. Ziskané sekvence DNA
naznacuji, Ze tato protildtka je protildtkou izotypu IgGlxk,
jak vyplyvad ze srovnani ziskané sekvence s publikovanymi
daty sekvenci DNA konstantnich oblasti {(Kabat, E. A., Wu,
T. T., Bilofsky, H., Reid-Milner, M., Perry, H., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 1987, Fourth
Edition, Public Health Service N. I. H., Washington DC).

f) klonovéni do vektord uréenych k expresi v myelomech

K vytvoreni vektort schopnych koexprese Yetézcd Fd a
L v myelomech byl pouZit systém GS-Systems™ (Celltech
Biologics) (WO 87/04462, WO 89/01036, WO 86/05807 a WO
8%/10404) .

Tato procedura vyzaduje klonovdni Fetézce Fd do
oblasti HindIII-EcoRI vektoru pEE6 (tento vektor je odvozen
od pEE6.hCMV - Stephen.é Cockett, Nucleic Acid Research 17,.
7110, 1989 - a restrikéni misto HindIII nachdzejici se
proti sméru transkripce od promotoru hCMV v n&m bylo
pfeménénc na restrikéni misto BglII) a klonovani ¥Fetdzce L
do mista EcoRI ve vektoru pEE12 (tento vektor je podobny
vektoru  pSH2.GS popsanému v  Bebbington a dal3{,
Bio/Technology-lC} 169 aZ 175, 1992. MnoZstvi restrik&nich
mist plvodné pFitomnych v pSV2.GS byleo v tomto vektoru
odstrandno mistnd specifickou mutagenezi a byla vytvofena
multi-linker oblast s mnoZstvim unikdtnich restrikdénich
mist). Nasledné byla expresivni kazeta BglII-BamHI vektoru
pEE6 s fragmentem Fd vloZena do oblasti BamHI vektoru
PEE12. Jinou moZnosti je vloZeni expresivni kazety
BglII-Salrl 'obsahujici fragment Fd do oblasti BamHI-SalIl

plazmidu pEE12 obsahujiciho Yet&zec L.
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Aby bylo moZné vytvofit jednotlivé vektory (pEES s Fd
proteolytického typu a pEE12 s Fet&zcem L), byly plazmidy
pAFl a pEE6 roz3t&peny restrikénimi enzymy ECORI & HindIII
a plazmidy pAF3 a pEE12 byly rozStépeny restrikénim enzym
EcoRI postupem popsanym vySe. P¥islusné vektory a fragmenty
inzertd z ka¥dé restrikdni reakce byly ndsledné izolovany z
agarézy Seaplaque™ GTG, zaligovany dohromady a pouzity k
transformaci kompetentnich bunek DHS5a s vyuZitim postupl
popsanych vyge. Transformované butky byly vysety na plotny
s L-agarem obsahujicim ampicilin o koncentraci 100 pg/ml.
Screening kolonii vyrostlych z transformovanych bunék byl
proveden pomoci PCR. Kolonie byly pfeneseny do 200 ul
destilované vody a vortexcvdny. Suspendované buiky byly na
1 minutu ohfaty na 100°C a_zcentrifugovény po dobu 2 minut
p¥i 11600xg. Supernatant byl pouZit k PCR reakci. Jako
primery v ka%Zdé PCR reakci byl pouZit oligonukleotid
komplementdrni k sekvenci uvnit¥ promotoru CMV {SEQ ID NO:
27) spolu s oligonukleotidem komplementdrnim ke 3° konci
pbud Fetdzce Fd ( SEQ ID NO: 19) nebo Fetézce L ( SEQ ID NO:
20} . Jenom klony s genem kédujicim fragment protilatky
" vioZenym po sméru transkripce od promotoru CMV v orientaci
vhodné k expresi budou p¥i PCR tvo¥it specifické produkty o
velikosti p¥ibli%¥n& 2,0 kbp. PCR reakce byly provadeény v
celkovém objemu 20 ul a jednotlivd reaklni smés obsahovala
20 pmolt kaZdého z oligonukleotidd ( SEQ ID NO: 27 a bud’
SEQ ID NO: 19 nebo SEQ ID NO: 20), 10 mM Tris-HCl, pH 8,3,
50 mM KC1, 0,1% Zelatinu, 1,5 mM MgCl,, 1,25 mM dATP, 1,25
mM dATP, 1,25 mM dcTe, 1,25 mM dGTP, 1,25 mM dITP a 0,5
jednotky Taqg DNA polymerizy (Amplitaq; Perkin-Elmer Cetus).
Kasdd reak&ni sm&s byla pfevrstvena 20 ul minerdlniho oleje
a inkubovana 1,5 minut p¥i 94°C, 1 minutu p¥i 50°C a 2,0
minuty p¥i 72°C celkem v 25 cyklech a navic pak byla jesté
inkubovana 10 minut p¥i 72°C. Byly rovn&€Z provadény
kontrolni reakce s klony nesoucimi jen rodidovsky plazmid a

kontrolni reakce bez DNA. PCR reakce byly analyzovany




elektroforézou na agardzovém gelu a potencidln& pouZitelné
klony byly identifikovany podle pfitomnosti produktu PCR o
velikosti 2,0 kbp. Tyto klony byly pouZity k p¥ipravé
plazmidové DNA ve velkém méFitku, byly charakterizovany
Stépenim restrik&nimi enzymy EcoRI-HindIII neboc EcoRI a
sekvence 1inzertu byla ové&¥ena sekvendni anal¢zou DNA s
vyuzitim postupd popsanych vySe. Izolované vektory byly
pojmenovany pAF4 (Fd proteolytického typu v plazmidu pEES)
a pAFé (Yfetézec L v plazmidu pEE12) .

Za UCelem vytvofeni koexpresniho wvektoru bylo 5 a¥
7,5 pg plazmidu pAF4 Stépenc pomoci 30 jednotek jak BglII
(Pharmacia) tak BamHI (New England Biolabs) v roztoku
obsahujicim 50 wmM Tris-HCL, pH 7,9, 10 mM chlorid
- ho¥eCnaty, 150 mM chlorid sodny a 1 mM DTT p¥i 37°C po dobu
1 hodiny. Roz3tépeni plazmidu bylo potvrzeno elektroforézou.
na agardzovém gelu. V roztoku o sloZeni popsaném vySe bylo
pfi 37°C po dobu 1 hodiny 3Std&peno pisobenim 25 jednotek
BamHI (New England Biolabs) 5 pg plazmidu pAFé obsahujiciho
fetézec L. ZIskand DNA byla poté defosforylovdna piidavkem
2 Jjednotek CIAP a po 40-ti minutové inkubaci p¥i 37°C
nasledovala extrakce pomoci 10 ul resinu Stratacliean™
(Stratagene Ltd.). Fragment expresivni kazety s inzertem Fd
a vektor pAF6 (del8i Fet&zec) ziskany restrikdénim StSpenim
popsanym vyse byly ndsledné purifikovdny z agardzového gelu
SeaPlaque™ GTG, pouZity k liga&ni reakci a tato ligadni
reakce byla pouZita k transformaci kompetentnich bundk

DHS5a postupy popsanymi vyse.

g) Identifikace koexpresnich vektort

Sto kolonil vyrostlych po vyde zmindnéd transformaci
bylo pfeneseno na nitroceluldzové kruhové membrany o
pruméru 9 c¢m (Schleicher a Schull). Na jednotlivou
membranu, poloZenou na L-agarovou plotnu s ampicilinem o
koncentraci 100 pug/ml, bylo pteneseno 50 kolonii v

duplikatu (celkem dvé sady membrdn po dvou). T¥eti sada
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ploten (bez membran) byla oznalena prouzky a tvori vlastné
zdsobni plotny. Po inkubaci p¥es noc p¥i 37°C byly
nitroceluldzové filtry odstranény a dale =zpracovany
postupen podle Grunsteina a Hognesse (Maniatis, Kapitola 1,
strana 102) slouZicim k 1yze bakteridlnich bunék in situ.
Filtry byly pokldddny na papiry 3MM (Whatman) nasycené
riznymi &inidly - 10%-nim SDS po dobu 2 minut, 3 M NaOH, 1M
NaCl po dobu 5 minut a 1 M Tris, pH 6,8 po dobu 2 x 2
minucy. Filtry obsahujici lyzované buiiky byly p¥eneseny na
papiry 3MM navlhiené 20 x SSC (3 M NaCl, 0,3 M citrat
sodny) a DNA byla k filtrdm imobilizovdna vystavenim
pusobeni UV svdtla v pfistroji Spektrolinker™ XL 1500
(Spectronics Corporation) s intenzitou nastavenou na
"opticnal crosslink" (120000 pJould). P¥ed aplikaci sondy

(viz niZ%e) byly filtry vysudeny na vzduchu. Z&sobni plotny

" byly skladovany p¥i 4°C aZ do dal$iho pouZitl..

X vytvoteni specifickych hybridizagnich sond &k
identifikaci klond nesoucich ¥etézce Fd a L byly pouZity
oligonukleotidy specifické pro fetézce Fd a L (SEQ ID NO:.
22 a 24). Hybridizadni sonda wmiZe byt pIipravena ze
syntetického oligonukleotidu pridanim radioaktivni
fosfatové skupiny na 57 konec; toho je dosaZeno pouZitim
Y2?P ATP a vyuZitim aktivity T4 polynukleotid kindzy. 20
pnolli oligonukleotidu bylo k reakéni sm&€si o celkovém
objemu 20 pl obsahujici 100 mM Tris, pH 7,5, 10 mM MgCl,,
0,1 mM Spermidin, 20 mM DTT, 7,5 uM ATP, 0,5 uM y **P ATP a
2,5 jednotek T4 polynukleotid kindzy (Pharmacia
Biotechnology Ltd.). Reakéni smés byla inkubovana 30 minut
pfi 37°C a dale pak 10 minut p¥i 70°C pfed pouZitim
hybridizaéni sondy. Postupy pouzitelné k  produkci
hybridiza®nich sond z oligonukleotidd jsou popsdny v
Maniatis (Kapitola 11). 10 ul alikvot radioaktivné
znadendho oligonukieotidu byl p¥idan do 10 ml 6x SSC (1 M
NaCl, 0,1 M citrdt sodny), 0,1% SDS {dodecylsiran sodny) a



0,25% Marvel™ (odtucnéné suSené mléko) a tento roztok byl

poté pouZit p¥i hybridizaci sondy.

Zpracované filtry obsahujici vyseiektované klony (viz
vy8e) byly pre-hybridizovidny v 90 ml 6x SSC, 0,1% SDS,
0,25% Marvel™ p¥i 65°C po dobu 3 hodin v hybridiza&ni peci
Techne HB-1 za pouziti rotujicich sklehén?ch trubic. KaZda
sada filtrd (dva filtry se stejnym "vzorkem kolonii") byla
poté hybridizovana v 10 ml roztoku s hybridizadni sondou
(jeden filtr se sondou VH a druhy filtr - duplikdt - se
sondou VL) pfes noc pfi 65°C ve stejném pfistroji. Po
inkubaci byly kaZdd sada filtrd promyvdna ve 100 ml 6xSSC,
0,1% SDS pfi 65°C po dobu 15 minut, 100 ml 3xSSC, 0,1% SDS
pfi 65°C po dobu 30 minut a 100 ml 1xSSC, 0,1% SDS p¥i .65°C
po dobu 30 minut ve stejném pristroji. Promyté filtry byly
vysufeny na vzduchu a byly pouzity k autcradiografii na
Hyperfilm™ (Amersham International) providéné v kazetd s
vliczenym wolframanovym kontrastnim filtrem "tungstate
intesifying screeﬁ" pfi teploté -70°C. Po vyvoladni filmu v
automatickém zafizeni Kodak byly klony potencidln& schopné
exprimovat F{ab”), identifikovdny na zdklad& hybridizace s
obéma sondami. Cetnost klond hybridizujicich s obéma
sondami specifickymi jak pro Fetézec Fd tak pro Fetdzec L

byla velmi nizkd (pfibliZné 2%).

Klony, které by mohly obsahovat koexpresivni plazmid
byly posbirany ze =zdsobnich ploten a pouZity k pFipravé
plazmidové DNA ve velkém mé&Fitku. K urdeni orientace ka?dé
z expresivnich kazet byla pouZita restrikéni analyza enzymy
EcoRI a HindIII. Byly identifikovdny pouze klony s
tandemovym uspofdddnim expresivnich kazet Fd a L (ne s
konvergentnim uspofddénim). Tento koexpresivni vektor byl
oznacen jako pAF8 (Fd protéolytického typu a Yetézec L v
plazmidu pEE12).
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h) transfekce myelomi

K zavedeni DNA do eukaryotickych bundk existuje
nékolik postupd (Bebbington, C., Methods, svazek 2, strany
136 aZ 145, 1991). Neddvno se stala rutinné€ pouzZivanou
metodou elektroporace, kterd nahradila postup vyuZivajici
koprecipitaci DNA s fosforeénanem vapennatym. Pro tento
itel jsou vhodnymi hostitelskymi bufikami myeolmy NSO
(Methods in Enzymology, 738, strany 3 aZ 46, 1981, ECACC
katalogové &islo 85110503), jelikoZ neobsahuji Zadné
endogenn& sekretované proteiny protildtek. PF¥edpoklada se,
e &ast kolonii pé&stovanych po transfekci koexpresivnim
plazmidem obsahujicim ¥fet&zce Fd a L v médiu bez
p¥itomnosti glutaminu, bude exprimovat funkéni fragmenty

protilatky ASB7.

P¥ed wvlastni transfekci byleo 40 pg plazmidové DNA
pAF8 linearizovdno Stépenim 200 jednotkami eniymu Sall (New
England Biolabs) v reakdni smési o celkovém objemu 400 ul
obsahujfci 10 mM Tris-HCl, pH 7,9, 10 mM chlorid hofenaty,
150 mM chlorid sodny, 1 mM DTT a 100 pg/ml acetylovaného
BSA p¥i 37°C po dobu 1,75 hodin. Po skonleni Stépeni byla
DNA precipitovdna ethanolem a rozsuspendovdna v 50 ul

destilované vody.

Buiiky NSO byly nap&stoviny v kultivaénich lahvich pro
tkafiové kultury {160 cm’, Nunc nebo Costar) do stavu
konflﬁence. Ka¥da kultivadni ldhev obsahovala 50 ml
neselek&niho rustového média (Eaglovo médium upravené podle
Dulbecca, Life Technologies, Ltd., spolu s 10% fetdlnim
telecim sérem ziskanym z akreditovanéhe zdroje) a kultivace
probihala p¥i 37°C v atmosféfe obsahujici 5% CO,. Pred
transfekci byly buflky NSO rozsuspendovény poklepdnim
kultivaéni lahve o ruku nebo desku stolu a p¥eneseny do
kénickych centrifugadnich zkumavek o objemu 50 ml (Falcon).
Ze suspenze byl odebrdn vzorek (40 ul) tento byl pouZit k

odhadu koncentrace bunék za pouZiti pocitace bunék Coulter




nastavenédho politani &astic o velikosti 10 aZ 20 pm. Buniky
byly centrifugovany p¥i 500xg po dobu 5 minut {stolni
centrifuga Sorval RT6000C), promyty 45 ml vychlazeného
fyziologického roztoku pufrovaného fosforecnanem (PBS) a
znovu centrifugovany. Promyté builky byly rozsuspendovany ve
vychlazeném roztoku PBS na vyslednou koncentraci 1,3 x 10’
bun&k na ml a uchovény na ledu. V elektroporadni kyveté se
vzdilenosti elektrod 0,4 c¢m (Bio-Rad Laboratories Ltd.)
bylo smichdno 50 pul vzorku plazmidové DNA rozst&pené Sall s
800 pl (10") bun&k NSO (vzorek nesmi obsahovat bubliny: a
kyveta byla inkubovdna na ledu po dobu 5 minut. Poté byla
kyveta osusena pouzitim ckaniny a umisténa do
elektroporacniho zatizeni Gene Pulser™ {(Bio-Rad
Laboratories Ltd.) a na kyvetu byly aplikovdny dva poscbé
jdouci pulsy o napéti 1500V pfi 3 uFaradech Jjak Je
doporudenc vyrobcem. Poté byly elektroporaéni kyvety znovu
umistdny na 5 minut na led a jejich obsah byl nasledné
smichidn s 30 ml p¥edeh¥itého neselekéniho média. P¥ibliZné
20 ml této bundfné suspenze bylo rozdéleno na &tyfi plotny
pro kultivaci tkafiovgch kultur s 96 jamkami s plocﬁ?m dnem
(Nunc) v objemu 50 gl na jednu jamku. Zbylych 10 ml
suspenze bylo zfeddno 30 ml neselekéniho média a umisténo
do p&ti 96-jamkovych ploten. Zbyld z¥ed&nd suspenze byla
jedtd dile zted®na neselekinim médiem (10 ml do 40 ml) a
umistdna do -daldich pd&ti 96-jamkovych ploten. Buiky byly
pfes noc inkubovany pfi 37°C v atmosfére obsahujici 5% CO,.
Do ka?dé jamky na 96-ti jamkovych pleotndch bylo pfidino
selekdni médium neobsahujici glutamin (150 pl, Bebbington a
dalsi, Bio/Technology 10, 169 a% 175, 1992} a plotny byly
vraceny do inkubdtoru kde dochdzelo k pozvolnému vycerpéni
glutaminu z wmédia. Kultivace byla ukonCena, jakmile byly

kolonie pozorovatelné pouhym okem.




i) RUst bun&énych linii

Z 96-ti jamkovych ploten byly vybrdny kolonie z té&ch
jamek, ve kterych byla pfitomna pouze jedna kolonie. Burky
byly pipetovdnim rozsuspendovdny a 100 ul této suspenze
bylo pfeneseno do jednotlivych jamek na 24 jamkové plotng a
do ka?dé jamky byl p¥iddn 1 ml selekéniho média. Dalsich
100 ul selek&niho média bylo pfidéno do kaZdé jamky na
96-ti jamkovych plotnach, ze které byly odebrany kolonie,
dimz byl vytvofen zdloZni zdroj bunéénych linii. 24 jamkové
plotny byly inkubovédny p¥i 37°C v 5% CO, do stavu pfibliZng
50% konfluence. V tomto stddiu bylo odebridno asi 100 ul
supernatantu a v tomto supernatantu byla testem ELISA (viz.
ni¥e) testovana vazebnd aktivita nami¥end proti CEA.
Bun&dné linie vykazujici tuto vazebnou aktivitu byly dile
mnoZeny prenesenim 1 ml rozsuspendovanych bunék do lahvi
pro tkadové kultury o obsahu 25 cm’. Do kaZdé lahve byl
nislednd pfiddn 1 wl selekéniho média a lahve byly
inkubovadny v #ikmé poloze, aby doflo k zakoncentrovani
bundk u dna lédhve. Po nékolika dnech inkubace byly do kaZdé
lidhve p¥iddny 3 ml selefniho média a lahve byly déle
inkubovdny v horizontdlni poloze aZ do doby, kdy bylo
dosa%eno 50% aZ 75% konfluence. V tomto stadiu bylo
selek&ni médium odstranéno a builky byly opatrné& promyty S
ml selekdniho . média, které Dbylo ihned odstranéno a
nahrazeno dal&imi 5 ml selek&niho média. Kultivacéni lahve
byly na dal8ich 24 hodin vraceny do inkubdtoru. Poté byly
buttky posbirdny poklepdnim kultivadni 1ldhve a bun&lna
hustota byla spofitdna bud pomoci politadla Coulter s
limity detekce v rozmezi 10 aZ 20 um nebo pouZitim
hemocytometru po obarveni roztoku trypanovou modfi (Life
Technologies) a spolitdnim Zivotaschopnych (neobarvenych)
bun&k pod mikroskopem. Buriky  byly zcentrifugovany
(pFibliZnd 300xg po dobu 5 minut) a supernatant byl

odstrandn a uschovadn p¥i 4°C k pouziti k analyze exprese




fragmentd protilatky (viz. niZe). Bun&nd peleta byla
rozsuspendovana v 50% dialyzovaného fetdlniho teleciho
média, 40% DMEM bez glutaminu a 10% DMSO na vyslednou
koncentraci 1 aZ 2x 10° bundk na ml. Nasledn& byly buiiky v
1 ml alikvotech preneseny do kryozkumavek se S8rubovacim
vickem (Nunc), zmrazeny pfes noc p¥i -70°C a poté

pfemistény do kapalného dusiku k dlouhodobému uskladnéni.

Analyza metodou Western blot

Analyza metodou Western blot byla provedena zpusobem

popsanym nizZe.

Alikvoty (15 ul) =z kaZdého vzorku supernatantu byly
smichdny se stejnym mnoZstvim vzorkového pufru (62,5 mM
Tris, pH 6,8, 1% 8DS, 10% sachardza a O,dS% bromfenolova
mod¥} s nebo bez redukdniho &inidla (50 wM DTT). P¥ed
vlastni elektroforézou na gradientu akryamidového gelu s
gradientem 8 aZ 18% (gel Excel™, Pharmacia Biotechnology
Products) provddénou podle ndvodu poskytovaného vyrobcem na
pfistroji Multiphor™ II (LKB Produkter AB) byly vzorky
inkubovény po dobu 15 minut p¥i 100°C. Po elektroforéze
byly za pouZiti pfistroje Novablot™ (Produkter AB) postupem
popsanym vyrobcem p¥eneseny separované proteiny na membrinu
Hybond C-Super™ (Amersham International). Po p¥eblotovani

byla membrdna vysuSena na vzduchu.

Pfitomnost fragmentl protildatky byla detekovédna
pomoci protildtky namifené proti my3imu F(ab”), konjﬁgované
8 peroxidazou (ICN Biomedicals, produkt &islo 67-430-1).
PfestoZe tato primd&rni protildtka byla p¥ipravena proti
my§imu F(ab”}, bylo ukdzdno, Ze se tato protildtka vaze
hlavné na Feté&zec L typu kappa. P¥itomnost fragmentt my3i
protildtky ASB7 byla vizualizovéna pomoci detekéniho
systému ECL (Amersham International) postupem podle

vyrobce.




Bylo prokdzédno, Ze p¥ibliZné 90% materidlu pfitomného

v bund&ném supernatantu je tvofenc proteiny Flab™),.

k) Analyza metodou ELISA

Standardni postupy pro ELISA stanoveni jsou popsany v
vLaboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology", eds. Burdon, R.H. a van Kippenberg, P.H., svazek
15, "pPractice and Theory of Enzyme Immunoassays", Tijssen,
p., 1985, Elsevier Science Publishers B.V.. Jingm zdrojem
informaci je "Antibodies - A Laboratory Manual" Harlow, E.
a Lane, D.P., 1988, publikované v Cold Spring Harbor

Laboratory.

K detekci pritomnosti materidlu s vazebnou aktivitou
proti CEA byl pouZit bunélny supernatant (viz. vy3e) a

detekce byla provedena postupem popsanym niZe:

1) stancveni anti-CEA protilétek metodou ELISA
1. P¥ipravi se potahovaci  pufr (1 kapsle pufru
uhliZitan-hydrogenuhliditan - Sigma C-3041 - wve 100

ml redestilované vody) .

2. Na kaZdou pouZitou 96-ti jamkovou desticku se prida k
10 ml potahovaciho pufru 5 ul zdsobniho roztoku CEA
(0,2 mg/ml, Dako).

3. Do ka¥dé Jjamky na mikrotitrad&ni desti&ce Nunc

"Maxisorp™" se napipetuje 100 ul z¥edéného CEA.

4.  Inkubuje se p¥i 4°C pres noc (nebo 2 hodiny p¥i

pokojové teplote) .

5. Destifky se promyji celkem Cty¥ikrdt po dobu 5 minut
roztokem PBS + 0,01% azidem sodnym (PBSA).

6. Destidky se zablokuji (po vyklepdni promyvaciho
roztoku) pomoci 150 4l 1% BSA (Sigma A-7888) v PBSA




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

na jednu jamku. Inkubuji se dvé hodiny pfi pokojové

teploté.

Destilky se promyji celkem &ty¥ikrdt po dobu 5 minut
roztokem PBSA.

Nanesou se vzorky (supenatanty z buné&Zné kultury) a
vhodné standardy (proteolytickym St&penim p¥ipravené
F(ab”}, ve dvojnasobnych ¥ed&nich). Vzorky se zfedi
ristovym médiem (nebo PBS). Jako slepé vzorky se

mohou pouZit PBSA + 1% BSA a rozpoustédlo.
Inkubuje se pfes noc pfi 4°C.

Destidky se promyji celkem Sestkrdt po dobu 5 minut
roztokem PBSA + 0,5% Tween 20.

P¥ipravi se roztok sekunddrni protildtky (nami¥ena

proti my#im IgG F(ab”),, kozi protildtka konjugovana

‘s peroxidadzou - ICN 67-430-1 - o objemu 20 ul ve 40

ml PBSA + 1% BSA + 0,5% Tween 20) a do kaZdé jamky se
p¥ida 100 pl.

Inkubuje se 2 hodiny p¥i pckojové teploté.

Destidky se promyji celkem Sestkrat po dobu 5 minut
roztokem PBSA + 0,5% Tween 20.

Pripravi se vyvijeci roztok rozpusténim jedné kasle

pufru Fosfore&nan-Citrat-Peroxoboritan (Sigma P-4922)

ve 100 ml redestilované vody. Do 100 ml @ufru
pridejte 30 mg o-fenyldiamin dihydrochloridu (OPD,
SigmaP-8287). Do kaidé jamky se nanese 100 pl.

Inkubuje se 15 minut p¥i pokojové teplot& ve tmé.

Reakce se zastavi p¥idavkem 50 pl 2 M kyseliny

sirové do kaZdé jamky.

Na &tedce destilek se odelte COD pfl vlnové délce 490

nm.
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m) Vypolet specifické rychlosti produkce protildtek

(SPR)

MnoZstvi vazebné aktivity namifené proti CEA v kazdém
vzorku bylo stanovano =za pouZiti programového baliku
Softmax. Toto <¢isle bylo pouZito k =ziskadni p¥ibliZné
hodnoty  popisujici mnoZstvi  fragmentd ASB7 Fl{ab”),
pritomnych v bunédném supernatantu, pficemz byla vzata do
Gvahy data ziskand analyzou pomoci metody Western blot,
kterd naznaduji, Ze vétdina Yetézcd L protiliatky (590%) je
p¥itomna ve form& F{ab”),. Takto ziskana hodnota byla
pouzZita k vypoltu specifické rychlosti produkce vyjadrené v
jednotkidch pug/10° bundk/24 hodin. Specifickd rychlost
produkce byla pouZita k rozt¥id&€ni bun&fnych linii podle
produktivity. Hodnoty SPR se pro nejlep3i izolované bunééné
linie se obvykle pohybovaly v rozmezi 4 ug aZ 10 pug/10°
bunék/24 hodin.

Purifikace rekombinantniho ASB7 F(ab”),

Rekombinantni materidl ASB7 F(ab”), byl ze supernatantu
ziskaném po centrifugaci suspenze myelomi v selekZnim médiu
purifikovan za pouZiti kolony s ndplni 500 mg r-Proteinu A,

kterd je nap¥fiklad vyrdbéna firmou NyGene.

Kolona byla nejprve promyta citrdtovym pufrem o
koncentraci 100 mM kyseliny citrdnové, pH 2,8, a poté
ekvilibrovdna v pufru o sloZeni 150 mM chlorid sodny, 10 mM
fosforeénan sodny, pH 7,4, azZ do chvile, kdy pH roztoku
jimaného po pruchodu kolonou odpovidalo pH ekvilibra&niho
pufru. Oba pufry byly pfed pouZitim pfefiltrovany pfres
filtr Millipore o velikosti pérd 0,45 pm.

Médium =ziskané odstranénim myeloml (1,8 litru)
obsahujici rekombinantni ASB7 F(ab”}), bylo pfed pouZitim
rovnéd%? prefiltrovano a z¥edéno ekvilibra&nim pufrem v
poméru 1:1. Takto zfedéné médium bylo ndsledné naneseno na

kolonu obsahujici Protein A a byl jiman vesSkery nezachyceny
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materidl. Jakmile byla kolona naplnéna, byla tato kolona
promyvana ekvilibraénim pufrem aZ do chvile, kdy se hodnota

absorbance mé&fend p¥i 280 nm vrdtila zdkladni hladinu.

Poté byl jako elucni pufr pouZit rovnéZ p¥efiltrovany
100 mM octan sodny, pH 4,0. Tento elu¢ni pufr byl jimén éo
45 ml frakcich. Jakmile se absorbance m&fend pfi 280 nm
opét vrédtila na ‘zékladni hodnotu byl k promyvani kolony

pouzit pufr o sloZeni 100 mM kyselina citrénovd, pH 2,8.

V jednotlivych jimanych frakcich byla mé&r&na opticka
hustota pfi 280 nm a u frakci s vysokou absorbanci bylo pH
upraveno na hodnotu 7,0 a tyto frakce byly analyzovany na
SDS-PAGE. |

Frakce obsahujici rekombinantni AS5B7 F(ab”), byly
spojeny. Tento objem byl zakoncentrovdn (membrana Amicon
YM10™). a dialyzovdn proti pufru o slofeni 150 mM chlorid
sodny, 10 mM fosforednan sodny a 3 mM EDTA, pH 7,4 a
uskladnén pfi 4°C. Celkové Dbylo ziskdno 73 mg F(ab”), o
Cistozé >90%, jak bylo potvrieno SDS-PAGE v neredukujicich

podminkach.

Supernatant ziskany po centrifugaci myeloml pouZity k
vyse zminéné purifikaci byl =ziskdn postupem popsanym v
Bebbington a dalsi, Bio/Technology 10, 169 a% 175, 1992.
Média GS (kat. &. 51435) a dopln&k (kat. &. 58672) je moZné
ziskat u JRH Biosciences (JRH Biosciences Europe, Hophurst
Lane, Crawley Dowrl, W. Sussex, U. K., RHL0 4FF). Po
skonCeni ristu bunék byl supernatant p¥efiltrovadn pies 0,45
pum filtr za dCelem odstrandni vétSich &astic, a do doby
purifikace skladovan p¥i 4°C, coZ obvykle netrvalo déle ne%
24 hodin.
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Referenni priklad 6

gyntéza analogu prekurzoru d&inné latky odvozené od uracilu
gu p

(viz. schéma na Obrazku 9)

Sloudenina 7 (5 mg) byla rozpudténa v 0,5 ml kyseliny
chlorovodikové (0,1 N) a vysledkem byl poZadovany konelny
produkt (sloudenina 9). Po 0,5 hodingé pfi 25°C ve tmé byl
roztok umistdn na led a alikvoty byly zfedény pufrem a

testovany s mutantni RNazou.
Slou&enina (7) byla'z uridinu ptfipravena ndsledovné:
27, 3°-0-Methoxyethylidenuridin (slougenina 1)

Uridin (5 g), monchydrat p-toluensulfonové kyseliny
{1 g) a trimethylorthoacetdt byly spoledné& michany p¥i 20°C
‘po dobu 16 hodin. pH reakéni smési bylo pomoci methanoclétu
sodného upraveno na lehce zdsaditou hodotu a reakéni smés
byla nédsledné zakoncentrovdana do formy gumovité&ho zbytku.
Poradovany produkt byl purifikovédn chromatografii na
sloupci silikagelu (Merck  9385) za pouZiti  smesi
chloroform/methanol jako elu®niho roztoku nejprve v poméru

96:4 (objemové) a poté v pomeru 92:8.

NMR (DMSOds6); (8) 11,38 (s,1H); 7,75(d,1H); 5,95(d)} a
5,80(d, total 1H); 5,62 (d,1H}; 4,70-5,10(m,3H); 4,18{(q) a
4,04 (g, total 1H); 3,60(m,2H); 3,15{(s) a 3,28(s, total 3H);
1,57(s) a 1,49(s, total 3H).

5°-Azido-5"- deoxy-27, 3°-0-Methoxy- - ethylidenuridin

(sloucenina 2)

K roztoku 2°, 3 -O-Methoxyethylidenuridinu (7,0 g,
23,3 mmol) v bezvodém pyridinu (80 ml) byl p¥i 0°C pfidan
methylsulfonyl chlorid (1,9 ml, 24 mmol). Po 16-ti
hodinovém michani p¥i 4°C bylo rozpoudtddlo odpafeno ve
vakuové odparce a zbytek rozpuftény v chloroformu byl

promyt vodou. Vrstva organického <&inidla byla oddélena,
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vysuSena a zakoncentrovéna, <imz byl =ziskdn surcvy

methansulfonat.

Surovy reak&ni produkt byl rozpusStén v bezvodém
dimethyformamidu (100 ml) a byl pfidan azid sodny (3,25 g,
50 mmol). Sm&s byla michdna po dobu 7 hodin p¥i 85°C a poté

bylo rozpoudtédlo odpa¥eno ve vakuové odparce a zbytek byl

rozpusStén v chloroformu a promyt roztokem
hydrogenuhli&itanu sodného. Chloroformovy extrakt byl
odd&len, vysuSen pomoci bezvodého siranu scdného a
zakoncentrovan. Vzniklym produktem byla 5" -azido

sloudenina. Surovy azidovy meziprodukt byl pouZit jako

vychozi materidl pfi dalsim kroku.

3°-0{a 2°-0) -Acetyl-5"-azido-5"-deoxyuridin (slcoucenina 3)
Surovy azid (sloudenina 2, vysSe) Dbyl rozpudtén v
kyselin& octové (70%) (100 ml) a po 15 minutédch bylo
rozpoudtddlo odstranéno evaporaci p¥i sniZeném tlaku.
Zbytek byl opakované rozpoudtén v absolutnim ethanolu a
koncentrovin, aby byly odstran&ny posledni stopy kyseliny
octové. Vysledkem tohoto postupu byl surovy vzorek
poZadovaného produktu sklddajici se z polohovych izomerd 2°

a 3i’.

NMR p¥i poméru 2’acetbxy ke 3 acetoxy 2:1 v DMSQOds: (8)
11,40 (s, 1H); 7,70 (4, 1H); 5,60 aZ 5,95 (m, 3H); 5,22 (t,
0,33H); 5,03 (dd, 0,66H); 4,41 (q, 0,66H); 4,24 (g, 0,33H);
4,14 (q, O,661—i)-; 3,94 (m, 0,33H); 3,62 (m, ZH); 2,08 (s,
0,66H); 2,06 (s, 0,33H).

3°-0(a 2°-0)-Acetyl -57-azido -5"-deoxy-2"-0 (a 37-0)-
-tetrahydropyranyluridin
Surovy acetdt z predchozi reakce byl rozpustén v

bezvodém dichlormethanu (80 ml). Do zreakdni nédoby byly
pFfidédny dihydropyran (6 ml) spolu s monohydrdtem kyseliny
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p-toluensulfonové (500 mg). Reakéni sm&€s byla michéna 3
hodiny pf¥i 25°C a po této dobé€ bylo pouZzitim TCL zjidténo,
e v3echen vychozi materidl byl spotfebovin. Reakéni smés
byla z¥edéna dichlormethanem, promyta roztokem
hydrogenuhliditanu sodného a organickd fé&ze byla pfed
odpa¥enim p¥i sniZeném tlaku zbavena vody. Surovy produkt
{smd8s polohovych izomeri 2° a 37) byl purifikovén
chromatografii na sloupci silikagelu za pouZiti smési
chloroform/methanol jako eludniho roztoku nejprve v poméru

97:3 (objemové) a poté v poméru 95:5.

5°-amino-5"-deoxy-2"-0(a .37-0) -tetrahydropyranyluridin

(sloucenina 4)

Azidovy meziprodukt z p¥edchozi reakce byl rozpuStén
v tetrahydrofuranu (100 ml) a nasledné& byl k roztoku pridan
trifenylfosfan (6,5 g, 25 mmol) a voda (0,45 ml). Po 16
hodindch michini p¥i 25°C byl ke smési p¥iddn koncentrovany
amoniak a reakce probrhala dal8ich 24 hodin. ReakZni smés
byla vysuSena (odstran&ni rozpoustédla) a purifikovéna
chromatogratii na sloupci silikagelu za pouziti smési
chloroform/methanol jako elu&niho roztoku nejprve v pom&ru
9:1 (objemovE&) a poté v pomé&ru 1:1. Vysledkem byl
poZadovany produkt skladajici se z polohovych izomerd 27 a
37,

57 - (N-benzyloxykarbonylglycyl) amino-5"-deoxy-2"-C(a

37-0) -tetrahydropyranyluridin (sloudenina 5)

K roztoku 57 -amino-5"-deoxy-2"-0{a 37-0) -
-tetrahydropyranyluridinu (3g} v bezvodém tetrahydrofuranu
byl pridan ester p-nitrofenyl N-benzyloxykarbonylglycinu
(1,3 g, 9,2 mmol). Po 16 hodindch michd&ni p¥i 25°C byla
reakéni smés zakoncentrovina do formy gumovitého zbytku a
purifikovana chromatografii na sloupci silikagelu za

pouziti smé&si chloroform/methanol (96:4) jako eludniho
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roztoku. Pofadovany  produkt byl ziskdn jako smés

stereoizomert (3,6 g, 75% vyt&Zek).

I

L

NMR v DMSOde: (8) 11,36(s, 1H); 8,02(b, 1H); 7,70(dvé d,
IH); 7,32(m, 6H); 5,90(d) a 5,70(d, total 1H); 5,64(d, 1H)
5,444 (d) a 5,20(d, ctotal 1H); 5,02(s,2H);: 4,75(m,1H)
3,20-4,25(m, 9H); 1,35-1,80(m, 6H).

Hmotnostni spektrum (FAB), m/e 519 (M+ H+). C24H30N409
odpovida M+, 518.

37-0(a 27-0)-fosforamiditovy  derivat vySe zminéného

produktu

K roztoku produktu (1,9 g, 3,67 mmol) pF¥ipravendho
predchozi reakci a diizopropylethylaminu (1,5 ml) v
bezvodém dichlormethanu (30 ml) byl p¥idin chlorid N,
N-diizopropylmethylamidu kyseliny fosfonové. Reakéni smds
byla michdna po dobu 5 hodin p¥i teplotd 25°C a poté byla
z¥edéna chloroformem a - promyta vodnym roztokem
hydrogenuhliitanu sodného. Chloroformovy extrakt byl
oddélen, zbaven vody a zakoncentrovin do formy gumovitého
zbytku. Surovd sm&s byla purifikovina na chromatografickém
sloupci za pouZiti nasledujicich roztokd jako eluénich
¢inidel (nejprve chloroform/triethylamin 98:2, naslednd&
chloroform/triethylamin/methanocl 96:2:2) a vysledkem byl

poZadovany meziprodukt obsahujici fosfor (1,9 g).

Upln& chrdn&ny meziprodukt obsahujici fosfdtovou

skupinu {sloudenina 5)

K roztoku fosforamiditu (1,9 g, 2,4 mmol) =z vyse
zminéné reakce a 4-dipropylaminofenoclu (0,79, 3,6 mmol) v
bezvodém acetonitrilu (40 ml) byl p¥idan tetrazol (0,5 g,
7,2 mmol). Reakdni smés byla michdna po dobu 16 hodin p¥i
teploté 25°C wve tm& a poté byl priddn tercialni
butylhydroperoxid (70%, 0,4 ml). Po 15 minutach byla
reakéni smés zakoncentrovana, rozpusténa v chloroformu a a

promyta  vodnym  roztokem  hydrogenuhli&itanu sodného.
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Chloroformova vrstva byla oddélena, zbavena vody a
zakoncentrovana do formy gqumovitého zbytku. Tento surovy
produkt byl purifikovidn chromatografii na sloupci oxidu
k¥femi&itého za pouZiti octanu ethylnatého a nédsledné smési
octan ethylnaty/methanol (93:7, objemové). Odpafenim
vhodnych frakci byl ziskan preodukt (1,5 g), ktery je smési

polohovych izomerd 27 a 37.

NMR v DMSOd6: (&) 11,43(s, 1H); 8,10(b, 1H); 7,75(m, 1H)};
7,45(M,1H); 7,35(s, SH); 7,00(m, 2H); 6,60(m, 2H); 5,90{m,
1H); 5,69(m, 1H); 5,17{(m) a 4,97(m, total 1H}; 5,02(s,2H);
4,69(bs) a 4,57(bs, total 1H); 4,53(m) a 4,23 (m, total 1H);
4,08{m, 1H); 3,15 aZz 3,85{(m, 13H); 1,35-1,75{(m, 10H);
0,88(t, 6H).

Hmotnostni spektrum (FAB), m/e 787 (M+) a 788 (M++H),
C37H50N5012P odpovida M+, 787.

Analog prekurzoru G&inné 1latky chrdnény skupinou THP

{sloucenina 7)

Plné chrénény meziprodukt z pfedchozi reakce (1 mmol)
byl rozpu$tén v smési ethanol (20 ml)/cyklohexen (10 ml) a
poté k nému bylo p¥idinc 20% paladia na aktivnim uhli. Smés
byla 1 hedinu va¥ena pod zpétnym = chladiem a pEed
zakoncentrovanim p¥i snizeném tlaku byla zfiltrovéna.
Vznikly gumovity zbytek byl purifikowvan chrométografii na
sloupci oxidu k¥remiditého za pouZiti smési
chloroform/methanol (9:1) jakc eludniho ¢inidla. Vysledkem

pak byl derivadt s volnou glycylovou skupinou.

Sloudenina s fosfatovou skdpinou chranénou methylem
(1 mmol) z predchozl reakce byla nédsledné rozpusténa v
tercidlnim butylaminu (30 ml). Reakéni sw&s byla 16 hodin
vafena pod zpétnym chladi¢em a pted chromatografii na
sloupci oxidu k¥emi¢itého za pouziti smési

chloroform/methanol (9:1) Jjako prvniho elu&niho &inidla a
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sm&si chloroform/methanol (7:3) Jjako druhého eluéniho
¢inidla byla zakoncentrovana. Vysledkem byl poZadovany
analog neaktivniho prekurzoru G&inné 1latky chréanény

skupinou THP, ktery je smési polohovych izomerd 27 a 37.

Oddéleni polohovych  izomeri 27 a 37 pomoci

vysokotlaké kapalinové chromatografie

Separace byla provedena pomoci HPLC na koloné
Partisil ODS-2 izokratickou eluci smési 60:40
methanol/mravenan amonny (0,1 M}. Odpovidajici frakce byly
spojeny a lyofilizovany a v¥ysledkem byl pozadovany
meziprodukt p¥ipojeny ke 37 uhliku (7}; wviz. struktura na
Obrazku 9.

NMR v DMSOdé6: (&) 8,85(s, 1H); 8,25(s, 1H); 7,75(d, 1H);
§,95(d, 2H); 6,5(d, 2H); 5,85(d, 1H); 5,6(d, 1H); 4,5(m,
2H); 4,3(m, 1H); 4,07(m, 1H); 3,2-3,6{(m, 6H); 3,1(m, 4H);
i,2-1,6(m, 10H); 0,8(m, 6H).

Referendni p¥iklad 7

Syntéza analogu neaktivniho prekurzoru déinné latky

odvozenéd od cytidinu (viz. schéma, Obrizek 10)

Analog neaktivniho prekurzoru G&inné latky odvozeny
od c¢ytidinu (slouCenina 13) byl pripraven obdobné jako
slouCeniny odvozené od uridinu popsané v Referendnim
p¥ikladu 6. Syntéza se fidila postupem popsanym Vv
Referen&nim p¥ikladu 6, ale Sloucenina 7 {(Obrdzek 9) byla

nahrazena Slou&eninou 12 (Obrazek 10).

Standardni zpracovani: Zakoncentrovani reakéni smési
ve vakuové odparce, rozpusténi zbytku v chloroformu,
promyti roztoku vodnym roztockem hydrogenuhlicitanu sodného,
odstranéni vody pomoci Na,80,, filtrace a =zakoncentrovani.
Bleskovd purifikace chromatografii na sloupci za pouZiti

udané sm&si rozpoudté&del.
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Sloudenina 12 byla p¥ipravena ndsledovné& (viz. schéma na
Obrazku 10).

N‘-benzoyl-27, 37-0-methoxyethylidencytidin
(sloudenina 1) byl pfipraven podle Green, D. P. L.,
Ravindranathan, T., Reese, C. B. a Saffhill, R.,
Tetrahedron 26, 1031, 1970. N'-benzoyl-57-0- methansulfonyl
-27,37-0-methoxyethylidencytidin (sloucenina 2) byl

p¥ipraven ndsledovné.

Do roztoku N*-benzoyl-27, 37 -0O-methoxy-
ethylidencytidinu (9,85 g, 25,0 mmol) v pyridinu (100 ml)
byl p¥i 0°C za stdlého michadni p¥idédn methylsulfonyl
chiorid (1,9 ml, 25 mmol). Po 16 hodindch michani p¥i 25°C
byla reakéni sm&s zpracovdna zakoncentrovdnim ve vakuové
odparce, rozpudtdnim v chloroformu a promytim organické
féze vodnym roztokem hydrogenuhliditanu sodného. Vrstva
chloroformu byla oddélena, =zbavena vody pomobi siranu

sodnéhe a zakoncentrovina, &imZz byl pfipraven vysledny

produkt.

1”°-0-acetyl-5"-azido-N*-benzoyl-5"-deoxycytidin (smés s
izomerem 27 -O-acetyl) (sloudenina  3) byl pfipraven
nasledovné.

. Surovy methansulfondt (sloudenina 2) byl rozpuStén v
bezvodém DMF (100 ml). K reakdni smési byl p¥idén azid
sodny (3,25 g, 50 mM) a sm&s byla michdna 7 hodin p¥i 80°C.
Reak®ni smés byla zpracovdna zakoncentrovdnim rozpou$tédla,
rozpudtdnim v chloroformu a promytim chloroformového
extraktu vodnym roztokem hydrogenuhliitanu sodného. Zbytek
ziskany po odpafeni chloroformu zbaveného vody byl
rozpuétén ve 120 ml 70% HOAc. Po 15 minutdch bylo
rozpuété&dlo odstandno odpafenim ve vakuové odparce a surovy
produkt byl purifikovdn na chromatografickém sloupci (95:5
CHC1,/MeOH, poté 98:2 CHCl,/MeOH). Vyté&Zek pozadovaného
produktu byl 6g.



37-0-acetyl-5"-azido-N'-benzoyl-2"-0-tetrahydropyranyl-5~-d
eoxycytidin (sm&s s izomexrem 3°- O-tetrahydropyranyl)

(sloucCenina 4) byl pfipraven nasledovné.

Sloucenina (6 g) =z -pfedchoziho ptikladu byla
rozpusténa v methylen chloridu (100 ml) a dihydropyranu (4
ml). Po pridani 0,5 g monohydratu kyseliny
p-toluensulfonové byla smés michdna 16 hodin p¥i 25°C.
Surovy produkt byl =ziskdn zpracovanim podle postupu
popsaného vySe a pozadovany produkt byl ziskdn purifikaci
surového produktu na chromatografickém sloupci za pouZiti

98:2 CHCl,/MeOH jako eluéni smési.

57 -azido-5"-deoxy-2"-0-tetrahydropyranylcytidin (smés s
izomerem = 3 -O-tetrahydropyranyl) {(sloucenina 5) byl

ptipraven nisledovné.

Acetdt (sloucenina 4, 9,0 g, obsahujici nedistoty)
byl rozpustén v methanolu (60 ml) a byl k nému p¥idan
methoxid sodny (3,5 g). Po 1 hodiné& michdni p#¥i 25°C byla
reakéni smes zakoncentrovana a purifikovana na

chromatografickém sloupci. VytézZzek 3,7 g.

Pozndmka : v tomto stadiu je moZné pomoci
chromatografie provést separaci izomerd 2° a 37 (stejné

jako ve vétsSiné ndsledujicich kroki) .

57 -azido-N'-benzyloxykarbonyl-5~-deoxy-2~-0O-tetrahydropyran
yleytidin (smés s izomerem 37 -0-tetrahydropyranyl)

(sloudenina 6) byl pfipraven ndsledovné.

Sloucenina cytidinu (slouenina 5, 3,7 g} byla
rozpusSténa v bezvodém pyridinu (80 ml) a bylo k ni p#idéno
katalytické mnozstvi dimethylaminopyridinu (DMAP) 2 ml
Z-Cl. Po 16 hodindch michdni p#¥i 25°C byla reak®ni smés

zpracovana a produkt byl purifikovdn chromatografii na
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sloupci oxidu k¥Femicitého s  pouZitim (CHCL,/MeOH, 95:5)

jako elu¢ni smési. Bylo ziskano 2,3 g produktu.

57 - {N*-benzyloxykarbonyl)amino-5"-deoxy-2"-0O-tetrahydropyra
nylcytidin (smés S izomerem = 37-O-tetrahydropyranyl)

(sloudenina 7) byl p¥ipraven nasledovné.

_ Azid (sloucenina 6, 3,06 g) v THF (30 ml) byl michan
s trifenylfosfanem (1,7 g) 24 hodin p¥i 50°C. Ke smé€si byla
pfiddna voda (5 ml) a michani pokﬁaéovalo pri 50°C dalsi
hodinu. Vysledkem zakoncentrovani reakdni smési a
purifikace chromatografii na sloupci oxidu k¥emicitého s
pouZitim (CHCl,/MeOH, 9:1, poté 1:1 a nakonec 100% MeCH)

jako eluéni smési bylo 0,9 g produktu.

N*-benzyloxykarbonyl-57- (N-benzyloxykarbonylglycyl)amino-5-

-deoxy-2"-0-tetrahydropyranylcytidin (smés S izomerem
37-0-tetrahydropyranyl} (slougenina  8) byl pripraven
nasledovné.

Amin (sloucenina 7, 0,9 g) byl rozpuStén v bezvodém
dichlormethanu (30 ml) a ke smési byl pfidan
p-nitrofenyl-N-karbobenzyloxy-glycinat (700 mg). Po 16
hodindch michani p¥i 25°C byla reakdni sm&s zakoncentrovina
"a surovy produkt byl purifikovéna chromatografii na sloupci
oxidu k¥emiditého s pouZitim (CHCLl,/MeQH, nejprve v poméru
97:3, poté v poméru 95:5) jako eludni smési. Byl ziskdn 1 g

pozadovaného materialu.

N*-benzyloxykarbonyl-5~- (N-benzyloxykarbonylglycyl) aminc-5-~
-deoxy-2"-0-tetrahydropyranylcytidyl-37- (W,
N-diizopropylmethyl) fosfonamidat (smés s izomerem 37)

(sloudenina 9} byl p¥ipraven nasledovné.
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Alkohol (sloudenina 8, 1 g) byl rozpustén v bezvodém
dichlormethanu (30 ml) a ke smési byl p¥idadn ELN(iPr), (1,7
ml) a nédsledn& pak Cl-P{OMe)N(iPr), (34 ml). Reaklni smés
byla zpracovdna a purifikovdna chromatografii na sloupci
oxidu kfemiditého s pouZitim (CHCl,/Et,N, v poméru 98:2, a
poté CHCl,/Et;N/MeOH v pom&ru 97:2:1) jako eluZnich smé&si.

Bylo ziskdno 1,1 g pozadovaného materidlu.

(Methyl) (4-N, N-dipropylamonifenyl) [N*-benzyloxykarbonyl-
5°- (N-benzyloxykarbonylglycyl) - amino-5"-deoxy-2"-0-
tetrahydropyranylcytidyl-37] fosfét (smés s izomerem 37)

(sloudenina 10) byl pfipraven nasledovné.

Fosfonamiddt (sloulenina 9, 1,1 g) byl rozpustén v
bezvodém acetonitrilu (30 ml) a ke smé&si byl pfidan 4-N,
N-dipropylaminofenol (200 mg) a ndsledn& pak tetrazol (420
mg). Po 16 hodindch michdni p¥i 25°C byl k reakdni smési
pfiddn 70% t-butylhydroperoxid (0,3 ml). Po 15 minutdch
byla reakéni sm8s =zpracovdna a surovy produkt byl
purifikovan chromatografii na sloupci oxidu kfemicitého s
pouzitim (nejprve EtOAc a ndsledné EtOAc/MeCH 97:3) jako

eluéni smé&si. Bylo ziskano 0,85 g produktu.

(Methyl) (4-N, N-dipropylamonifenyl) (57 -deoxy-
glycylaminocytidyl-37) fosfat (smés s izomerem 37)

(sloudenina 11) byl p¥ipraven nasledovné.

Sloudenina chrdndnd bis-karbobenzyloxylovou skupinou
(sloudenina 10, 0,85 g) bylé rozpustdna v ethanolu (30 ml)
a cyklohexenu (15 ml). K reakéni smé&si bylo pridano Pd-C
(400 mg) a smds byla va¥ena za stdlého michdni pod zpetnym
chladidem po dobu 4 hodin. Po filtraci byl roztok
zakoncentrovan a vznikld ldtka ve formé gumy byla
purifikovdna chromatografii na sloupci oxidu k¥emiliteho s
pouZitim (CHC1,/MeCH, v pom&ru 95:5, a poté CHCl;/MeOH v



pom&ru 5:1 a nakonec 100% MeOH) jako elu&nich smési. Bylo

ziskdno 100 mg produktu.

(4-N, N-dipropylamonifenyl) (57 -deoxy-glycylamino-27-
-0-tetrahydropyranylcytidyl-3~) hydrogenfosfat (sloulenina

12) byl ptipraven nasledovné.

Fosfat (sloudenina 11, 100 mg}) byl rozpuStén v
t-butylaminu (25 ml) a va¥en za stdlého michéni pod zpétnym
chladidem po dobu 8 hodin. Po zakoncentrovani byl predukt
purifikovin pomoci HPLC (kolona s reverzni fazi Magnum 20,

eludni &inidlo MeCH/0,1 M mravenlan amonny v pom&ru 60:40).

NMR (DMSOds): (8) 9,1 (s, 1H); 8,19 (s, 1H); 7,6 (d, 1H);
7,2 (m, 3H); 6,95 ( &, 2H); 6,45 (d, 2H); 5,8 (d, 1H}; 5,72
(d, 1H); 4,71 (m, 1H); 4,45 (m, 1H); 4,22 {(m, 1H); 4,1 (m,
1H}); 3,8 (t, 1H); 3,7-3,15 (m, 2H); 3,51 (s 2H); 3,35-3,5
(m, 1¥); 3,0 (m, 4H); 1,8-1,2 (m, 1C0H}; 0,8 {(m, 6H).

Hmotmostni spektrum FABMS [MH+] 639

Referenéni priklad 8

Lokalizace konjugatu ASB7 F(ab”),-BP-RNdza na xenogenni

gtépy nddorld tvorenych LoVo burikami

Konjugdt wmy3i A5B7 F(ab”),-BP-RNdza pYipraveny
zpisobem popsanym v Referendnim p¥ikladu 4, byl oznalen
za pouziti ¢&inidla IODOGEN™

volnym radionuklidem **I

(Pierce and Warriner (UK) Ltd., Chester England) postupem
podle vyrobce. Po oznaleni radiocaktivnim jodem si konjugat
uchoval »50% imunoreaktivity, coZ bylo in vitro potvrzeno
vazbou na nddorové buliky LoVo p¥i pouZiti postupu popsaného
v Lindo a daldi, J. Immunol. Meth. 72, 77 az 89, 1984.
p¥ibliZn® 10 ug konjugdtu obsahujiciho 10 uCi 1251 bylo
intravendzng injikovdno do bezthymovych nahych mysi
(nu/nu:Alpk [outbredn& k¥iZenych]) nesoucich xencgenni

3t8py nddort tvo¥ené LoVo buifikami (7 dni p¥edem bylo mysim



subkutanné injikovano 1 x 10’ rakovinnych bun&k LoVo). Po
injikaci konjugdtu byly v rlznych &asovych intervalech po
injikaci vZdycky usmrceny 3 my3i a témto my3im byly
odebridny nddor, vzorek krve a mnofstvi daldich tkani. Tyto
odebrané vzorky byly zvidZeny a jejich radioaktivita zm&¥ena
na c¢ita¢i gama pulzt. Distribuce konjugdtu v nadoru a

tkdnich je znazornéna nize.

Lokalizace konjugdtu ASB7 F(ab”),-BP-RNdza v nddoru a

ruznych tkanich

Tkarn 4 hodiny 24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
Nador 2,54 3,27 1,00 0,66 0,41

Krev 6,83 1,06 0,25 0,12 0,06

Jatra 1,81 0,62 0,12 0,07 c,06
Ledviny 2,76 0,55 0,23 0,18 0,11

Plice 2,85 0,28 Q0,15 0,09 c,08
Jednotky = % injikovand davka/ g tkénd; vysledky jsoul

prumérné hodnoty ze 3 mydi

Ziskané vysledky zFetelné ukazuji, Ze konjugdt ASRT
F(ab”},-BP-RNdza je specificky lokalizovadn na xenogenni
Stépy LoVo bunék. Od 24 hodiny po aplikaci konjugdtu bylo v
nddoru vice konjugdtu/ g tkané neZ ve kterékoliv jiné tkani
vietné krve. MnoZstvi konjugdtu v nadoru bylo podobné
mnozstvi nam&fenému s konjugdtem AS5B7 F(ab”},-GPG2 (Blakey
a dalgi, Br. J. Cancer 69, Dodatek XXI, strana 14, 19%4).
Bylo prokdzédno, Ze toto mnoZstvi konjugdtu CPG2 pouZité v
kombinaci s mustard-neaktivnim prekurzorem G&inné Ilatky
vede k regresi nadord a zpomaleni jejich ristu v modelech
vyuzivajicich xenogenni &tépy LoVo bun&k (Blakey a dalsi,
Br. J. Cancer 69, Dodatek XXI, strana 14, 199%4; Blakey a
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dalsi, Proceedings of the American Association for Cancer
Research 35, strana 507, 1994) .

Referenéni p¥iklad 9
Syntéza kyseliny Hippuryl-L-Glutamové

Dibenzyl ester kyseliny hippuryl-L—glutamové
(slou¥enina 3) (2,06 9, 4,2 mmol) a 30% Pd/uhlik (50%
vlhkost) (0,77 g) v THF byly michdny po dobu l,S'hodiﬁy ve
vodikové atmosfé¥e. Smes byla zfiltrovina pPres Celite™ 3
filtrdt byl odpa¥en do sucha. Rozetfenim s diethyl etherem
vznikl poZadovany kone&ny produkt ve formé& bilé krystalicka
pevné latky o hmotnosti 1,02 g (78%). Teplota tani 169 a¥
171°C. 20D = -2,5¢9,

NMR DMSO d6: 12,3, 2y (8iroky); 8,7, 1H (t), 8,2, 1iH
(€Y7 7,2, 2H (m); 7.5, 3H (m); 4,3, 1H (m); 3,9, 28 (a);
2,3, 2H (t); 1,9, 2H (m).

Vychozi materigl slou¢enina 3 ge pfipravi nasledujicim
zpusobem. K roztoku kyseliny hippurové (0,90 g, 5x107° mol)
a dibenzyl estery kyseliny L-glutamové (2,50 g. 5x10™ mol)
v 35 ml DMF se p¥idi 1-hydroxybenzotriazol (0,73g, 5,5x10°?
mol) triethylamin (1,4 ml, 9,7x10°} mol) a
l(B—dimethyl—aminopropyl) -3-ethylkarbodiimid hydrochlorid
(1,05 g, 5,5x107 mol) . Reakdni smds se michd p¥es noc za
pokojové teploty, nalije se do 400 ml vody a extrahuje'se
dvakrdt 100 ml ethyl acetstu. Spojené extrakty se promyji
nasycenym roztokem hydrogenuhliéitanu sodného, vodou, 2N
HCl a vodou. Organickid fize se vysu3i inkubaci nad Mgso, a
nechd se odpafit zé vzniku pofadovaného vychoziho materiily
ve formé Zlutého oleje, '

VytéZek &inf 2,069 (84%); NMR DMSO dé 8,7 1H (t); 8,4
1H (d): 7,9 2H (m); 7,5 3H (m}; 7,35 1oH (m); 5,15 2H (s);
5,05 2H (s); 4,4 1H (m); 3,9 2H (E); 2,0 4H (m)



Referendni pfiklad 10
Syntéza kyseliny hippuryl -L-asparagové

Dibenzyl ester hippuryl-L-asparagové kyseliny (1,289,
2,7x107 mol) se michd ve vodikové atmosféfe po dobu 3
hodin v THF spolu s katalyzidtorem tvofenym 0,51 g 30%
pd/uhlik (50% vlhkost). Reak&ni sm&s se prefiltruje pfes
Celite™ a filtrat se nechd do sucha odpa¥it. Rozm&lnénim v
diethyletheru se p¥ipravi témst &istd& bila krystalicka
litka. vytd¥ek &ini 0,62g (78%) latky s bodem tani 200 az
202°C a nasledujicimi vlastnostmi 20D = + 7,9°; NMR DMSO de
12,5 2H (%iroky); 8,7 1H (t); 8,2 1H (d); 7,7 2H (m); 7,5
34 (m); 4,6 1H (m); 3.9, 2H (d); 2,7 2H {m)

Vvychozi materidl se pPipravi nasledujicim zpusobem.
XK roztoku 0,90 g (5x107° mol) hippurové kyseliny a 2,31 g
(5x10-° mol) dibenzyl esteru kyseliny L-asparagové v 35 ml
DMF se pridd 0,73 g (5,5x107° mol) 1-hydroxybenzotriazolu,
L4 ml (9,7%10” mol) triethylaminu a 1,05 g (5,5x107 mol)
hydrochloridu 1-(3-dimethyl- aminopropyl) -3-
ethylkarbodiimidu. Reak&ni sm&s se michd 4 hodiny za
pokojové teploty, pak se nalije do 450 ml vody a dvakrit se
extrahuje 100 ml methyl acetatu. Extrakt se promyje:
nasycenym roztokem hydrogenuhliZitanu sodného, vodou, 2N
HCl a vodou. Organicka faze se stuéi nad MgS0O4 a nechd se
do sucha odpa¥it za vzniku poZadovaného vychoziho materidlu
pro dalsi postup ve form& Zlutého oleje. vytéZzek <ini 1,90
g (80%)1latky s ndsledujicimi vlastnostmi NMR DMSO dé 8,7 1H
(t); 8,45 1H, (&); 7,9 2H (m); 7,5 3H (m); 7,3 10H (m);
5,15 2H (s); 5,05 2H (s); 4,8 1H (m); 3,9 2H(m); 2,9 2H (m)

Referendni p¥iklad 11:

Enzymatickd aktivita rekombinantniho HCPB p¥i konverzi

Hipp-Arg
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Byla testovdna schopnost purifikovaného 1lidského CPB
pF¥ipraveného tak, jak bylo popséano v referencnim prikladu
20, konvertovat hippuryl-L-arginin (Hipp-Arg) na hippurovou

kyselinu. Tento test byl vyhodnocovan spektrofotometricky.

Konstanty Km a kcat pro nativni HCPB se stanovi
m&¥enim pofdtedni rychlosti konverze Hipp-Arg na hippurovou
kyselinu p¥i vlnové délce 254 nm a v rozsahu koncentraci
Hipp-Arg 0,75 aZ 0,125 mM a p¥i koncentraci enzymu CPB 1
pg/ml. ME¥eni se provadi p¥i teploté& 37°C v ¢,25mM Tris-HCI
pufru (pH 7,5). Celd reakéni smé&s (1 ml) byla umisténa v
kyvet& s optickou drahou 1 cm. M&¥eni bylo provéddéno pomoci
spektrofotometru Perkin Elmer Lambda 2. Hodnoty Km a Vmax
byly spofitdny pomoci programu ENZFITTER™ (BiosoftTM,
Perkin Elmer). Kcat se spolitd z Vmax vydé&lenim koncentraci

enzymu v reak&ni smési.

Vysledky konverze Hipp-Arg lidskym CPB byly:
Km = 0,18 mM
kcat = 65 g™

Uvedené vysledky ukazuji, 2Ze rekombinantni HCPB Je
enzymaticky aktivni a je schopna Stépit amidovou vazbuw

v Hipp-Arg za uvolnéni hippurové kyseliny.

Referencni p¥iklad 12:

Syntéza naktivniho prekurzoru G¢inné latky =zaloZeného na

arginin-mustard sloudeniné (viz cbrazek 27)

(28),2-(3-{4- [bis- (2-chloroethyl) -amino) - fenoxykarbonyl}-pr
opionyl-amino) -5-guanidino-pentanovd kyselina (sloucenina
5c¢, obrazek 27)

Roztok 275 mg (0,44 mmel) benzyl esteru
(28),2-(3-{4-[bis- (2-chloroethyl)-amino) -fenoxykarbonyl}-
propionyl- amino)-5-(2-nitro)-guanidino-pentanové Kkyseliny
(sloudenina 4c¢, obrdzek 27) v 8 ml smési ethyl acetat/MeOH
(1:1, objemov&) obsahujici 10 % Pd/C (200 mg) se



hydrogenuje v Paarové pristroji p#¥i tlaku 0,5512 MPa (80
psi) po dobu 6 hodin. Po pfefiltrovdni se organickd faze
nechd odparit. Vysledny olej se nechd rekrystalizovat
pomoci CH,Cl, s diethyleterem za vzniku 180 mg poZadované

sloudeniny 5c ve form& bilé pevné latky. VytdZek &ini 84 %

latky s vlastnostmi

1HNMR (CD30OD): 1,55 aZ 1,7 (m. 3H); 1,8 az 1,9 (m.1H); 2,6
az 2,7 (m. 2H); 2,75 aZ 2,85 (m. 1H); 2,9 aZz 2,95 (m. 1H);
3,1 az 3,2 (m. 2H); 3,6 az 3,7 (m. 4H); 3,7 aZ 3,8 {(m. 4H);
4,3 (dd. 1H); 6,75 (dd. 2H); 6,95 (dd. 2H).

Ms (ESI): 512 aZ 514 (MNa)+

Anal. (CyoH,sN:0,C1,.1,5 H,0)
Vypocteno C:47,91 H:6,43 N: 13,97
Nalezeno C: 47,7 H: 6,21 N: 14,26

Vychozi slouenina 4c se pfipravi nésledujicim
zpisobem. K 664 mg (1 mmol) roztoku benzyl esteru
(28),2-amino-5-(2-nitro) -guanidino-pentanové - kyseliny
(slouCenina 2c) v 10 ml CHCl, se p¥idd 120 mg (2 mmol)
dihydrofuran-2,5-dionu (sloudenina 1). Poté se po kapkdch
pfidd 202 mg (2 mmol) triethylaminu a celd reakéni smés se

2 hodiny micha za pokojové teploty.

Poté se nechd odpa¥it rozpoustédlo a surovy zbytek se
se rozpusti ve vodé. Pomoci 2N HCl se pH nastavi na hodnotu
2,5. Poté se pomoci ethyl acetidtu extrahuje vodni fdze a
organickd faze se promyje slanou vodou, vysuSi nad Mgs0, a
nechd se odpafit za vzniku benzyl esteru (28),2-(3-karboxy-
propionylamino)-5- {2-nitro)- guanidino-pentanové kyseliny
(sloufeniny 3¢). Vyslednd ©pevnd 1latka se rozette

diethyletherem a p¥efiltruje. VytéZek Cini 280 mg (68 %).

1IHNMR (CD,OD): 1,52 aZ 1,68 (m. 2H); 1,7 aZ 1,8 (m.1lH);
1,85 az 1,95 (m.1H); 2,45 az 2,7 (m. 4H); 3,15 az 3,3 {(m.
2H); 4,5 (m.1 H); 5,15 (dd. 2H); 7,25 az 7,4 (m. S5H)
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Ms (ESI): 432 [MNal]+

K suspenzi 204 mg slouleniny 3¢ (0,5 mmol} v 5 ml
CHCl, se pridd 135 mg 4-(bis(2-chloroethyl)amino)-fenol
(slou¢enina 6, 0,5 mmol), 19 mg EDCI (0,5mmol) a DMAP (18
mg: 0,75 mmol). Reakéni smés 6 hodin micha za pokojové
teploty a poté se odpafi rozpousStédlo. Zbytek se rozdéli
mezi ethyl acetdt a vodu a vodni fdze se 2N HCl okyseli na
pH = 3. Po exktrakci ethyl acetdtem se organickd faze
promyje solnym roztokem, vysuSi nad MgSQ, a nechd se
odpafit. Zbytek se p¥elisti "flash" chromatografii. Jako
eludni &inidlo se pouZije smés CH,Cl,/MeOH (95:5 objemoveé).
Vysledkem je 281 mg pozZadované vychozi latky 4c ve formé

9,

bilé pény, vytézek &ini 90 %.

Vlastnosti slouleniny 4c¢: 1 HNMR (CD30D):1,55 az 1,7 {(m.
2H); 1,7 aZ 1,8 (m,1 H); 1,85 aZ 1,95 (m,1H); 2,5% az 2,75
{m, 2H): 2,8 aZ 2,9 (m. 2H); 3,15 aZ 3,25 (m, 2H): 3,6 ai
3,7 (m, 4H); 3,7 az 3,8 (m, 4H); 4,5 {(dd,1 H); 5,15 (dd.
2H); 6,7 (4, 2H); 6,95 (d. 2H); 7,32 (m. SH)

Ms (ESI): 647 az 649 [MNal+

Referencni priklad 13

Syntéza mono-{4-[N,N-bis (2-chloroethyl) aminol-fenyl}

esteru kyseliny jantarové (nebo rovné&€Z "intermedidtu")

K suspenzi 225mg (2,25 mmol} anhydridu kyseliny
jantarové v 10 ml CHCI, se za stdlého michdni pfidd 203mg
(0,75 mmol) 4-[N,N-bis- (2-chlorcethyl) -amino] fenol
(sloudeniny 6, obrdzek 27) a poté 75 mg triethylaminu (0,75
mmol) . Reakdni smé&s se michd pres noc poté se necha

rozpoustédlo odpafit.

Surovy zbytek se rozpusti ve smési rozpoustédel
EtOAC/Et,0/H,0 a za stdlého michdni se nastavi pH na 3.
Organickd féze se promyje vodou a solnym roztokem a poté se

vysu8i nad MgSO, a nechd se odpa¥it. Vysledna olejovita
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kapalina se prekrystalizuje ze systému Et,0/hexan. Vysledna
bild pevnid litka se pF¥efiltruje a vysuSi se ve vakuu za
vzniku 210 mg (83% vytéZek) poZadovaného konecného

produktu. Bod tani ¢ini 98 az 100°C.

Ms (ESI): 356 aZ 358 (MNa]+

1H NMR (CDCly): 2,8 (dd, 2H); 2,9 (dd, 2H); 3,65 (dd, 4H):
3,75 (dd, 4H); 6,65 (d, 24); 7,0 (4, 2H)

Anal. (C,H,,Cl,0,N 0,2 H,0)
Vypodteno % C: 49,78 H: 5,19 N: 4,15

Nalezeno % C: 49,9 H: 5,3 N: 4,2

Referencni priklad 14

Klonovédni lidské pankreatické karboxypeptiddzy B (HCPB)

Byly pouZity standardni molekuldrné biologické
techniky jako nap¥iklad Stépeni restrikénimi enzymy,
ligace, kinasové reakce defosforylace, polymerazova
Yetdzovad reakce (PCR), transformace bakterii, gelova
elektroforéza, priprava pufri a DNA syntéza, purifikace a
izolace v takovém uspofadani, jaké bylo popsino v Maniatis
a dalsi. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual-
druhé wvydani, Cold Spring Harbor Laboratory, Celd Spring
Harbor, New York nebo byly pouzity techniky a zpusoby
deporudené vyrobcl konkrétnich produktd. Nejcastéji byly
enzymy zakoupeny u firmy New England BioLabs, nicméné mohou
byt pouzZity 1 jini dodavatelé a ekvivalentni postupy.
Oligonukleotidy byly nasyntetizovany pomoci DNA syntetizéru
Applied Biosystems 380A z 5' dimethoxytritylovou skupinou
chrianénych  nucleosid-2- kyanoethyl-N,N"- diisopropyl-
fosfoamidli a chranédnych nukleosidd navdzanych na sklenénou
‘podporu s kontrolovanou velikosti pdrd v 0,2 umol&rnim
méfitku. PF1 této syntéze bylo postupovano podle protokoll

dodanych firmou Applied Biosystems Inc.
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Kédujici sekvence pro-proteinu lidskou pankreatickou
karboxypeptiddzu B byla ziskdna z 1lidské pankreatické cDNA
knihovny ve wvektoru A gtl0 (Clontech, Lidskd pankreaticka
3' STRETCH cDNA, HL 1163a) pomoci PCR. Poté byla klonovéana
do plazmidu pBluescript™II KS+ (Stratagene).

Typicky se smichd alikvot cDNA knihovny (5ul pfEi
titru > 10°pfu/ml) se 100pmolarnim mnoZstvim dvou
oligonukleotidovych primerd BPTI a BPB 1, (podle Sekvence
id. & : 48 a Sekvence  id.&.: 47),
s deoxynukleotidtrifosfdty do celkové koncentrace 200 uM,
reakdnim pufrem pro Tag polymerdzu a 2,5 U Tag polymerazy
do celkového objemu 100 ul. Reakéni smés se zahfeje na 94°C
na 10 minut jeZté& p¥ed p¥iddnim Tag polymerdzy. Inkubadni
podminky pro PCR reakci jsou nasledujici: 30 cykld 94°C na
1,5 minuty, 50°C na 2 minuty a 72°C na 2 minuty. Po téchto
t¥iceti cyklech se jeSté reakdéni smés 9,9 minut inkubuje

p¥i 72°C.

Oligonukleotidové primery byly navrZzeny tak, aby
primer BPTL (Sekvence id. &.: 46) umist&ny mezi zaddtkem
sekvence pre-proteinu a zaddtkem sekvence pro-proteinu,
umoZtioval extenzi genu ve sméru 57-»37a primer BPBl
(Sekvence id. &. :47) umoZiioval PCR extensigenu v opalném
sméru, viz obrézek 18. Primery BPT1l a BPB I byly rovnéz
navrzeny tak, Ze =zavad#ji do nové wvzniklé DNA unikdtni

restrikéni mista pro enzymy Sacl a XhoI.

Elektroforézou na agardzovém gelu byl analyzovén
alikvot PCR produktu, p¥icemZz byla =zjistovdna spravnad
"velikost DNA (1250 bp). Vysledny produkt obsahoval pfevainé
DNA o spravné velikosti. Zbyly produkt reakce byl pfeCiftén
a zbaven pFebytednych reagencii pomoci mikrokoncentratoru
Centricon™ 100 (Amicon). Poté se provede DNA 1izolace
pomoci precipitace ethanolem a acetatem sodnym,
centrifugaci precipitdtu, vakuovym suSenim a resuspenzi

v destilované vodé. Izolovand DNA se poté podrobi
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restrik&nimu Stdpeni enzymy Sacl a XhoI. Elektroforeticky
prouZek o sprdvné velikosti (p¥ibliZné& 1250 bp) se vyfizne,
predisti a izoluje pomoci systému glass-milk (Geneclean™,

Stratec Scientific, nebo jiného podobného produktu) .

Dvouvldknovd DNA z vektoru pBluescript™ II  KS+
(Stratagene) se Stépl restrikénim enzymem Sacl a produkt sé
defosforyluje st¥evni teleci alkalickou fosfatdzou, &imZ se
odstrani 5°koncové fosforylové skupiny a redukuje se
transormadni pozadi vzniklé re-ligaci. DNA produkt se zbavi
zbytkd po enzymatické reakci pomoci systému glass-milk a
poté se restrikéné sStépi enzymem XhoI. DNA o spravné
velikosti (ptfibliZné 2850  bp) se pFfelisti pomoci
elektroforézy na agarovém gelu, vytriznutim spravného
prouZzku a pouftim systému glass-milk (Geneclean™, Stratec

Scientific, nebo jiného podobného produktu).

Pomoci elektroforézy na agarovém gelu se zkontroluje
distota a odhadne koncetrace alikvotl purifikované a
restrikéné& &tépenéd DNA porxovnanim se zndmymi standardy.
Tyto odhady se pouZiji p¥#fi pripravé ligacni smési pro
klonovani genu HCPB do vektoru, pficemz se pouZije molarni
pomér vektoru ku inzertu pribliZné 1 ku 2,5
(1pBluescript™II KS+ ku 2,5 HCPB PCR produkt). Vyslednd
koncentrace DNA v reak@ni smési je pfibliZné 2,5 ng/ul
v pFitomnosti T4 DNA ligdzy a 1 mM ATP a enzymového pufru.

Po této 1ligadni reakci se smés DNA pouZije k
transformaci E.coli kmene DHSa (Gibco-BRL, kompetentni
butlky s maximdlnim vy&Zkem). Alikvoty se vyseji na plotny s
L-agarovym Zivnym médiem obsahujicim 100pg/ml ampicillinu
jakoZto selek&niho ¢inidla. Plotny se inkubuji p¥es noc pfi
teploté 37 °C. Kolonie obsahujici plazmidy s poZadovanym

inzertem se identifikuji hybridizaci.

Bylo odebrano p¥iblizné 200 kolonii a vyseto na

dvojité sterilni nitroceluldzové f£filtry (Schleicher a
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Schull) . Tyto filtry byly jegté€ pfedtim navlhéeny na
plotnédch s L-agarem obéahujicim 100 pg/ml  ampicillinu
jakoZto selekéniho &inidla pro vektor. Plotny se inkubuji
pfes noc p¥i teplotd 37°C. Jeden z filtrd se uschova pri
tepletd 4°C jakoZto zdroj Zivych bunék pro tvorbu kolonii,
zatimco druhy filtr je denaturovdn a DNA z jednotlivych
kolonii fixovdna na nitrocelulézovy filtr. Nitroceluldzovy
filtr se vyjme z agarové plotny a je postupné inkubovén na

filtra&nich papirech Whatman™ nasycenych:

1. 10% SDS, 2 minuty

2. 0,5M NaOH, 1,5M NaCl, 7 minut

3. 0,5M NaOH. 1,5M NaCl, 4 minuty

4. 0,5M NaOH. 1,5M NaCl, 2 minuty

5. 0,5M Tris pH7.4, 1,5M NaCl, 2 minuty

6. 2x88C (standard saline citrate, standardni

fyziologicky roztok pufrovany citratem), 2 minuty

Membrina se poté umisti na filtra¥ni papir Whatman™
nasyceny 10xSSC a denaturovand DNA se kovalentné navédZe na
nitro-celuldzu pomoci ultrafialového  za¥eni (pomoci
pFistroje Uv crosslinker XL-1500 Spectrolinker™). Filtry
se nechaji vyschnout za pokojové teploty a poté se
pre-hybridizuji p¥i teploté 60°C po dobu jedné hodiny
v roztoku 6xSSC za mirného michdni (nap¥iklad hybridizér
Techne  HB-1D). Pre-hybridizace na filtru zablokuje

nespecifickd vazebnd mista pro DNA.

Kolonie obsahujici poZadovany DNA inzert byly
identifikovdny pomoci hybridizace se sondou DNA znaenou
radionuklidem **P. Tato sonda byla p¥ipravena 2z PCR
produktu genu HCPB z pankreatické c DNA knihovny (viz

vyse) .
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P¥iblizn& 50ng DNA bylo oznafeno 50uCi **P-dCTP
(~3000Ci/mmol) pomdci T7 DNA polymerdzy v celkovém objemu

50 pl (souprava Pharmacia T7 Quickprime) .

Reakce probihala 15 minut p¥i teploté 37°C. Znacena
sonda se poté zahfeje na teplotu 95°C na 2 minuty, &imZ se
denaturuje dvouvliknovd DNA. Poté se okamZité prida k 10 ml
6xSSC o teploté 60°C. Timto roztokem se  zaméni
pre-hybridizaéni roztok na membranach. Inkubace za stalého
mirného miché&ni pokraCuje pf¥ibliZné& dalsi 3 hodiny pfi
teplot& 60°C. Po skonleni  hybridizace se vylije
hybridizadni roztok a filtry se dvakradt promyji v 6xSSC
(pokaZdé 15 minut). Filtry se poté osuSi pomoci filtradniho
papiru a zaballi do potravindfské fdlie (Saran™ wrap nebo
podobné). Hybridizace Je vizualizovana pomoci vhodného
rentgenového filmu (na p¥iklad Kodak Xomat™-AR5). Film je
exponovan pres noc za pokojové teploty. Kolonie obsahujici
pofadovany inzert jsou ty, které davaji na filmu
nejtmavéisi skvrny. V tomto p¥ipadé piiblizZné 15 % kolonii
vykazovalo pozitivni signdl. Z nich bylo vybrédno 12 kolonii
pro dalsi vybér. Tytoc kolonie byly odebrany ze zaloZniho
filtru a vysety a udriovdny na plotndch s L-agarem
s obsahem 100 pg/ml ampicillinu. Pro dalSi pokusy byly tyto
kolonie péstovény v L-vyvaru s pridavkem ampicillinu o

stejné koncentraci.

Vybrané izoclaty byly pomoci PCR zkontrolovany, jestli
obsahuji inzert o spréavné velikosti. P¥i této kontrole byly
pouzity primery BPTL a BPB1l, ({Sekvence id. C. 46 a Sekvence
id. &. 47), a rovnd% interni primery BPT2 (Sekvence id. &.
48) a BPB 1. BPT2 je navrZen tak, aby hybridizoval s koncem
sekvence pro-proteinu p¥ed pocatkem zralého (mature) genu.

Zéroven zavddi do PCR produktu restrikéni misto pro Xbal.

Vybrané izolaty se odeberou z kultivacnich médii,
suspenduji v 200 pl destilované vody a zahfeji na 10 minut

na teplotu 100°C v uzav¥ené mikrozkumavce (Eppendorf™).
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Poté se suspenze centrifuguje 10 minut v mikrocentrifuze,
&imZ se odstrani zbytky bunék. 1 upl supernatantu se pouZije
jako templit pro PCR skrining. V typickém provedeni se 1 pl
supernatantu smisi s s 20 pmol oligonukleotidovych primert
BPTI a BPBl, nebo BPT2 a BPB 1, dANTP do celkové koncetrace
200 uM, reakénim pufrem pro Tag polymerdazu a 0.5 U Tag
polymerdzy. Celkovy objem reakini sm&si je 20 pl. PCR byla
provedena v 25 «cyklech, =z nichZ kaZdy =zahrnoval 1,5
minutovou inkubaci p¥i 94°C, 2 minutovou p¥i 50°C a 2
minutovou p¥i 72°C. Po t&chto cyklech byla reakini smés

jes8tcé& zahfata na 72°C na 9,9 minuty.

Elektroforézou na agardzovém gelu byly v PCR
produktech vyhledavidny proufky DNA o spravné velikosti
(p¥ibliZn& 1250 bp pro primery BPT1 a BPBl a p¥ibliZn& 900
bp pro primery BPT2 a BPBl, viz obrdazek 18). Deset
z dvandcti klond poskytlo PCR produkty o spravné velikosti.
Sest z t&chto produktd bylo vybrdno pro produkci plazmidové
DNA. Plazmidovéd DNA byla pfedisténa pomoci soupravy Quiagen
Maxi™ ze 100ml kultury, p@&stované p¥es noc p¥i teploté& 37°C
v L-vyvaru s p¥idavkem 100 pg/ml ampicillinu. Plazmidova
DNA "byla poté sekvenovdna v oblasti PCR produktu pomoci
sekvenaéni soupravy USB Sequenase™, kterd obsahuje DNA
polymerdzu bakteriofdga T7. KaZdy z klond byl sekvenovédn za
pomoci 8 rdznych primerd, oznacenych 676, 336, 337, 679,
677, 1280, 1279 a 1281 (Sekvence id. C. 48 az 55). Umisténi
primerd vzhledem k sekvenci HCPB je zndzornéno na obrazek
19, pt¥ifemZ primery 336, 1279, 676, 1280, 677 a 1281 jsou

"dop¥fedné" a primery 337 a 679 "zpetné".

pé&t z tdchto S8esti klond mé&lo identickou sekvenci
(Sekvence id. &. 56) sestavajici 2z 1263 bp mezi a vletné
restrikdénich mist SacI a XholI. Tato sekvence byla pouZita
pro dalsi experimehty. Translace DNA do prislusného
polypeptidu je zndzornéna v Sekvence id. ¢. 57, pFicemi

Cislovéani zadina pocCatkem maturovaného proteinu.
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Aminokyselina oznacend -95 je pocatedni aminckyselinou
pravdépodobného pro-enzymu. V klonovaném PCR produktu je
obsaZena pouze cast vedouci sekredni sekvence

{pre-sekvence) .

P¥i srovndni s ostatnimi sekvencemi pro-proteinu
sav@ich karboxypeptiddz typd A a B vykazuje =ziskana
sekvence =zbytek kyseliny asparagové v pozici 253, cozZ
pfifazuje tuto sekvenci mezi karboxypeptiddzy skupiny B
{(viz aminokyseliny ¢&islované 255, Catasus L. a dalsi
Biochem J., 287, 299 a% 303, 1992). Nicménd cystelnovy
zbytek na pozice 135 v klonované cleoned sekvenci neni
obsaZen v publikovanych sekvencich 1lidské pankreatické
karboxypeptiddzy B, viz Yamamotoc a dalsi, Journal
Biological Chemistry, 267, strana 2575 a¥ 2581, 1992, kde
vykazuje mezeru v sekvenci po aminokyselinovém zbytku &.244
ve srovndni s jinymi savéimi aminokyselinovymi sekvencemi
pro pankreatickou karboxypeptiddzu B. Na ocbrazku 1% jsou
rovndZ zndzornény p¥ibliZné pozice  zbytkd  kyseliny
asparagové v aktivnim misté enzymu a cysteinovy zbytek na

pozici 135 maturovaného enzymu.

Jeden z klond byl 23. listopadu 1995 uloZen u Narodni
sbirky prumyslovych a mofskych bakterii, 23 8t. Machar
Drive, Aberdeen AB2 1RY, Skotsko) pod registradnim cZislem
NCIMB 40694. Plazmid z tohoto klonu je oznacovan pICI1698.

Referendni pfiklad 15:

Exprese aktivniho HCPB- (His).-c-Myc v E. coli

Gen pro aktivni (mature) protein byl 2z plazmidu
pICI1698 pFfeveden do plazmidového vektoru, Ktery umoznil
kontrolovanou sekreci proteinu do periplazmatického
prostoru. Tento sekrecni vektor vhodny pro kontrolovanou
expresi v bakterialnim hostiteli MSD522 byl oznacden

pICI266, byl wuloZen u Narodni sbirky priamyslovych a
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mo¥skych bakterii, 23 St. Machar Drive, Aberdeen AB2 1RY,
Skotsko) a ‘bylo mu udéleno registradni ¢idslo NCIMB 40589.

Na obrazku 20 je znadzormnéna mapa plazmidu pICI266.
Plazmid obsahuju geny pro rezistenci k tetracyklinu a jeho
indukci (geny TetA a TetR), operdtor AraB, promotoroﬁou
sekvenci pro expresi vloZeného genu a gen AraC pro kontrolu
exprese. Promotorové sekvence je nasledovanad vedouci
translacni sekvenci, kterd usmérriuje neasledujici
polypeptid do periplazmy. Misto pro klonovani genu obsahuje
nékelik unikédtnich restrikénich mist, po kterych nasleduje
sekvence termindtoru transkripce z fdga T4. Na obrazku 21
je zndzornéna sekvence DNA a vlastnosti této oblasti

duleZité pro klonovani.

Pro klénovéni aktivni sekvence HCPB _do vektoru
pICI266 byla nejprve pripravena pomoci PCR DNA pro HCBP.
Pritom byly provedeny rovnéZz nékteré zamé&ny v pouZivanych
kodénech na pocddtku genu pro aktivni HCBP, tak aby
obsahoval kodény vhodné pro E.coli. K C-konci enzymu byla
rovnéZ pfipojena znacka zndmd jako (His)é-c-myc, kterd
slouZi ke snadné detekci a purifikaci vysledného produktu.
Tatc znacka sestdvd z 6 histidinovych zbytkd, tipeptidu EPE
a peptidu o sekvenci (EQKLISEEDL) z c-myc, ktery je
rozpoznavan prectilédtkou 9E10 (viz Evan a dalZi Mol. Cell.
Biol. 5, 12% az 136, 1985). Tuto protilatku dodavaji
Cambridge Research Biochemicals a dal$i vyrcbei protilitek.
Nazavér se na C-konec pfipoji asparagin. 6 histidinovy
zbytek umozZiiuje purifikaci exprimovaného protein na koloné
s chelatovanym kovovym iontem (napfiklad Ni-NTA agardza,
Qiagen). PCR primery jsou rovnéZ vyuZity pro vloZeni
unikatnich restrikénich mist 5' konec (FspI) a 3' konec
(EcoRI) genu. Tim se zjednodu3i vloZeni PCR produktu do
expresivniho vektoru. Sekvence té&chto primerh (FSPTS1 a
6HISSELORIBS1) jsou uvedeny pod ndzvem Sekvence id. &. 58 a
59.
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Pro pfipravu modifikovaného genu pro klonovani do
pICI266 byla pouzita PCR. Tato reakce sestivala z 100 pmol
primerdi FSPTS 1 a 6HISSELORIBS1, pZibliZnd 5 ng DNA
z plazmidu pICI1698, mixu dNTP o celkové koncentraci 200
UM, reakCniho pufru pro Tag polymerdzu a 2,50 Taq
polymerdzy v celkovém objemu 100 xl. Sm&s se zahfeje na
94°C na 10 minut a pak se teprve p¥idd Taq polymeréza.
Inkubacni teploty pro PCR byly ndsledujici 1,5 minuty 94°C,
2 minuty 50°C a 2 minuty 72°C. Tento cyklus byl opakovan
30. Na zavér byla reakdni smds zah¥ita na 9,9 minuty na
teplotu 72°C. Alikvot PCR produktu byl analyzovéan
elektroforézou na agardzovém gelu. Byla hledéna DNA o
spravné velikosti (pfibliZn& 1000 bp). Alikvot obsahoval
pfevdZné DNA o spriavné velikosti. Zbyly produkt reakce byl
pr¥ecistén a zbaven pfebytelnych reagencii pomoci
mikrokoncentrdtoru Centricon™ 100 (Amicon). DPoté se
provede DNA izolace pomoci precipitace ethanclem a acetitem
sodnym, centrifugaci precipitétu, vakuovym suSenim a
resuspenzi v destilované vod&. TIzolovand DNA se poté
podrobi  restrikénimu Etdpeni enzymy Fspl a | ECoRI.
Elektroforeticky prouZek o sprdavné velikosti (pFibliZné&
1000 bp) se vyfizne, pfelisti a izoluje pomoci systému:
glass-milk (Geneclean™, Stratec Scientific, nebo jiného

podobného produktu) .

Dvouvldknovd DNA z plazmidu pICI266 pfipravena
pomoci standardnich technik (nap¥iklad pomoci kit firmy
Qiagen), se restrikn& Eté&pi enzymem KpnI. Je t¥eba velmi
dbdt na Uplné rozdtdpeni. Po skondeni reakce byl enzym
inaktivovdn zah¥iatim na 65°C po dobu 10 minuta naasledovnym
ochlazenim na ledu. 3' p¥esah byl poté enzymaticky odstépen
pfidavkem T4 DNA polymerdzy podle doporuCeni vyrobce (New
England BiolLabs), t.j. v pFitomnosti mixu dNTP pri teploté
16°C po 15 minutdch. Enzym byl opé&t tepeln€ inaktivovan
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zahFatim na 70°C na 15 minut. Vyslednd DNA byla zbavena

zbytkld reakdni smési pomoci systému glass-milk.

Alikvot byl pouZit pro odhad vyté&Zku elektroforézou
na agardzovém gelu a zbytek byl SZtépen restrikénim enzymem
EcoRI. Opét byla vénovdna zvy3end pozornost uplnému
probé€hnuti reakce. DNA o sprivné velikosti (p¥ibliZn& 5600
bp) byla purifikovana z agardzového gelu pomoci systému
glass-milk Geneclean™ . (Stratec Scientific, nebo jiného
podobného produktu) . Ze vzorkd nastépené a purifikované DNA
byly odebrany alikvot, které byly poulity pro bdhadnuti
koncentrace pomoci elektroforézy na agardzovém gelu a
porovndnim se znamymi standardy. Tento odhad byl pouZit pri
ptipravé liga&ni smdsi pro ligaci a klonovani genu HCPB do
vektoru, pricemZ molarni pomér mezi vektorem a inzertem byl
1:2,5 (1 pICI268 ku 2,5 HCPB PCR produktu). V¢yslednd
koncentrace pro ligaci byla pt¥ibliZn& 2,5 ng/ul DNA
v pritomnosti T4 DNA ligdzy, 1mM ATP a enzymového pufru a
za podminek vhodnych pro ligaci . DNA s tupym koncem {FspI do

mista Kpnl zarovnaného T4 DNA polymerdzou) .

Po této ligadni reakci se smés DNA pouZije k transformaci
E.coli kmene DHSx (Gibco-BRL,  kompetentni buriky
s maximdlnim vy&Zkem). Alikvoty se vyseji na plotny s
L-agarovym Zivnym médiem obsahujicim 10 ug/ml tetracyklinu
jako selek&niho ¢inidla. Plotny se inkubuji pPes noc pti
teploté 37 °C. Kolonie obsahujici plazmidy s poZadovanym

inzertem se identifikuji hybridizaci.

Byle odebrdno p¥iblizn& 350 kolonii a vyseto na
dvojité sterilni nitrocelulézové filtry (Schleicher a
Schull). Tyto filtry byly jedt& pZedtim navlhdeny na
plotndch s L-agarem obsahujicim 10 pg/ml tetracyklinu jako
selekéniho Cinidla pro vektor. Plotny se inkubuji p¥es noc
pfi teplot& 37°C. Jeden z filtrl se uschovd p¥i teplot& 4°C
jakoZto zdroj Zivych bun&k pro tvorbu kolonii, zatimco

druhy filtr je denaturovdn a DNA z jednotlivych kolonifi
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fixovana na nitroceluldzovy filtr. Nitroceluldzovy filtr se
vyjme z agarové plotny a- je postupné inkubovdn na

filtradnich papirech Whatman™ nasycenych:

1. 10% SDS, 2 minuty

2. 0,5M NaOH, 1,5M NacCl, 7 minut

3. 0,5M NaOH. 1,5M NaCl, 4 minuty

4, 0,5M NaOH. 1,5M NaCl, 2 minuty

5. | 0,5M Tris pH 7,4, 1,5M NaCl, 2 minuty
6. 2xS8S8C, 2 minuty

Membrina se poté umisti na filtraéni papir Whatman™
nasyceny 10xSSC a denaturovanid DNA se kovalentné navaZe na
nitro-celulézu pomoci  ultrafialového zad¥eni {pomoci
pt¥istroje Uv crosslinker XL-1500 Spectrolinker™) . Filtry
se nechaji vyschnout za pokojové teploty a poté se
pre-hybridizuji pri teplotdé 60°C po dobu jedné hodiny
v roztoku 6xSSC za mirného michdni (napfiklad v hybridizéru
Techne  HB-1D}. Pre-hybridizace na filtru zablcokuje

nespecifickd vazebnd mista pro DNA.

Kolonie obsahujici poZadovany DNA  inzert byly
identifikovany pomoci hybridizace se sondou DNA znacenou
radionuklidem **P. Tato sonda byla pEipravena 2z PCR
produktu genu HCPB z pankreatické cDNA knihovny (viz vyse) .
PFibli¥n& S0ng DNA bylo oznafeno  50uCi *p-4CTP
(~3000Ci/mmol) pomoci T7 DNA polymerdzy Vv celkovém objemu
50 pl (souprava Pharmacia T7 Quickprime). Reakce probihala
15 minut p¥i teplot& 37°C. Znalena sonda se poté zahfeje na
teplotu 95°C na 2 minuty, &imZ se denaturuje dvouvlaknova
DNA. Poté& se okam¥it& p¥ida k 10 ml 6xSSC o teploté 60°C a
tento roztok se zameni za pre—hybridiéaéni roztok na

membranach.
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Inkubace za stalého mirného michani pokraduje
PribliZné daldi 3 hodiny pfi teplotd 60°C. Po skondeni
hybridizace se wvylije hybridiza&ni roztok a filtry se
dvakrat promyji v 6xSSC (pokaZdé 15 minut) . Filtry se poté
osusi pomoci filtradniho papiru a zabali do potravind¥ské
£6lie  (Saran™ wrap nebo podobné) . Hybridizace je
vizualizovdna pomoci vhodného rentgenového filmu (na
pfiklad Kodak Xomat™-ARS). Film je exponovan pfes noc za
pokojové teploty. Kolonie obsahujici poZadovany inzert jsou
ty, které dadvaji na filmu nejtmavéj8i skvrny. V tomto
pfipad& pF¥ibliZn& 50 % kolonii vykazovalo pozitivni signdl.
Z nich bylo vybrdno 12 kolonii pro dalsi vybér. Tyto
kolonie byly odebrdny ze =zidlo¥niho filtru a vysety a
udrzovany na plotndch s L-agarem k obsahem 10 pg/ml
tetracyklinu. Pro daldi pokusy byly tyto kolonie péstovany

v L-vyvaru k p¥idavikem tetracyklinu stejné koncentraci.

Vybrané izoldty byly pomoci PCR zkontrolovany, jestli
‘ ObS&hUjl inzert o spravné velikosti. P¥i této kontrole byly
pouZity primery FSPTS1 a 6HIS9E10R1BS1, (Sekvence id. &. 58
a 59), a rovnéZ interni primery BPB2 (Sekvence id. ¢. 51) a
FSPT1. Primer BPB2 je navrien tak, aby hybridizoval v dseku
zralého (mature) genu za vzniku pEibliZné 430 bp dlouhého

tragmentu.

Vybrané kolonie se odeberou z kultiva®nich médii,
suspenduji v 200 pl destilované vody a vari se 10 minut p¥#i
teplot& 100°C v uzaviené mikrozkumavce (Eppendorf™) . Poté
Se suspenze centrifuguje 10 minut v mikrocentrifuze, &im¥
se odstrani zbytky bundk. 1 pl supernatantu se pouZije jako
templét pro PCR skrining. V typickém provedeni se 1 ul
supernatantu smisi s 20 pmol oligonukleotidovych primert
FSPT1 a 6HIS9E10R1BS1, nebo FSPT1 a BPB 2, sm&si dNTP do
celkové koncetrace 200 pM, reakénim pufrem pro Taq
polymerdzu a 0,5 U Tagq polymerdzy. Celkovy objem reak&ni
smési je 20 ul. PCR byla provedena v 25 cyklech, z nichz
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kazdy zahrnoval 1,5 minutovou inkubaci p¥i 94°C, 2
minutovou p¥i 50°C a 2 minutovou p¥i 72°C. Po téchto
cyklech byla reaklni smés jesté€ zah¥dta na 72°C na 9,9

minuty.

Elektroforézou na agardzovém gelu byly v PCR
produktech vyhleddvany prouZky DNA o spravné velikosti
(pEibliZné& 1000 bp pro primery FSPT1 a 6HISY9E10R1IBS1 a
pfibliZnd 430 bp pro primery FSPTL a BPB 2, viz obrazek
18) . VSech dvandct klond poskytlo PCR produkty o spravné
velikosti. Sest z t&chto klonl bylo vybréno pro produkci
plazmidové DNA. Plazmidovd DNA byla pfe®ist&na pomoci
soupravy Quiagen Maxi™ ze 100ml kultury, péstované p¥es noc
pfi  teplot& 37°C v L-vyvaru s p¥idavkem 1Oug/ml
tetracyklinu. Plazmidovd DNA byla poté  sekvenovana
v oblasti PCR produktu pomoci sekvenaéni soupravy USB
Sequenase™, kterd obsahuje DNA polymerdzu bakteriofdga T7.
Alternativné Dbyly fragmenty DNA  sekvenovdny pomoci
autcmatického sekvendtoru pomoci vybaveni ABI. KaZdy =z
klond byl sekvencvdn za pomoci nékolika rdznych primert.
T¥i z téchto primerd (1504, 1590 a 1731) byly poufity ke
kontrele spojovaciéh. oblasti mezi expresivnim vektorem a
vloZenym genem (Sekvence id. &. 60, 61 a 62). Tyto primery
rovnéZ poskytly data o poddtku a konci vioZendho inzertu.
Dal3i primery (679, 677, 1802 a 1280, Sekvence id. &. 51,
52 a 53) byly pouZity pro potvtrzeni zbytku sekvence
vloZeného genu. Tento plazmid obsahujici modifikovany gen
pro aktivni - {(mature) HCBP byl oznafen jako pICI1712.
Potvzend sekvence klonovanédho genu s vyznadenou translaci
od polatku PelBR aZ k znadce (His)6-c-myc je zndzorndna v
Sekvence 1id. &, 64, ptilemi éislovéni‘DNA zalind prvonim
kodénem PelB a ¢islovani aminokyselin zadina pfvni

aminokyselinou aktivniho HCBP.

Kontrolované exprese modifikovaného HCPB  bylo

dosaZeno transformaci kompetentich kmenl E.coli plazmidem
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pICIl712 v pfitomnosti chloridu védpenatého. Mezi temito
kmeny byly i takové, které nejsou schopny vyuZivat jako
jediny zdroj uhliku arabindzu. Tyto kmeny maji

chromozémovou deleci v mist® operonu Ara.

Vyhodnym kmenem je kmen MSD213 {kmen MC 1000 podle
Casadabana a dal&ich, Journal Molecular Biology, v138,179
aZ 208, 1980}, ktery md genotyp F-Ara A(Ara-Leu)ALacX74
GalV GalK StrR. Jiny vyhodny kmen MSDS2S (nebo kmen MC1061)
ma genotyp AraDl39 A(Ara Leu)7697 A Lac74 GalU HsdR RpsL.
Kmeny E.coli vhodné pro kontrolovanou expresi gend z
promctoru AraB v plazmidu pICIi266 s podobnym genotypem
mohou byt ziskdny 2z Genové banky E.coli, Bioclogické
oddé&leni Yalesské univerzity, CT, USA. Selekce
transformanctt probihala na L-agarovém 2ivnédm médiu s
obsahem 10 pg/ml tetracyklinu p¥i teplot& 37°C pres noc.
Jednotlivé kolonii kolonie byly vypichauty =z ploten a
rozet¥eny a udrZovdny na stejném médiu. Vlastni kultivace
pak probihala v Zivném vyvaru s obsahem 10 ug/ml

tetracyklinu.

V8echny expresivni kmeny transformované plazmidem
pICI1712 byly oStfovdny stejnym zplscbem a testoviny na

expresi klonovanédho genu pro HCPB.

1. Jednotlivé kolonie se pouZiji k inokulaci 10 ml
Zivného - wvyvaru (L-broth) s obsahem 10 pug/ml
tetracyklinu 25 ml kultivad&ni nadob& Universal. Za
stalého t¥epdrni se kultury inkubuji p¥es noc p¥i
teplot& 37°C.

2. 75 ml Zivného vyvaru s obsahem 10 pg/ml tetracyklinu
se p¥edehfeje na 37°C v 250 ml kdénické bafice a
inokuluje se 0,75 ml (objemové 1%) pfes noc
péstovanou kulturou. Inkubace pokraduje p#i teplot&
37°C za stdlého t¥epdni. Rlst bakterii se sleduje

pomoci absorbance p¥i vlnové délce 540nm. Indukci
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exprese klonovaného proteinu je t¥eba provést bEhem
exponencialniho ridstu kultury, Lo znamend p¥i
hodnotach 0.D.y,, v rozmezi 0,4 a O0,56. Kultury
dosdhnou té&chto hodnot obecn& po 90 a¥ 150 minutédch

po inokulaci.

3. Poté co buriky dosdhnou poZadované hustoty, kultura se
nechd ochladit na p¥ibliZné 30°C tFicetiminucovym
stanim za pokojové teploty. Poté se p¥idd arabinéza
do konecné koncentrace 1 % (w/v) a pokraduje se v
inkubaci p¥i teplot& 30°C za stdlého t¥epini po dobu

4 aZz 6 hodin.

4, Po této inkubaci se zm&fI kone&nid opticki hustota a
butky se zcentrifuguji. M&reni optické hustoty slouzi
pro vypolet objemu vzorkového pufru pro proteinovou
elektroforézu na akrylamidovém gelu {(Laemmli) nutnéhc
pro resuspendovani bunécné pelety. Pro O.D. ni%d{ ne?

.1 se pouZije 10 ul pufru na ka¥dych 0,1 0.D., pro
hustoty vyssSi neZ 1 se pouZije objem 15 ul na kaZdych
0,1 0.D. Vzorkovy pufr podle Laemmliho obsahuje
0,125M Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 2% P-merkaptoethanol,
10% glycerol a 0,1 % Bromfenolovou mod#.

5. Vzorky se resuspenduji a denaturuji 10 minutovym
povarenim p¥i 100°C apoté se zcentrifuguji, 3im¥ se

oddéli viskdézni bun&éné zbytky od supernatantu.

Vzorky obyfejng& o objemu 20 ul supernatantu se
nanesou na 17% SDS akrylamidové gely kde se
electroforeticky separuji proteiny. VEt&inou se stejné
vzorky nandSeji na dva gely, takZe jeden lze pou¥it k
detekci v8ech proteind barvenim Cocomassie mod¥i nebo
podobnym barvivem a druhy se pouZije k detekci specifickych

produktl pomoci Western blotové analyzy.

Proteiny 2z elektroforetického gelu se pro provedeni

Western-blotu prevedou na nylonovou membranu (Problot™
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nap¥iklad od Applied Biosystems) pomoci polosuchého
blotovaciho za¥izeni (Bio-rad nebo podobného). P¥ed a bShem
provddéni blotu se membrédna stdle udriuje vlhka. Po pfenosu
proteind na membrdnu se tato blokuje 5% roztokem
odtu¢néného mléka (Marvel™ nebo podobného) ve fosfatem
pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS). Blokovani probihd 5
hodin za pokojové teploty a za st&lého jemného michéni.
Membrana se poté 3 kridt promyje za pokojové teploty za
stalého jemného michdni. Ka%dé promyvini trvd 5 minut a

pouZziva se k nému PBS s obsahem 0,05 % Tweenu 20.

Promyté membrany se inkubuji s roztckem primdrni mysSi
monoklondlni protildtky 9E 10 proti c-myc peptidu (viz
vySe) ve vhodném z¥edéni (typicky 1:10.000 pro ascity nebo

o\

1:40 pro supernatanty z hybridomi) v PBS s obsahem 0,05
Tweenu 20 a 0,5 % nizkotucénédho mléka. Inkubace s
protildtkou probihd p¥es noc za pokojové teploty a za
stdlého jemného michani. Poté se membrana za pokojové
teploty a za stdlého jemného michiani 3 krit 5 minut promyje
v PBS s obsahem 0,05 % Tweenu 20. Promyté membriny se
inkubuji s roztokem sekunddrni anti-my3i {obyZejné kozi)
protildtky =znafené k¥enovou peroxidizou (napfiklad Az4416,
Sigma) ve vhodném z¥ed&ni (typicky 1:10.000) v PBS s
obsahem 0,05 % Tweenu 20 a 0,5 % nizkotu®ného mléka.
Inkubace s protildtkou probiha alespotfi 3 hodiny za pokojové
teploty a za stdlého jemného michini. Poté se opét membrina
za pokojové teploty a za stalého jemného michin? 3 krat
alesponl 10 minut promyje v PBS s obsahem 0,05 % Tweenu 20.
Po promyti se membrdna ddle zpracovdvd technikou Amersham
ECL™ pro detekci Western blotd a vysledek je =zobrazen
pomoci filmu Amersham Hyperfilm™ ECL. Prvni expozice je
zpravidla 30 sekund a dal%i se upravi tak, aby na vysledném
obrazku byly jasné patrné prouiky exprimovanych proteind.
MiZe byt rovné€Z pouZit jiny podobny Systém se srovnatelnou

citlivosti pro detekci protein’ na membranich.
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Dobrd exprese klonovaného znadeného HCPB v plazmidu
pICI2e66 (pICIl712)byla prokdzdna v E.coli kmend MSD213 a
MSD525 barvenim Coomassie modfi. Tyto kmeny vykazovaly novy
proteinovy prouZek o velikosti p¥ibliZné 35 kDa vzhledem ke
kmeni se samotnym vektorem (pICI266). Prou¥ek o shodné
velikosti daval rovn&Z silny signdl ve Western blotu

detekujicim peptidovou znadku c-myc.

Referenini p¥iklad 1s6:

Exprese aktivniho HCPR v E. coli

Zpisob kloncvdni a exprese aktivniho HCPB v E.coli je velmi
podobny zpusobu popsanému v referendnim p¥ikladu 15. Opét
se pouZije plazmid pICI266 jako klonovaci vektor, nicméng,
v tomto pfipadé se jako vychozi materdl pro PCR amplifikaci
genu aktivniho HCPB pouZije plazmid pICILl712, obsahujici
znaleny gen v expresivnim vektoru. Dva oligonukleotidy
oznacené 2264 a 2265 (Sekvence id. &.: 65 a 66) se pouZiii
v PCR reakci misto primerd FSPTS1 a 6HIS9E10RI1BRS1. Reak&ni
podminky jsou podobné jako v referendnim pfikladu 15, pouze
se pouzije DNA z plazmidu pICI1712 misto pICI1698.

Prvni oligonukleotidovy primer 2264 byl navrZen tak,.
Zze hybridizuje s plazmidem pICI1712 a zdrovéi do néj zavadi
restrikéni misto pro enzym Ncol ve vedouci sekvenci PelB a
ddle pokraluje v polatku vloZeného genu HCPB {DNA b3ze 36
az 66 véetné v Sekvenci id. &.: 64). Druhy primer, oznaeny
2265 byl navrZen tak, Ze hybridizuje s koncem genu pro
aktivni HCPB pfed zalatkem sekvence pro zna&ku (His)¢-c-myc
( Je komplementdrni k DNA bazim 965 a% 987 v&etnd v
Sekvenci id. &.: 64) a zirovéii zavadi na Konec genu kodény
pro terminaci translace (koplementdrni k TAA TAA) a
restrikéni misto pro enzym ECORI - (GAATTC) . Tento
oligonukleotid hybridizuje zp&t do genu tak, aby PCR

poskytovala sekvenci genu pro aktivni HCPB.
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Alikvot PCR produktu byl testovan na pritomnost DNA o
spravné velikosti size (p¥ibli¥n& 970 bp) elektroforézou na
agardzovém gelu. Vzorek obsahoval preva?nE DNA o Spravné
velikosti. Zbytek PCR produktu byl zbaven konaminantd z
reakéni smési a pfelistédn zpusobem obdobnym referennimu
pfikladu 15. Izolovand DNA byla restrik&n# Stépena enzymy
NcoI a EcoRI. DNA o spravné velikosti (pfibliZné 940 bp)
byla purifikovdna podcbnym zplsobem jako v referenénimu
pfikladu 15.

Dvouvlaknova DNA =z plazmidu pICI266, pfipravena
podobnym zplsobem Jako referennim prikladu 15, byla
restrikéné 3té&pena enzymy Ncol a EcoRI a to velmi peclivé,
tak aby Scdpeni prob&hlo tdplnd. DNA o spravné velikosti
(pfibliZn& 5600 bp) byla purifikovina podobnym zplsobem

jako v referendnimu p¥ikladu 15.

Alikvoty obou #tépenych a purifikovanych vzorkil DNA
byly pomoci elektroforézy na agardzovém gelu otestovdny na
svoji &istotu a Dbyla odhadnuta jejich  koncentrace
porovnanim se zndmymi standardy. Tento odhad byl pouZit p¥i
ptipravé ligalni sm&si pro klonovani genu HCPB do plazmidu

pICI266 podobnym zplsobem jako v referenZnim p¥ikladu 15.

Po  ligacni reakci byla sm&s DNA pouZita k
transformaci E.coli kmene DH5a. Jednotlivé kolonie byly
vypichnuty pdrdtkem a otestovany hybridizaci a podobnym

zpisoben jako v referendnim p¥ikladu 15.

%est z t&chto klond bylo vybrdno pro piipravu
plazmidové DNA. Tyto klony byly poté sekvenovany v oblasti
PCR produktu zplsobem podobnym referen&nimu p¥ikladu 15.
Klony byly sekvenovany pomoci Sesti riznych
oligonukleotidevych primerd oznafenych 1504, 1802, 679,
1280, 677 a 1731 (Sekvence id. &.: 60, 63, 51, 53, 52 a
62) . Ze sekvenalnich vysledkt byl vybrdn klon obsahujici
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plazmid s poZadovanym genem pro aktivni HCPB. Tento klon
byl oznalen pICI1736.

Potvrzend sekvence klonovaného genu s vyznacenou
sekvenci aminokyselin za&inajici sekvenci PelB a3 po
sekvenci restrikéniho mista pro EcoRI je popsdna v Sekvence
id. &.: 67, ptiemZ &islovani DNA zadini na prvnim koddnem
PelB a aminokyselinovd sekvence je &islovdna od pocatku
aktivniho HCPB.

Kontrolované exprese aktivniho HCPR bylc dosaZeno
transformaci kompetentich kment E.coli plazmidem pICIi736 v
pfitomnosti chloridu vdpenatého podobnym zplisobem jako v
referenénim p¥ikladu 15. VSechny transformované expresivni
kmeny obsahujici pICI 1736 byly testovany zpusobem podobnym
referenc¢nimu p¥ikladu 15 na expresi klonovandho genu pro
HCPB.

Nicméné v tomto p¥ipadd nemohla byt pouZita mySsi
monokionélni protildtka se specifitou k c-myc, protoZe
aktivni HCPB nem& na C-konci peptidovou znadku. Proto byla
jako primarni protildtka pouZita krilidi protildatka proti
hovézi karboxypeptiddze A (RBiogenesis), ktersi reaguje s
purifikovanou lidskou pankreatickou karboxypeptiddzou B.
Jako sekunddrni protildatka byla pouZita kozi-anti-krali&s
IgG znafend kfenovou peroxiddzou (Sigma A9169 nebo
podobnd) .

Exprese klonovaného aktivniho HCPB v plazmidu pICI266
(pICI1736) byla demonstrovdna v E.coli kment MSD2 13 a
MSDS2S v proteinovych gelech barvenych Coomassie med¥i. Vv
téchto gelech byl patrny novy proteinovy prouZek o
velikosti p¥ibliZn& 34 kDa vzhledem ke klonim se samotnym
vektorem pICI266.

ProuZek o shodné velikosti ddval rovn&3 silny signdl

ve Western blotu detekujicim hovézi karboxypeptiddzu A.
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Referenéni p¥iklad 17: Exprese aktivaniho (maturovaného)

HCPB burikami COS

Gen kdédujici preHCPB byl vytvo¥en pomoci PCR z plazmidu
pICI1698 (viz referenéni p¥iklad 14). Reak&ni smés pro PCR
obsahovala jako templat plazmid pICI1689 (10ug) a 100 pmeol
kaZdého z primerd Sekvence id. &.: 34 a 35 ve 100 ul pufru
obsahujicim 10mM Tris-HC1 (pH 8,3), SOmM KCl, 1,5mM MgCl,,
0,125mM kazdého 2z nukleotidtrifosfdtd a 2,5 U Tag DNA
polymerdzy (Amplitag, Perkin-Elmer Cetus). Reakdni smés
byla pfevsrtvena minerdlnim olejem (100 pul). Reakce
probihala za téchto teplot: 94°C na 1 minutu, 53°C na 1
minutu a 72°C na 2,5 minuty. Tyto teploty se opakovaly v
celkem 25 cyklech. Na zavér byla celd reakéni smds jedtd 10
minut inkubovédna pfi 72°C.

PCR produkt o wvelikosti 985bp byl izolovan
elektroforézou na 1 % agardzovém gelu (agardza typu I.
Sigma A-6013), prouZek vy¥iznut a DNA p¥eliSténa pomoci
soupravy GenecIean™ (Geneclean II kit, Stratech Scientific
Ltd. nebo Bio 101 Inc.). Souprava Geneclean kit obsahuje 1)
6M iodid sodny, 2) koncentrovany roztok chloridu sodného,
Tris a EDTA pro p¥ipravu promyvacich roztokd chlorid
sodny/ethanol/voda, 3) Glassmilk™ - 1,5 ml lahvidka
obsahujici 1,25 ml suspenze specialni silikdtové matrice ve
vodé. Tato technika purifikace DNA je zaloZena na zplsobu
Vogelsteina a Gillespie, publikovaném v  Proceedings
National Academy Sciences USA (1979) Vol 76, 615. Pop¥ipadé
miZe byt pouZit libovolny jiny zplisob popsany v "Molecular
Cloning - a laboratory manual", Sambrook, Fritsch a
Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory, 1989). Strudny
popis techniky Geneclean: K jednomu dilu agaru vy¥iznutému
z gelu se pfidaji t¥i dily zroztoku iodidu sodnédho ze
soupravy. Agardza se roztavi zahfitim smé&si na 55°C (10
minut). Pak se p¥idd silikatovd matrice Glassmilk™
(5-10ul) . Smé&s se dob¥e promichd a nechd se 10 minut stat

za pokojové teploty. Matrice glassmilk se stodi a 3 krat
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promyje 500 pl promyvaciho pufru NEW WASH ze soupravy.
Promyvaci pufr se odtrani a matrice Glassmilk se necha
oschnout na vzduchu. DNA se uvolni inkubaci vysusené
matrice Glassmilk s 5 aZ 10 pl vody pri teploté& 55°C po
dobu 5 aZ 10 minut. Centrifugaci se zisk& vodny supernatant
s obsahem eluované DNA. Tento elu&ni krok se mi¥e opakovat

a supernatanty se mohou spojit.

Gen preHCPB se 1 hodinu 3t&pi restrik&nimi enzymy
EcoRI a HindIII pfi teplot& 37°C v 100y reak&ni smési,
‘ktera obsahuje 100mM Tris-HC1 (pH 7,5), 1omM MgCl,, 50mM
NaCl, 0,025% Triton X-100 a 25U kaZdého z enzymt HindIII a
EcoRI (New England Biolabs). St&peny fragment se p¥edisti
elektroforézou na agardzovém gelu a na matrici GeneClean
tak, jak bylo pops&no vySe pro nestépeny fragment apoté se
klonuje do plazmidu pBluescript™ (Stratagene Cloning:
Systems) .

DﬁA z plazmidu pBluescript™ XS+ (5ug) se {plné
nast&pi restrik&nimi enzymy EcoRI a HindIIT (25 U kazdého)
ve 100 ul reakéni smdsi tak, jak bylo popsdno vySe. K
nastépenému plazmidu se pfidd teleci st¥evni alkalicka
fosfatdza (1 ul, New England Biolabs, 10 U/ul) &imZz se
cdstrani 5' fosfatové konce. Reakéni smés se inkubuje p#i
teploté& 37°C daldich 30 minut. Fosphatdza byla inaktivovana
10 minutovym zah¥atim na  70°C. Plazmid na&té&peny
restrikCnimi  enzymy  EcoRI-HindIII se  purifikuje z
agardzového gel tak, jak bylo popsdno vySe. 50 ng genu
PreHCPB nasStépeného restrik&nimi enzymy EcCORI-HindIII se
liguje s vySe uvedenym plazmidem v 20 pl reakéni smési
obsahujici 30mM Tris-HCl (pH7,8), 10mM MgCl,, 10 mM DTT, 1
mM ATP, 50 ug/ml BSA a 400 U T4 DNA ligdzy (New England
Biolabs. Inc). Reakce probihi 4 hodiny p¥i teplot& 25°C.
Vzorky reakéni smé&si o velikosti 1 ul se pouZiji k
transformaci 20 ul kompetentnich E. coli kmene DH5a

(kompetentnich bun&k s maximadlni G&innosti transformace,
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Life Technologies Ltd.) za pouZiti protokolu dodaného
vyrobcem. Transformované buiiky se vyseji na plotny s

L-agarem obohacenym 100 pg/ml ampicilinu.

Klony potencindlné produkujici preHCPB se
identifikuji pomoci PCR. KaZdy z klonl je pouZit pro PCR
tak, jak bylo popsdno vySe pro p¥ipravu genu preHCPB s
vyjimkou toho, Ze mix s butikami se inkubuje 5 minut p¥i
teploté 94°C (horky start) jedté p¥ed vlastnimi 25 cykly
PCR a misto primerd Sekvence id. &.:34 a 35 se pouziji
primery podle Sekvence id. &.: 36 a 37. Z reakdni sm&si se
odebere vzorek (10 ul) a analyzuje se elektroforézou na 1%
agarbzovém gelu. Klony obsahujici gen preHCPB se snadno
identifikuji diky pF¥itomnosti 1.2kb dlouhého PCR produktu.
Klony déavajici jasny 1.2 kb dlouhy signdl se pouziji pro
pfipravu plazmidové DNA ve velkém mé¥itku. Sekvence inzertu
se ovérl sekvendni analyzou. V¢sledny plazmid obsahujici’

gen preHCPB v plazmidu pBluescript™ byl pojmenovan pMF15.

GS-System™ (Celltech Biologics) byl pouZit Pro
pfipravu vektord schopnych exprese genu pro HCPB v
eukaryotickych butikdch (viz WO 87/04462, WO 89/01036, WO
86/05807 a WO 89/10404). Tato technika zahrnuje klonovani
gen preHCPB do HindIII-EcoRI oblasti vektoru pEEl2. Tento
vektor je podobny vektoru pSV2.GS popsanému Bebbingtonem a
dal$imi (1992), Bio/Technology 10, 169 a¥ 175, p¥iCemZ u
nej byly cilenou mutagenezi odstrandny ndkterd cflovi
mista, pfitomnd v plivodnim vektoru pSvV2.GS. Tim bylo

dosaZeno toho, Ze mista v polylinkeru jsou unikétni.

Expresivni vektor byl zkostruovdn tak, #e byly
plazmidy pEEl2 a pMF15 Zté&peny restrikénimi enzymy ECoRI a
HindIII tak, jak bylo popsino vyfe. P¥isludny vektor (z
plazmidu pEEl2) respektive inzert (z plazmidu pMFl5) =z
kaZzdého $tépeni se izoluje elektroforézou na 1% agardzovém
gelu. Ob& DNA se spoji ligaci a pouZiji se pro transformaci

kompetentnich bunék DHSo. Transformované buriky se pfenesou
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na plotny s L-agarem s p¥idavkem 100 pg/ml ampicillinu.
Pomoci PCR se kolonie otestuji tak, jak bylo popsédno vyse,
Jako primeri se pouZije Sekvence id. &.: 38 , ktera
hybridizuje s oblasti v CMV promotoru a Sekvence id. &: 39,
kterd hybridizuje s oblasti v genu HCPB. Klony produkujici
1,365kb dlouhy PCR produkt ~se pouZiji pro pfipravu
plazmidové DNA ve wvelkém mE¥itku. Sekvence inzertu byla
potvrzena sekveﬁovénim. Plazmid obsahujici sekvenci preHCPR

v puvednim plazmidu pEE!2 byl pojmenovan pMF48.

Jiny eukaryoticky expresivai plazmid pEEl2 obsahujici
prepro sekvence genu preproHCPB byl pfipraven vySe popsanym
zpisobem. V poldtedni PCR byly pouZity primery podle
Sekvence id. &.: 40 a 41. Tato reakce slousi k izolaci
sekvence prepro z plazmidu PMF18 (viz referen&ni p¥iklad
19). V tomto p¥ipad& byla BCR zahdjena horkym startem, t.j..
inkubaci sm&si bez Taq DNA polymerdzy po dobu 3 minut p¥i
teploté 94°C. poté byly pfiddny 2,5 U Tag DNA polymerdzy a
PCR pokradovala dal3imi 25 cykly tak, jak bylo popsino
vySe. 360 bp dlouhy fragment byl naklonovdn do plazmidu
pBluescript za vzniku plazmidu PMF66 a ndsledné do plazmidu
PEE12 (testovanc pomoci PCR s primery podle Sekvenci id. &.
40 a 41) za vzniku plazmidu pMF§7.

Pro expresi preHCPB a preproHCPB v eukaryotickych
burikdch byly vektory cbsahujici tyto geny trahsfikovény do
COS-7 bunék. COS buiky jsou budky  z bun&dnych 1linii =z
ledvin kodkodana zeleného (African green monkey) CV-1,
transformované d virem SV40 s defektnim pofatkem replikace.
Tyto butky jsou v hojné mite vyuZividny pro kratkodobou
pfechodnou expresi rlznych proteini pro svoji schopnost
replikovat cirkuldrni plazmid obsahujici poatek replikace
viru SV40 a dosdhnout p¥itom vysokého podtu kopii plazmidu.
Existuji dv& hlavni dostupné linie: COS-1 a C0S-17. Zaklady
transfekce bunék COS Jsou popsiny v prici Bebbinoton v
Methods: A Companion to Methods in Enzymology (1991} 2,

e m————— =
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strana 1l41. Pro expresi gend HCPB byly plazmidové vektory
pMF48 a pMF67 (4 pg kazZdédho) pouZity k transfekeci C0S-7
bunék (2x10°) na Sesti jamkové kultivadni plotnd v 2 ml
média DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) s p¥idavkem
10% tepelné inaktivovaného fetdlniho teleciho séra (FCS)
zpusobem zndmym jako lipofekce - transport polynukleotidd
zprostfedkovany kationickymi lipidy - [viz Felgner a dalsi,
Methods: A Companion to Methods in Enzymology (1993} 5,
strana 67 aZ 73). Butky byly 20 hodin inkuboviny p¥i
teploté 37°C v inkubdtoru v atmosfé¥e CO,. Sm&s plazmidové
DNA v 200 ul bez-serového media OBTI-MZM {Reduced Serum
Medium: GibcoBRL kat. &. 31985) se opatrné smichala s 12 ul
¢inidla LIPOFECTIN (GibcoBRL kat. €.18292-011) . Poté
nasledovala 15 minutovd inkubace za pokojové teploty. Pak
byly butlky promyty 2 ml bez-sérového média OPTI-MEM.
Nakonec se ke sm&si DNA/LIPOFECTIN p¥ida bez-sérové medium
(600ul, OPTI-MEM) a vyslednd sm&s se navrstvi na buiiky,
které se 6 hodin inkubuji p¥i teplot& 37°C v inkubdtoru v
atmosfére CO, M&dium obsahuiici DNA se nahradi normialnim
médiem DMEM obsahujicim 10% FCS a bufiky se inkubuji tak,
jak bylo popsdnc vyZe po dobu 72 hodin. 250 pl supernatantd
z buné€nych kultur se testuje na HCPB aktivitu proti proti
Hipp-Arg (5 hodinovy test) tak, jak bylo popsdno v
referencnim pf¥ikladu 11. Supernatanty bun&k COS, které byly
transformovdny pouze &inidlem LIPOFECTIN bez plazmidové DNA
hydrolyzovaly 1.2 % substrdtu, zatiImco supernatanty bun&k
CoS, které byly transformovdny sm&si plazmidd exprimujicich
preHCPB a preproHCPB hydrolyzovaly 61 % substritu Hipp-Arg.
COS bunky, transfikcvané pouze plazmidem obsahujicim
preHCPB hydrolyzovaly Hipp-Arg stejnou m&rou jako COS bufiky
o8et¥ené pouze ¢inidlem LIPOFECTIN.

Cinidlo LIPOFECTIN je 1:1 (w/w) lipozdmovy pripravek
obsahujici kationicky lipid N-[1-(2, 3-
dioleyloxy) -propyl] -n.n.n-trimethylamonium chlorid {DOTMA)
a dioleoyl fosfatidylethanolamin (DOPE) v membrdnovs
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filtrované vod&. Tento pfipravek spontann& vaZ%e DNA =za
vzniku komplexu 1lipid-DNA, viz Felgner a dal3i v Proc.
Natl. Acad. Sci. usa (1987), 84, 7431.

Peferenni pt¥iklad 18: Exprese proteinu proHCPB v E. coli

Zpusob klonovani a exprese pro-HCPB v E.coli je velmi
podbny zplsobu popsanému v referendnim prikladu 13. Opst
byl pouZit plazmid pICI2é6 jakoZto klonovaci vektor, jako
vychozi materidl pro PCR amplifikaci genu pro-HCEB byl
pouzit plazmid pICI1698 (tak, jak  bylo popsdno v
referenénim p¥ikladu 14) ., Misto primerd FSPTS1 a
6HISSEIOR1BS1 byly poufity primery ozna&ené jako 2310 a
2265 (Sekvence id. &.: 68 a 66). PCR reakce probihala za

podobnych podminek jako v referendnim p¥ikladu 15.

Primer 2310 byl navr¥en tak, aby hvbridizoval s
plazmidem pICI1698, a aby zaroveid zavedl do PCR produktu
restrikéni misto pro restriké&ns enzym Ncol. Primer
hybridizuje od po&itku vedouci sekvence DPelR (DNA bdze 51
az 66 v&etn& v Sekvenci id. &.: 64) po zaddtek vloFendho

genu pro-HCPB (DNA béze 40 a%¥ 57 vdetnd v Sekvenci id. .

56) .

Druhy primer 2265 byl navrien tak, aby hybridizoval s
koncem genu pro maturovany HCPB pfed poddtkem sekvence
peptidové znalky (His)6-c-myc tag (je komplementdrni s
bizemi DNA 965 a%* 987 v&etnd v Sekvenci id. &.: 64). Tento
primer zdrovedl zavedl do PCR produktu kodén komplementirni
ke kodbénu pro terminaci translace (komplementdrni k TAA
TAA) na konec kenu. Za tento koddn je vloZeno restrikdéni

misto pro enzym EcoRI (GAATTC) a baze pro vyplnéni.

Tento oligonukleotid slou?i 3ako primer smérem zpitky
sm&rem do genu tak aby produktem PCR byla sekvence
pro-HCPB.

Elektroforézou na agardzovém géelu byl analyzovan

alikvot PCR produktu, p#i&ems byla =zjistovdra sprévni
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velikost DNA (1240 bp). Vysledny produkt obsahoval prevazné
DNA o spravné velikosti. Zbyly produkt reakce byl pfelidtén
a zbaven pfebytelnych reagencii podobnym zplsobem jako v
referenénim prikladu 15. 1Izolovand DNA byla Stépena
restikénimi enzymyNcol a EcoRI. DNA o spravné velikosti
(pfibliZné 1210 bp) byla poté purifikovand podobnym

zpusobem jako v referen&nim p¥ikladu 15.

Dvouvldknovd DNA plazmidu pICI266 byla pIipravena zpusobem
podobnym jako v referenénim p¥ikladu 15. Poté byla
restrikcné Stépena enzymy Ncol a EcoRI, p¥idemZz byl kladen
diraz na uUplné dokondeni reakce. DNA o spravné velikosti
(pfibliZn& 5600 bp) byla purifikovdna podobnym zpusobem

jako v referenénim p¥fikladu 15.

Pomoci elektroforézy na agarovém gelu byla
zkontrolovdna ¢&istota a odhadnuta koncetrace DNA v
alikvotech purifikované a restrikd&né Stépené DNA porovnidnim
se znadmyml standardy. Tyto odhady byly pouZity p¥i pfipravé
liga¢ni smési pro klonovani genu pro-HCPB do vektoru pICI2é

podobnym zplsobem jako v referen&nim pfikladu p¥ikladu 15.

Po této ligacdni reakcli se sm€s DNA pouZije k
transformaci E.coli kmene  DH5«. Kolonie  obsahujici.
plazmidy s poZadovanym inzertem se identifikuji hybridizaci

cdobnym zplsobem jako v referenlnim p¥ikladu 15.

étyfi.pozitivné'hybridizujici izolaty byly podrobeny
PCR detekci inzertu o sprdvné velikosti. P#i této detekci
byly pouZity primery 2310 a 2265, (Sekvence id. &.: 68 a
66), a rovnéZ par intexnich primerd 1279 (Sekvence id. &.:
54) a 673 (Sekvence id. &.: 51) podobnym zpliscbem jako v
referenénim p¥ikladu 15. Pomoci elektroforézy na na
agardézovém gelu byly v PCR produktech vyhledidna o DNA
spravné velikosti (p¥ibliZné& 1200 bazi pro primery 2310 a
2265, a pribliZn€ 580 bp pro primery 1279 a 679). VSechny

testované klony obsahovaly DNA o spriavné velikosti.
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PLazmidovd DNA byla poté pYipravena ze v&ech ¢tyr
klond. Tato DNA 'byla poté sekvenovdna ‘v oblasti PCR
produktu a podobnym zplsobem jako v referendnim prikladu
15. KLony  byly  sekvenovidny  pomoci Sesti ruznych
¢ligonukleotidovych primerd oznadenych 1504, 1802, 679,
1281, 1590 a 1592 (Sekvence id. &.: 60, 63, 51, 55, 69 a
70). Na =zikladé vysledkt sekvenace byl vybran plazmid
obsahujici pcZadovanou sekvenci genu pro-HCPB was selected.

Tento plazmid byl oznaden pICI1738.

Sekvence 1id. &.: 71 zndzoriiuje potvrzenou sekvenci
klonovaného genu pro-HCPB v plazmidu pICIL1738, s vyznadenou
amino kyselinovou sekvenci od podétku sekvence PelB a¥ po
restrikéni misto EcoRI. Cislovdni DNA zadini prvnim kodénem
peptidu PelB. Cislovdni a peptidu za®ini od maturovandho
HCPB. |

Po transformaci kompetitivnich bundk E.coli za

pritomnosti chloridu védpenatého plazmidem pICI1738 bylo

dosaZeno kontrolované exprese proteinu pro-HCPB, viz
referenni p¥iklad 15. vVZechny klony transformované
plazmidem pICI1738 byly ofet¥oviny a restovdny na expresi.
klonovaného genu HCPB podobnym zpiisobem jako v referendnim
pfikladu 15. Nicmén® v tomto pFipadsd nebylc ve Western
blotu moZno pouZit moncklondlni protildtku 9E10 specifickou
proti peptidu c-myc vzhledem k tomu, Ze protein pro-HCPB
neméd C-koncovou znaZku. Proto byla jako primarni protilitka
pouzita krdli&i protilatka proti hovézi karboxypeptiddze A
(Blogenesis), kterd reaguje s purifikovanou lidskou
pankreatickou  karboxypeptiddzou  B. Jako sekundéarni
protildtka byla poufita kozi-anti-kralidi IgG znadenéd

kfenovou peroxiddzou (Sigma A9169 nebo podobni) .

Exprese klonovaného proteinu pro-HCPB v plazmidu
pICI266 (pICI1738) byla demonstrovdna v E.coli kmen MSD2
13 a MSDS2S v proteinovych gelech barvenych Coomassie

mod¥i. V téchto gelech byllpatrn? novy proteinovy prouZek o
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velikosti p¥ibliZné& 40 kDa vzhledem ke klontm se samotnym
vektorem pICI266 a vzhledem ke klonlim s produkujicim
znaCeny HCPB (viz referendni ptriklad 15). Prou¥ek o shodné
velikosti daval rovné&%Z silny signdl ve Western blotu

detekujicim hovézi karboxypeptiddzu A.

Referenini priklad 19: Exprese proHCPB butikami COS

Gen kodujici preproHCPB byl vytvofen pomoci PCR tak, jak
bylo popsdno v referendnim p¥ikladu 17, pEicemz jako
templat byl ©pouZit plazmid pICIle8e a jako primery
oligonukleotidy podle Sekvence id. &. 3¢ a 40. Vznikly
produkt mél velikost 1270 bp.

Gen byl poté S&tépen restrik&nimi enzymy EcoRI a
HindIII a klonovdn nejprve do plazmidu pBluescript KS+ (za
vzniku plazmidu pMF18) a apk do plazmidu pEE12 v buiikdch
DH5a¢ (za vzniku plazmidu pMF49) tak, jak bylo popsdno v
referennim pf¥ikladu 17.

Plazmidem pEEl2d byly poté transfikoviny buiiky C0S-7
pomoci ¢inidla  LIPOFECTIN tak, jak  bylo  popsédno
vreferenénim p¥ikladu 17. 250 ul bundného supernatantu.
bylo poté 5 hodin testovédno na aktivita enzymu HCPB p¥iZemz
jako substrdt byl pouZit Hipp-Arg tak, jak bylo popsano v
referentnim p¥ikladu 11. ©Poté nasledovala 1 hodinova
aktivace trypsinem (700 pug/ml) v 30mM Tris-HCI (pH7,6), 150
mM NaCl pfi teplot& 4°C. Za té&chto podminek do$lo k Gplné
hydrolyze substrdtu Hipp-Arg zatimco supernatant bun&k COS
oSet¥enych pouze &inidlem LIPOFECTIN bez plazmidové DNA po
aktivaci trypsinem dokdzal hydrolyzovat pouze 30 %

substratu Hipp-Arg.




Referendni priklad 20:
Purifikace nativniho HCPB

Pro pocateéni purifikaci nativniho a rlznych
mutantnich enzymi byly navrZeny dva zpusoby. Nejdfive bude

popsédn vyhodn&jsi z nich.

Suspenze rekombinantnich bun&k E.coli obsahujicich
rekombinantni enzym byly vyjmuty z mrazdku -70°C a nachaly
se roztat. Bufiky byly zvdZeny a resuspendovéany v pfidavku
pufru A (200mM Tris (hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid
(TRIS-HCLl), 20% sacharéza (C,,H,,0,,), pH 8,0) do objemu

rovného puvodni hmotnosti bunék.

Bun&Cna suspenze byla poté 20 minut inkubovana za
pokojové teploty za obfasného jemnédho michiani. Poté byl
pfidéﬁ stejny objem destilované vody a suspenze byla

dikladn&€ promichdna. Pak se suspenze opdt 20 minut inkubuje

za pokojové teploty a za ob&asného jemného michéni.

Vysledny bun&lny lyzat zpisobeny osmotickym Zokem se zbavi
nerozpustnych &dstic 90 minutovou centrifugaci p¥i 98000 x
g a pfi teploté 4°C. Poté se dekantuje supernatant a p¥ida.
se k nému deoxyribonukledza 1 do vysledné koncentrace 0,1
mg/ml a reakéni sm&s se inkubuje za pokojové teploty za
stdlého t¥epdni dokud viskozita smdsi nepoklesne natolik,
Zze miZe byt nanesena na sephardzdévou afinitni kolonu s
inihibitorem karboxypeptiddzy (CNBr aktivovand sephardza).
Kolona se pripravi podle instrukci dodanych s CNBr
aktivovanou Sepharézou 4B od firmy Pharmacia a s
inhibitorem karboxypeptidédzy A bramborovych hliz
(c-0279,Sigma) . pH supernatantu bylo upraveno na pH8,0 a
poté byl ihned nanesen ha kolonu p¥edvrstvenou 10mM
TRIS-HCl, 500mM chloridem sodnym, pH 8,0. Pak byla kolona
promyvana eluénim pufrem (100mM uhli&itan sodny, 500mM
chlorid sodny, pH 11,4) dokud absorbance pruchoziho pufru
nepoklesla zp&t na hodnotu p¥ed nenesenim vzorku. Eluované
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frakce byly zmraZeny na -20°C a mezitim byly pomoci Western
blotu s mySi monoklondlni protildtkou 9E10 proti c-myc
identifikovany Ly, které obsahuji rekombinantni
karboxypeptidazu. Jako konjugatu bylo pouzito
koriské-anti-mySi protildtky s k¥enovou peroxidazou (a-9044,
Sigma), ktery poskytuje Dbarevnou reakci po pridavku
4-chloro-naftolu a peroxidu vodiku.

Frakce obsahujici rekombinantni karboxypeptiddzu B
byly spojeny, zakoncentrovdny a jejich PH nastaveno na 7,5.
Poté byly rychle zamraZeny na -20°C a za této teploty
skladovany. Je-li pot¥eba 1lze jedté& provést dalsi
purifikaci za pouZiti zndmych metod jako jsou nap¥iklad
chromatografie na iontoméni&i a gelova permeacni

chromatografie.

Druhym moZnym postupem je celkovd lyza bufiky E.coli
jako protiklad k osmotickému Zoku pouZitému ve vyhodném

zpUsobu.

Rekombinantni butiky E.coli obsahujici rekombinantni
enzym byly resuspenovény v lyzogennim pufru (50mM TRIS-HCIL,
15% sachardza, pH 8,0). K lytické smési se pfidad lysozyme
do koncentrace 1 mg/ml z&roveil s 80 ul 25% roztoku lithium
dodecylsulfdtu (LDS) na 25 ml suspenze. Pak ge suspenze
inkubuje 30 minut na ledu za ob&asného t¥epdni. Pak se
pridd deoxyribonukledza 1 a¥ do koncentrace 1 mg/ml a
suspenze se opét inkubuje na ledu po dobu 30 minut za

ob&asného zat¥epdni.

Poté se suspenzerozd&li do 200 ml mnoZstvi a sonikuje
se do dplného rozbiti bun&k deseti 30 sekundovymi divkami s
30 sekundovymi intervaly mezi té&mito davkami. Sonikované
suspenze se 90 minut centrifuguji p¥i 98,000 x g pri
teploté 4°C a poté se supernatant dekantuje a jeho pH

nastavi na 8,0. Takto upraveny supernatant se nanese na




afinitni kolonu. p¥edvrstvenou 10 mM TRIS-HCl1, 500mM
chicridem sodnym, pH §,0.

Pak se kolona promyvd eludnim pufrem (100mM uhliditan
sodng, 500mM chlorid sodny, pH 11,4) dokud absorbance
prichoziho pufru nepoklesne zpét na hodnotu p¥ed nenesenim
vzorku. Eluované frakce se zmrazi na -20°C a mezitim se
pomoci Western blotu s my8i monoklon&lni protilatkou 9E10
proti c-myc identifikuji ty, které obsahuji rekombinantni
karboxypeptidizu. Jako konjugdtu se pouZije
kofiské-anti-myS{ protildtky s k¥enovou peroxidazou (a-9044,
Sigma}, ktery poskytuje barevnou vreakci po pF¥idavku
4-chloro-naftolu a peroxidu vodiku.

" Frakce obsahujici rekombinantni karboxypeptidazu B se
spoji, zakoncentuji a jejich PH nastavi na 7,5. Poté se
rychle zamrazi na -20°C a za této teploty se skladuji.
Je-1li potfeba lze jestd provést dalis purifikaci za pouziti
znamych metod jako 3jsou napfiklad chromatografie na

iontoméniéi a gelovid permeadni chromatografie.

Vzorky spojeného materidlu ziskaného obdma zpusoby
purifikace byly analyzovany SDS-PAGE a pronosem na
nitroceluldzovou membrinu barvenou Coomassie.modfi. V obou
vzorcich byly nalezeny proufky s molekulovou velikosti
odpovidajicg_rekombinantni karboxypeptiddze B. Tyto prouzky
byly sekveﬁovény automatickym proteinovym sekvenitorem za
pouZiti Edmanovy degradadni techniky a poskytly positivni
vysledky pPro konkrétni purifikované rekombinantni
karboxypeptidézy B.

Referenéni pfiklad'21:
Exprese fdzniho proteinu my3i ASB7 F(ab'),-HCPB buiikami €0OS
Tento p¥iklad popisuje p¥ipravu cDNA =z hybridoma ASB7,

izolaci specifickych Fd a fragmentl lehkych ¥Yet&zcud pomoci

PCR, urceni Gplné DNA sekvence t&chto fragmentli a ndslednou
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pfipravu fdzniho genu F4-HCPB fdzni a ko-expresivniho
vektoru schopného produkovat jak lehky Fetdzec tak protein
Fd-HCPB v eukaryotickych buiikdch, expresi fuzniho proteinu
F{ab'),-HCPB bufikami COS po ko-transfekeci s preprosekvenci
HCPB.

Opakuje se postup z referenniho p¥ikladu 5 a¥ do kroku
{e) .

f) Priprava DNA sekvence pro fdzni Fd-HCPR

Gen kédujici C-koncovou oblast sekvence Fd od mista Necol v
Sekvenci id. &.: 25 (od pozice 497) byl pomoci PCR spojen
se sekvenci pro HCPB. V prib&hu této PCR byla do genu
vloZena DNA pro oktapeptidovy linker se sekvenci VPEVSSVF.
Templatem pro PCR s horkym startem (viz referen&ni p¥iklad
17) byl plazmid pAFl (popsany v referendnim p¥ikladu 5) .
Jako primery byly pouZity oligonukleotidy podle Sekvenci
id. &.: 42 a 43. Vysledny produkt md délku 338 bp. Podobné&
i plazmid pICI1698 slouZil jako templdt pro PCR s
oligonukleotidy podle Sekvenci id. &.: 44 a 34 za vzniku a
398 bp dlouhého produktu. Oba produkty byly izolovény
elektroforézou na agardzovém gelu a systémem Geneclean™
tak, jak bylo popsdnc v refernénim p¥ikladu 17 a poté byly
pouzity (0,2ng kaZ%dého v 50 ul celkového objemu) jako
templéaty pro dalSi PCR reakci s horkym stratem s 10 cykly
po 1 minutové inkubaci p¥i teplot& 94°C, 4 minutové p¥i
63°C a 2 minutové pZi 94°C. Poté bylo pF¥iddno 100 pM
hrani¢nich oligonukleotidd podle Sekvenci id. &.: 42 a 34
do 50 ul pufru s 2,5 U enzymu Amplitag. Po tF¥iminutové
inkubaci p¥i 94°C byla smés podrobena reakci s 25 cykly:
1,5 minuty p¥i 94°C, 2 minuty pri 55°C a 2 minuty p¥i 72°cC.
Poslednim krokem reakce byla 10 minutovd inkubace pri 72
°C. Produktem reakce byla DNA ve form& prouZku o velikosti
1336 bp, ktery byl izolovén tak, jak bylo ji% vysSe popséno.
Poté byla DNA roz¥tépena pomoci enzymd EcoRI a HindIII a

klonovdna do plazmidu pBluescript™ v buiikdch DHSx za
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vzniku plazmidu pMF35. Jednotlivé klony byly testovany
pomoci PCR s oligonukleotidy podle Sekvenci id. &.: 36 a
37. Pro pfipravu (plné sekvence fzniho proteinu Fd-HCPB
bylo nadtépeno 10 pug plazmidl pAFl a pMF35 restrikdnimi
enzymy NcoI a EcoRI. Stepeni probihalo 2 hodiny ve 100 ul

pufru obsahujiciho 50mM octan draselny, 20mM octan-TRIS (pH
7,9), 10mM MgCl,, 1lmM DTT, 40 U EcoRI a 20 U NcoI.
Vektorovy fragment z plazmidu pAFL (3,4 kb) byl izolcvadn a

. defosforylovan pomoci stievni alkalické fosfatdzy, viz

referenfni p¥iklad 17 a poté byl naligovin do pre&iité&ného
1,2 kb dlouhého fragmentu pMF35. Vysledny vektor byl
naklonovdn do bundk DHSa za vzniku klonu pMF39.
Transformované buniky byly prohledidny pomoci PCR s primery
podle Sekvenci id.&¢.: 36 a 37 a byl nalezen 1,922 dlouhy
inzert. Fragment EcoRi-HindIII z plazmidu PMF3S byl
naklonovan do ©pEE6 (derivdt plazmidu pEE6.hCMV, viz
Stephens a Cockett, (198%). Nucl. Acid Res. 17, strana
7110, ve kterém bylo misto pro HindIII proti sm&ru
transkripce od promotoru hCMV pfevedeno na misto BglII) do
bunék DHSw. Transformované butiky byly prohledany pomoci
PCR s primery podle Sekvenci id.&.: 38 a 39 a byl nalezen
p¥ibliZné 2.200 dlouhy inzert. Vznikly plazmid byl
pojmenovan pMF43.

Ko-expresivni vektor byl p¥ipraven nadtdpenim 10 pg
plazmidu pMF43 restrik&nim enzymem BglII {20 U) a Sall (40
U) ve 100 ul pufru obsahujiciho 10mM TRIS-HCI (pH 7.9),
150mM NaCl, 10mM MgCl,, 1mM DTT a 100 ug/ml BSA. 4348 bp
dlouhy fragment byl izolovan pomoci elektroforézy na

agarézovém gelu a pfecisté&n pomoci systému Geneclean™, viz

- vy8e. Podobné plazmid pAFé (viz e) v referendnim p¥ikladu

5) byl naStépen restrikdnim énzymem BamHI - (40 U) a Sall
(40 U). 7,8 kb dlouhy fragment vektoru byl poté izolovan a
ligovan s BglII-Sall fragmentem z plazmidu pMF43  a
naklonovan do bun&k DHSa. Vzniklé kolonie byly testoviny

pomoci PCR s dvéma sadami primerd (viz Sekvence id.¢.: 18 a




45 a Sekvence id.&.: 17 a 39). Sekvenovany byly klony
vykazujici PCR produkty o 360 bp respektive 1,3 kb. Klon se
spravnou sekvenci byl nazvan pMF35- lehky Ffet&zec/Fd-HCPB

ko-expresivni vektor v bufikdch DHSq.

g) Exprese A5B7 F(ab”),-HCPB v COS buiikich

Byl zopakovan postup popsany v Referendnim p¥ikladu
17 pouZity ke kotransfekci bundk COS-7 plazmidem kédujicim
prepro sekvenci (pMF67), av8ak misto plazmidu pMF48 byl
pouzit plazmid pMF53. V supernatantu bundk COS byla
stanovovana aktivita HCPB postupem popsanym v Referenénich
pfikladech 11 a 17. V supernatantu COS bungk vystavenych
pusobeni reak&niho &inidla LIPOFECTIN (oviem bez plazmidové
DNA) bylo hydrolyzovdno 1,2% substratu, kdezZto v
supernatantu COS bunék transfekovanych smési plazmidud
exprimujicich lehky fet&zec/Fd-HCPB a prepro sekvenci bylo
hydrolyzovéano 34% substratu Hipp-Arg. Cos buriky
transfekované pouze plazmidem pMF53 hydrolyzovaly Hipp-Arg
v mnozstvich pozorovanych u COS bunék vystavenych plscbeni
samotného reak&éniho &inidla LIPOFECTIN. Po analyze metodou
Western blot (viz. bod h) byly na blotovaci membriné
viditelné pésy o velikosti pribliZné 80 kDa a 160 kDa,
které odpovidaji Fab -HCPB a F{(ab“),- (HCPB),. Bun&&né
supernatanty (viz. vySe) byly p¥i stanovenich CEA ELISA
(viz. body 1 a j ni%e) pouZity k detekci p¥itomnosti
materidlu schopného specificky vdzat CEA. Tato detekce byla

provadéna podle protokolu popsaného v bods j.

h) Analyza metodou Western blot
Analyza wetodou Western blot byla provedena zplsobenm
pcepsanym nizZe.

Alikvoty (20 ul) z ka%dého vzorku supernatantu byly
smichdny se stejnym mnoZstvim vzorkového pufru (62,5 mM

Trig, pH 6,8, 1% SDS, 10% sachardza a 0,05% bromfengolova




modf) s nebo bez reduk&niho &inidla (50 mM DTT). Pred
vlastni elektroforézou na gradientu akryamidového gelu s
gradientem 8 aZ 18% (gel Excel™ pro Pharmacia Biotechnology
Products) provad&nou podle ndvodu poskytovaného vyrobcem na
pfistroji Multiphor™ II (LKB Produkter AB) byly vzorky
inkubovany po dobu 10 minut p#i 65°C. Po elektroforéze byly
za pouziti pristroje Novablot™ (Produkter AB) postupem
popsanym vyrobcem p¥erneseny separovand proteiny na membranu
Hybond C-Super™ (Amersham International). Po preblotovani

byla membrédna vysuSena na vzduchu.

Pritomnost fragmentd protilatky Dbyla detekovina
pomoci protilatky konjugované s peroxidizou namitené proti
mySimu F(ab”), (ICN Biomedicals, produkt &islo 67-430-1) .
Pritomnost fragmentd - my3% protilatky A5B7 byla
vizualizovdna pomoci detek&niho systému ECL™ (Amersham

International) postupem podle vyrobce.

i) Analyza metodou ELISA

Standardni postupy pro ELISA stanoveni jsou popsény v
"Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology" eds. Burdon, R.H. a van Kippenberg, P.H., svazek
15, "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays", Tijssen,
P., 1985, Elsevier Science Publishers B.V.. Jinym zdrojem
informaci je "Antibodies - A Laboratory Manual" Harlow, E.
a Lane, D.P., 1988, publikované v Cold Spring Harbor
Laboratory.

J) stancveni anti-CEA protildtek metodou ELISA
1. P¥ipravte potéhovaci pufr (1 kapsle pufru
uhlidican-hydrogenuhliditan - Sigma €-3041 - ve 100

ml redestilované vody) .
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Na kaZdou pouZitou 96-ti jamkovou desticku pridejte k
10 ml potahovaciho pufru 5 pul zasobniho roztoku CEA
(1 mg/ml, Dako).

Do kaiZdé Jamky na wmikrotitradni destilce Nunc

™ |

"Maxisorp napipetujte 100 pul z¥edéného CEA 50

ng/jamka/100 ul.

Destidky inkubujte p#i 4°C pfes noc (nebo 2 hodiny

pfi pokojové teploté).

Destidky promyvejte celkem cty¥ikrat po dobu 5 minut
roztokem PBS + 0,01l% azidem sodnym (PBSA).

Destidky blokujte (po vyklepdni promyvaciho roztoku)
pomoci 20C wpl 1% BSA (Sigma A-7888) v  PBSA
obsahujicimQ,05% Tween 20 na jednu jamku. Inkubujte

dv& hodiny p¥i pokojové teploté.

Destidky promyvejte celkem Zty¥ikrdt po dobu 5 minut

roztokem PBSA obsahujicim 0,05% Tween 20.

Naneste wvzorky (supenatanty z bunécné kultury) a
vhodné standardy (proteolztickiym Stépenim pfipravené
Flab”), ve dvojndsobnych Feddnich). Vzorky z¥edte
ristovim médiem (nebo PBS). Jako préazdné vzorky
pouZzijte PBSA + 1% BSA a rozpoustédlo.

Inkubujte 3 hodiny p¥i pokojové teploté.

Destilky promyvejte celkem Sestkrat po dobu 5 minut
roztokem PBSA + 0,5% Tween 20.

P¥ipravte roztok sekunddrni protildtky (namifend
proti my$im IgG F(ab”),, kozi protildtka konjugovana
s peroxiddzou - ICN 67-430-1 - o objemu 20 ul ve 40
ml PBSA + 1% BSA + 0,5% Tween 20) a do kaZdé jamky
pfidejte 100 pul.

Inkubujte 1 hodinu p¥i pokojové teploté.
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13. DestiCky promyvejte celkem SZestkrat po dobu 5 wminut
roztokem PBSA + 0,5% Tween 20.

14. P¥ipravte vyvijeci roztok rozpuZtdnim jedné kasle
pufru Fosforelnan-Citrit-Peroxoboritan (Sigma P-4922)
ve 100 ml redestilované wvody. Do 100 ml pufru
pfidejte 30 mg o-fenyldiamin dihydrochloridu (OPD,
SigmaP-8287). Do kaZdé jamky naneste 150 pnl.

15. Inkubujte 15 minut p¥i pokcjové teplotd ve tm&.

l6. Reakci zastavte p¥idavkem 50 ul 2 M kyseliny sirové
do kazdé jamky.

17. Na Ctedce desticek odelitejte OD p#i 490 nm.
P¥iklad 1: Priprava bovinni pankreatické ribonukledzy
Lys66Glu

{a) Vytvofeni genové sekvence Rnazy obsahujici substituci v
kodénu 66 (Lys -> Glu) pomoci rekombinantn? kruhové

polymerdzové Fet&zové reakce (RCPECR) .

Plamid obsahujici presekvenci kédujici bovinni
pankreatickou Rndzu (pQR 162: NCIMB &islo 420578 a popsanou.
v Tarragona-Fiol a dal3Zi, Gene 118, 239 a¥ 245, 1992) byl
pouZit jako templat p¥i PCR reakci. Primery pro PCR reakci
byly syntetizo#ény v DNA syntetizéru Cyclone™
(Milligen/millipore) metodou vyuZzivajici fosfotriesterl za
pouziti kyanoethyl fosforamiditn. Primery byly navrZeny
takovym zplisobem, aby, jsou-1i pouZity pf¥fi PCR reakci, s
jejich. pomoci vytvo¥enym produktem byly dvojvlidknové
linedrni molekuly DNA, které po smichani, denaturaci a
nasledné renaturaci vytvo¥i molekuly dvojvliknové DNA s
nespojitymi kohézivnimi konci tvo¥enymi jednovlaknovou DNA
{spolu s origndlnimi molekulami zakon&enymi tupymi konci) .
Tyto kohézivni konce budou spojeny a timto budou vytvoreny

rekombinantni kruhové molekuly DNA. Tyto molekuly jsou
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ihned pouZitelné k transformaci kompetentnich bunék E.

coli.

Dv& PCR reakce byly provedeny v cyklovaci Techne
PHC-1 p¥i 25 aZ 30 cyklech sestavajicich z 1,5 minuty pfi
92°C, 1,5 minuty p¥i 55°C a 6 minut pri 75°C a nakonec 10
minut p¥i 75°C, jedna za pouziti oligonuklectidd SEQ ID NO:
1 a SEQ ID NO: 2 (viz. primery A & B na Obrazku 8) a druha
za pouZiti oligonukleotidd SEQ ID NO: 3 a SEQ ID NO: 4
(viz. primery C & D na Obrdzku 8). Reakéni smé&s obsahovala
pQRi162 (10 ng) jako templdt, 50 pmol/primer, 5 ul 10x pufru
1 (200 mM Tris-HCl, pH 8,5, 100 mM KCl, 60 mM (NH4),S0C,, 20
mM MgCl,, 1% Triton X-100 a 100 ug/ml BSA bez pfitomnosti
nukledzy) a 2,5 jednotek polymerazy pfu (termostabilni
pelymerdza izolovand z Pyrococcus furiosus, Stratagene) v
celkovém objemu 50 pl a tato reakdni smés byla pfevrstvena
stejnym objemem parafinového  oleje kvili zamezeni

vypafovani.

Predukty PCR reakce byly analyzovdny na 1% agardzovém
gelu. Fragmenty DNA vytvofené Jjednotlivymi PCR reakcemi
(pFibliZn& 3,1 kbpl byly z gelu vy¥iznuty a DNA byla od
agardzy oddélena centrifugaci (Spin-X", Costar). Dva
extrahované fragmenty DNA byly precipitovdny ethanclem a
rozsuspendovany v 20 upl vody. Alikvoty z kaZdého vzorku (10
#l) byly smichany a doplnény na celkovy objem 50 ul.
Vysledné sloZeni pufru bylo 10 mM Tris-HCl, pH 8,8, 10 mM
NaCl a 1 mM Na,EDTA. Smichané fragmenty DNA byly
denaturovdny pfi 82°C po dobu S5 minut a renaturovany po
dobu 2 hodin p¥i 55 aZz 57°C. Takto vytvo¥ené rekombinantni
kruhové molekuly DNA byly pouzZity k  transformaci

kompetentnich bunék.

Minipreparace plazmidové DNA byla provddéna podle
Maniatis T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York,
1982) a ziskané plazmidové DNA byly pouZity jako templéaty



pro sekvencni analyzu provadénou metodou podle Sangera, pti
niz jsou k ukondeni syntézy Yet&zce DNA pouZity
dideoxynukleotidy (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, strana
5463 aZ 5467, 1977). Plazmid obsahujici pozm&n&nou kédujici
sekvenci bez jakékoliv nepat¥idéné zamény v sekvenci byl
oznacen pQR176. Fragment DNA s pozménénou kddujici sekvenci
byl izolovdn 2z agardzového gelu postupem popsanym vyie a
zaligovdn do ptedem roz3tdpeného a defosforylovaného
vektoru pKK223.3 (Pharmacia Biotech: tento vektor obsahuje
promotor tac regulovany lac represorem a indukovatelny
pfidavkem izopropyl-B-D-thiogalaktosidu (IPTG): Brosius a
Holy, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6929, 1984) v pufru o
celkovém objemu 20 ul obsahujicim 20 jednotek T4 DNA ligazy
a ligadni pufr. Produkty liga&ni reakce byly pouZity k
transformaci kompetentnich bun&k E. coli. Byla provedena
restrikéni analyza plazmidd ziskanych =z riznych kolonii
transformovanych rekombinantni DNA za Udelem odhady
velikosti a orientace inzertd vzhledem k promotoru tac.

Spravny konstrukt byl pojmenovdn pQR177. (obrazek 1).

(b) Produkce a purifikace bovinni pankreatické ribonukledzy
Lys66Glu '

Strategie  pouZitd k  produkci a  purifikaci
rekombinantniho enzymu vyuZivala protokoly wvyvinuté za
UiCelem exprese pankreatické ribonukledzy A v E. c¢oli
(Tarragona-Fiol a dal3i, Gene, 1992). Tento systém vyuzivi
pfirozené se vyskytujici signalni sekvenci bovinni
pankreatické ribonukledzy k namifeni produkované
ribonukledzy nebo  jejich geneticky upravenych mutantd do

periplazmatického prostoru E. c¢oli. Oxidativni prost¥edi v

periplazmatickém prostoru umoZriuje  sprdvné  "sbaleni"
proteinu, ¢imz je zaji&téna exprese plné aktivni
rekombinatni  RN&zy. Vysokd  hodnota kladného néboje

rekombinatnich nebo geneticky upravenych mutantd usnadiuje

rychlou purifikaci ze smési endogennich periplazmatickych
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proteiml. Exprese a ndslednd purifikace mutantnich proteint

trvd asi 48 hodin; mé&feno od inokulace média.

Plazmid pQR177 obsahuje dvé ribozomdlni vazebnd mista
(RBS), jedno poskytované promotorem tac p¥itomnym na
vektoru a druhé, urlené pro translaci druhého cistronu je
obsaZeno v kdédujici sekvenci prvniho cistronu. wRNA
produkovand buflkami Escherichia coli nesoucimi plazmid
PQR177 po indukci IPTG je dvojcistronni a translace zacind
u promotoru tac. Prvni cistron kdéduje peptid tvoreny 6
aminokyselinami (Met -Phe-Leu-Glu-Asp-Asp) . Stop  koddn
prvniho cistronu a startovni koddn druhého cistronu se
ptekryvaji takovym zplsobem, Ze ribozom bude pokrafovat v
translaci mRNA a produkovat pre-RNdzu. RNdza ve formé
prekurzoru je translokovina do periplazmatického prostoru a
sekvenovani N-konce proteinu ukdzalc, Ze sign&ini sekvence
je odEtdpena ve spravném misté. Oxidativni prost¥edi v
periplazmatickém prostoru umoZiuje sprdvné "sbaleni" Rnazy,
tak aby vytvofila nativni enzym, coZ je potvrzeno ziskanim

plné aktivniho enzymu.

Buiiky Escherichia coli (pQR177} byly péstovidny po
dobu 8 hodin p¥i 28°C v 5 litrech média obsahujiciho
ampicilin o koncentraci 100 pg/ml. KdyZ byly buidky v
exponecidlni fazi rdstu, byle do ristového média p¥idano
IPTG, aby bylo dosaZeno jeho f£indlni koncentrace 4,5 mM, a
rist pokradoval za stdlého t¥epdni pfes noc p¥i 28°C.
Uvoln&ni proteint z ©periplazmatického prostoru bylo
provédeno pomoci modifikovaného postupu vyuzZivajiciho
osmoticky Sok. Bullky narostlé p¥fes noc (5 litrid) byly
centrifugovdny p¥i 10°C po dobu 10 minut p¥i 8300xg
(prim&rné) . Bunélnd peleta byla rozsuspendovédna v 60 ml 200
mM Tris-HCL pH 7,5 / 20% (w/v) sachardza (bez p¥itomnosti
RN&zy) /1 mM Na,EDTA. Suspenze byla ponechdna 30 minut pfi
pokojové teploté. Osmotického Soku bylo dosaZeno pridanim

stejného mnoZstvi sterilni vody a dikladnym promichdnim
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_suspenze. Stéroplasty byly centrifugovdny pfi pfi 10°C po

dobu 90 minut p¥i 100000xg (pr&hérné).

K ziskani v8ech kladn& nabitych proteind z
periplazmatického prostoru byla pouZita ionexova
chromatografie na katexu (S-Sepharose™ FF). Pufr A mél
slo¥eni 50 mM MES, pH 6,5 a pufr B mé&l sloZeni S50 mM MES, 1
M NaCl, pH 6,5. Rekombinantni Rndza byla ze smési kladng
nabitych proteind purifikovana lonexovou chromatografii na
katexu (Mono-S™, Pharmacia-LKB) pfi pouZiti gradientu 17,5
mM NaCl/min. ZjiStovani &istoty rekombinantni Rndzy pomoci
elektroforézy na SDS-polyakryamidovém gelu a ndslednym
barvenim st¥ibrem z¥etelné& prokdzalo, Ze tato kombinace
zmindnych postupt vede k purifikaci proteinu do homogenity
(viz. Obrazek 2). Rndzovd aktivita rekombinatniho enzymu
byla odhadnuta méFenim hydrolyzy cytidylyl-37:5"-adenosinu
(CpA) a cytidin-27:37cyklicky wmonofosfdt (C>p) a byla
nam&¥ena stejna .specifické aktivita jako u komer&né
dostupnych enzymu (viz. Tabulka). Xoncentrace proteinu byla
' stanovena md¥enim OD pti vlnové délce 278 (0D278nm=0,71
odpovidd Rndze o koncentraci 1 mg/ml). Kinetickd méreni.
byla provadéna sledovanim zvysSeni (hydrolyza  C>p)
absorbance s Gasem p¥i 286 nm (Witzel a Barnard Biochem.
Biophys. Res., 1962). Po&atedni rychlost a hodnoty
koncentrace substritu byly pouZity ke stanoveni parametri
Km a kcat a.jejich standardnich chyb pomoci vypocetnich
metod zalofenych na analyze popsané v Wilkinson, Biochem.
J. 80, 324 a% 332, 1961. Rozdily mezi témito parametry
ziskanymi pou¥itim ruznych ribonukledz byly vyhodnoceny
pomoci Studentova t-testu.. Rychlost hydrolyzy substrdtu C>p
byla mé¥ena p¥i pokojové teploté& v kyvetdch o ifce 0,1 cm
(Hellma) v celkovém objemu 250 pl. Reak&ni smeési obsahovaly
rizné koncentrace C>p v 0,1 M
(1,3-bis[tris(hydroxymethyl)-methylamino] propanu), pH 7,0,
50 mM NaCl (I=0,1) a byly startovdny p¥idavkem enzymu ({(viy.

Tabulka). Ziskand data naznaduji, 2Ze kinetické vlastnosti
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geneticky manipulovaného enzymu Lysé6Glu se v podstaté

nelidi od komer&né& dostupného bovinniho enzymu.

kcat/Km {mM'/s™")

BP-RN&aza 3,4 (0,9)
BP-RNdza Lysé66Glu 4,7 (0,1)
Priklad 2 Priprava lidské pankreatické ribonukledzy

Arg4Ala,Lysé6Ala,Lys66Glu

Jako templdt pro PCR reakci obsahujici primery SEQ ID NO:
15 a 16 (5 pmol kaZdého), nukleotidy (0,2 mM), PCR pufr a
2,5 jednotek polymerdzy pfu byl pouZit plazmid pATF4 (2 ng)
(popsany v referendnim p¥iladu 2, obsahujici gen kédujici
HP-RNdzu  Arg4Ala,Lys6Ala). Po' 5 minutdch podatedni
denaturace pfri 90°C bylo provedeno 30 cykld skladajicich se
z denaturace (92°C, 1 minuta), renaturace (55°C, 1 minuta)
a extenze sekvence DNA (75°C, 1 minuta). Fragmenty ziskané
pomoci PCR byly izolovany elektroforézou na agardzovém gelu
a ndslednou extrakci postupem popsanym v Prikladu 1 a
rozité&peny pomoci EcoRI (10 aZ 15 jednotek) p¥i 37°C po
dobu 1 hodiny. Po tepelné inaktivaci enzymu byl fragment
roz&tdpeny enzymem EcoRI zaligovdn do plazdidu pUC18
rozdtépeného pilsobenim EcoRI a defosforylovaného. Ziskany
plazmid byl oznaden pATFZ1. Plazmid pATFZl byl pouZit k

potvrzeni sekvence mutovaného genu HP-RN&zy.

Po vytvofeni byl plazmid pATFZ1 pouZit jako templat
pro RCPCR reakce provadéné postupem popsanym v P¥ikladu 1,
ovEem s tim rozdilem, Ze oligonukleotidové primery SEQ ID
NO: 1 aZ 4 byly nahrazeny oligonukleotidovymi primery SEQ
ID NO: 30 aZ 33. Vysledny plazmid byl oznacen pATFZ3. Gen
kdédujici HP-RNazu Arg4Ala,lys6Ala,Lys66Glu byl z plazmidu
PATFZ3 vy&tépen pomoci enzymd EcoRI a Ncol (10 aZ 15



jednotek kaZdého) a zaligovan do pfedem rozdt&peného (EcoRI
a Neol) a defosforylovaného plazmidu pICI266 (NCIMB 40589)
za UCelem exprese. Ligace, exprese a purifikace byly
rpovedeny postupy popsanymi v P¥ikladu 1, oviem s tim
rozdilem, Ze k vy3t&peni fragmentu z plazmidu pATFZ3 byly
pouzity restrikéni endonukledzy EcoRI a Ncol a tento
fragment byl =zaligovdn do p¥edem rozstdpeného (EcoRI a
NcoI) a defosforylovanédho plazmidu PICI266, a Ze indukce
byla provedena pomocivl% arabindzy (namisto IPTG). Vysledny
konstrukt byl oznalen pATFZ44 (viz. Obrizek 5). Exprese a
purifikace mutantniho enzymu byla provedena postupen
popsanym v P¥ikladu 1, ovdem s tim rozdilem, ¥e k indukci

byla namisto IPTG pouZita 1% arabindza.

P¥iklad 3: P¥iprava 0-[(2R,3R,4R,5R) -2- (2-amino
acetamidomethyl) -3-(2,4- ~dioxo- 1,2,3,4-
Cetrahydropyrimidin-1-yl) ~4-hydroxy- 2,3,4,5-
-tetrahydrofuran-3—yl) 0-{4~ (bis[2:-chloroethyl] amino)

fenoxy] hydrogenfosfitu (ktery je zndzorn&n jako kone&ny
produkt na obrizku 7).

Sloucenina 4 (Obrdzek 7; 31 mg, 0,034 mM) byla rozpudténa v
0,01 M HCI v N, N-dimethylformamidu (DMF) a k tomuto

roztoku byle jako katalyzdtor p¥idano 30% paladium
naadsorbované na uhliku ve forme suspenze v
dimethylformamidu. Sm&s byla michina po dobu 2 hodin a 45

minut v atmosféfe tvotenéd vodikem. Naslednd po filtraci

ptes Celite™ byl filtrit odpa¥en do sucha pfi teplot& niZsi

nez 30°C. Surovy produkt byl rozsuspendovan v bezvodém
dichlormethanu a smé&s byla zcentrifugovdna. Supernatant .
tvoteny vrstvou dichlormethanu byl odstran&n. Tento postup
byl zopakovdn a pevny zbytek byl nakonec vysufen.

PoZadovany produkt m&l hmotnost 9,4 mg (sloulenina 5,

Obrizek 7).




NMR data DMSO d&, d4 octova (§) 3,3(1H,m); 3,5 (3H,m); 3,62
(8H,s}; 4,05 (LH, m); 4,25 (1H,m); 4,53 (1H,m); 5,62 (1H,4d) ;
5,72 (1H,d); 6,63 (2H,d) ;. 7,05 (2H,d); 7,63 (1H,d}.

SlouCenina 4 byla p¥ipravena ndsledovnd.

27-0-benzyl-5"-bromo-5--deoxyuridin (slou&enina 1, Obrazek
7).

Ke‘smési 2°-0O-benzyluridin (Wagner a daldi , J. Org.
Chem. 39, 24 aZ 30, 1974) (334 mg ' 1mM) karbotetrabromidu
(500 mg)<a DMF (4ml) p¥i 20°C v atmosfé¥e tvotend argonem
byl pfiddvdn po dobu vice ne? 5 minut roztok
trifenylfosfinu (340 mg) v DMF (2 ml). Smés byla michana
p¥i 20°C po dobu 2 hodin, nalita do vody (60 ml) a dvakrat
extrahovana ethylesterem kyseliny octové. Spojené extrakty
Cvofené organickou f£azi byly promyty voddu, vysuSeny a
odpa¥eny do formy oleje. Tento olej byl pouZit ke
chromatografii na 20 ¢ oxidu kFemiditého (Merck, poloZka
93853) . Eluce 5% methanolem -  poskytla
27-0-benzyl-5"-bromo-5-"-deoxyuridin (160 mg, 40%). '

NMR (DMSC dé6) & 11,4 (s1H); 7,6 (diH); 7,3 (mSH)}; 5,95
(d1H); 5,6 (ddiH); 2,6 (q2H); 4,0 aZ 4,2 (m3H); 3,6 az 3,8
{m2H) .

5’~azido-2‘-O—benzyl—s‘-deoxyuridin (slouenina 2, Obrizek
7)

27-0-benzyl-5"-bromo-5"-deoxyuridin (4,3 g byl
rozpustén v DMF (86 ml) a k tomuto roztoku byl p¥iddn azid
sodny (7 g). Sm&s byla michdna a zah¥ivina 2 hediny p¥#i
60°C. Po ochlazeni reak®ni sm8si a dekantaci DMF od
nezreagovanédhe azidu sodného byl tento DMF odpa¥en do
sucha. Zbytek byl rozpuZtén v ethylesteru kyseliny octové,

promyt dvakrdat vodou, vysufen a odpa¥en do sucha. Zbytek




byl pouZit ke chromatografii na oxidu k¥emiditém (Merck,
polo¥ka 9385). Eluce 10% methanolem poskytla 1,5 g Cistého
5°-azido-2"-0-benzyl-5~ -deoxyuridinu.

NMR (DMSO d6) & 11,4 (slH); 7,6 (did); 7,3 (mSH); 5,9
(d1H); 5,6 (diH); 5,4 (diH); 4,65 (q2H); 3,9 aZ 4,2 (m3H);
3,6 (d2H).

2’-O-benzyl—5’—karbobenzoxyglycylamino—5‘—deoxyuridin

(sloudenina 3, Obréazek 7)

Ke smési 5 -azido-2  -O-benzyl-5~-deoxyuridinu (1,5
g), tetrahydrofuranu (25 ml) =a esteru benzyloxykarbonyl
glycin N-hydroxysukcinatu (1,3 gq) bylo p¥iddno 10% paladium
naadsorbované na uhliku (50% vlhkost tvo¥end wvodou) (1,5
g) . Smés byla 4 hodiny michana v atmosfé¥e tvofené vodikem.
Nasledn® po filtraci p¥es Celite™ byl filtrat odpa¥en do
sucha. 2Zbytek byl rozpuétén v ethylesteru kyseliny octové a
promyt 5% vodnym roztokem kyseliny citrénové (2x), roztokem
hydrogenuhliéitanu sodného (2x), vysuden a odpafen dosucha.
Zbytek byl rozetfen s 1:1 ether/ ethylester kyseliny octové
a vysledkem byla pevnd liatka (960 mg) (42%).

NMR (DMSO d&) & 11,3 (siH); 8,0 (tiH); 7,6 (diH); 7,4
(m1OH); 5,9 (diH); 5,6 (dl1H); 5,4 (d1H); 5,0 (s2H); 4,6
(q,2H); 4,0 (m2H); 3,9 (mlH)}; 3,6 (d2H); 3,5 (m2H).

P¥iprava sloudeniny 4 (viz obrézek 7)

a) Benzyloxydichlofofosfin (Scott a dalsi, J. Oxg.
Chem. ' 55, 4904 a% 4911,1990) (135 mg, 0,64 wM) byl
rozpudtdn v bezvodém dichlormethanu (4,0 ml), smés byla
ochlazena na -20°C a k této smé&si byla pridéna smés
diisopropylaminu (0,091 ml, 0,64 mM) a
diisopropylethylaminu (0,11 ml, 0,64 mM) rozpu$téna v
pezvodém dichloromethanu (2,0 ml). Roztok byl michdn 45

minut p¥i -20°C a ndsledné byl zah¥ividn po dobu 30 minut na

e ————————




pokojovou teplotu a poté byl pri pokojové teploté michdn
dalg&ich 30 minut. Tento roztok byl po kapkdch p¥idavan k«
roztoku

2’-O-benzyl~5’—karbobenzoxyglycylamino-5’-deoxyuridinu (280
mg, 0,53 mM) a diisopropylethylaminu (0,336 ml, 2,14 mM) v
dichlormethanu (3,0 ml) ochlazeném na 0°C. Roztok byl
michan 10 minut p¥i 0°C a déle pak 2 hodiny p¥i pokojové
teplot&. ReakZni smés byla poté zFedéna dichlormethanem,
vysudena a odpafena do formy oleje. Tento olej byl byl jako
smés s toluenem azeotropicky destilovdn (2x) a tim

pt¥ipraven pro ndsledujici reakci.

b) Surovy produkt 2z p¥edchdzejici reakce Dbyl
rozpudtén v bezvodém dichlormethanu (2,5 wml) k tomuto
roztoku byl pfidén' roztok roztok 4-N,
N-bis- (2-chlorethyl)aminofenolu (125 mg. 0,534 mM) v
bezvodém dichlormethanu (3 ml). Nasledné byl p¥idan roztok

0,46 M tetrazolu v bezvodém acetonitrilu (3,2 ml} a roztok

byl michdn 2 hodiny p¥i pokojové teplotd. Po uplynuti této
doby byl k tomuto roztoku pridan roztok 70%

t-butylhydroperoxidu ve vod& (0,11 ml, 0,801 mM) a vznikly

roztok byl michédn p¥i pokojové teploté dalsi hodinu..
Reakdéni sm&s byla zfedéna dichlormethanem a promyta
nasycenym roztokem  hydrogenuhli&itanu sodného {1x),
ztedénym roztokem si¥iditanu sodného (1x) a nasycenym
roztokem chloridu sodného (1x) a vysuSena a odpafena
dosucha. Surovy produkt byl pouZit ke chromatografii na
oxidu k¥emiditém {(Merck, kat.&. 9385). Eluce 2% methanolem
v dichlormetharnu a nasledné 3,5% methanolem v

dichlormethanu poskytla 118 mg &istého produktu.

NMR data. DMSO dé (3) smés diastereoisomerd 3,37 1H (m) ;
3,42 26 (d); 3,67 8H (d); 4,12 1H (m); 4,33 1H (m); 4,55 2H
(m); 5,0 2H (s); 5,14 3H (m); 5,59 1H (d); 5,91 1H(d); 6,64
2H (dd); 7,05 2H (t); 7,28 15H {m); 7,45 1H (t); 7,62 1lH
(ad); 8,13 1H (brs); 11,35 1H (s);.

L.
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priklad 4: Syntéza a izolace konjugdtu wySi A5B7
F(ab"), a Lys66Glu hov&zi pankreatické ribonukleazy

Opakuje se zde postup popsany Vv referendnim p¥ikladu 4, ale
s tim rozdilem, Z%e hov&zi pankreatickd ribonukledza je
nahrazena Lys66Glu hovézi pankreatickou ribonukledzou,

kterd je popsand v prikladu 1.

priklad 5: Syntéza a izolace konjugdtu wySi AS5B7
F(ab"), a Arg4Ala,LyséAla,Lys66Glu 1lidské pankreatické
ribonukledzy

Opakuje se postup popsany v referencnim p¥ikladu 4 s tim
rozdilem, Ze hovézi pankreatickd ribonukledza je nahrazena
Arg4Ala.Lys6Ala.Lys66Glu lidskou pankreatickou

ribonukledzou, kterd je popsand v piikladu 2.

Pfiklad 6: Syntéza a izolace konjugdtu humanizované ASB7
F(ab”), a Arg4dla,Lys6Ala,Lys66Glu lidské pankreatické
ribonukledzy

Opakuje se zde postup popsany v prikladu 5, ale s tim
rozdilem, %e my&i ASB7 F(ab'), fragment je nahrazen

humanizovanym A5B7 F(ab'), fragmentem.

Priprava  humanizovaného  A5B7 F(ab'}, fragmentu
probihd stejnym zpisobem, jaky je popsany v referennim

pfikladu 5 od kroku f), my8i sekvence pIo Fd a lehky

w

Yet&zec podle Sekvence id. &.: 25, respektive 26. jsou

viak nahrazeny humanizovanymi sekvencemi podle Sekvenci id.

w

&.: 28, respektive 29.

Humanizované fragmenty protildtek podle Sekvence id.

ol

&.: 28, respektive 29 mohou byt p¥ipraveny riznymi zpisoby
v&etnd zplsobu podle Edwardse {(1987) Am. Biotech. Lab. 5.
18" a¥ 44. Jayaraman et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.

w

Usa 88, 4084 a¥ 4088. Foquet and Lubbert (1992)
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Biotechniques 13, 674 az 673 and Pierce (1994)
Biotechniques 16, 708.

Priklad 7: In vitro cytotoxicita neaktivniho prekurzoru
G&inné 1latky odvozeného od wuracilu 2z pfikladu 3,
odpovidajici G&inné latky a neaktivniho prekurzoru u¢inné
latky spolu S mutantnim enzymemn lidskou
pankreatickou-RNézou (HP-RN4za) Arg4Ala,LyséAla,Lys66Glu.

0dli%nad cytotoxicita neaktivniho prekurzoru GZinné latky a
odpovidajici  d&inné 1latky k  nddorovym  buikdm je
demonstrovdna nidsledujicim zpusobem. Kolorektdlni nadorové
bufiky Lo Vo jsou po dobu jedné hodiny pf¥i 37°C inkubovany s
neaktivnim prekurzorem G&inné latky nebo s Ulinnou latkou
p¥i koncentra&nim rozsahu 5x107° aZ 5x10°°™M v 96 jamkovych
mikrotitradnich destifkdch (2500 bunék na jamku). Potom se
bufiky promyji a inkubuji se ndsledujici t¥i dny p¥i 37°C.
Pak se do jamek p¥idd TCA, jamky se propldchnou, &imZ dojde
k odstrandni mrtvych bundk, a mnoZstvi bunécné bilkoviny
adherované k destidce se stanovi pomoci SRB barviva, jak
popisuje P.Skehan et al. J. Natl. Cancer Inst. 82 1107
(1990) . O&innost danych sm&si je didna jejich koncentraci,.

jen je pot¥ebnd k 50% inhibici bun&&ného ristu (ICS0).

Jsou-1i Lo Vo buﬁky.vystaveny @&inné léatce, IC50 Jje
pribliZn& 1 pM. Ve srovndni s tim je neaktivni prekurzor
i&inné latky mnchem mén& cytotoxicky, jeho IC50 je
pribliZné& 30 uM (obrdzek 6). Neaktivni prekurzor udinné
latky vykazuje tedy p¥ibliZn& 30krdt mensSi cytotoxicitu k
nddorovym bufikdm neZ G¢innd litka ziskand Stépenim pomoci

mutantni RNazy.

P¥idd-1i se do zkudebnich jamek, které obsahuji
neaktivni prekurzor G¢inné latky, bud” volna
Arg4Ala.Lys6Ala.Lys66Glu HP-RNdza (10 pg enzym) nebo
konjugadc ASB7 Fl(ab'),-Arg4Ala.Lysé6Ala.Lys66Glu HP-RNazy

(10 pg enzym), je cytotoxicita pozorovand v téchto jamkéch
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srovnatelnd s cytotoxicitou, kterou vykazuje aktivni Ulinna
latka, co? ukazuje, Ze neaktivni prekurzor G<inné latky je

pomoci mutantniho enzymu p¥eménén na UCinnejsi latku.

Tyto studié demonstruji schopnost konjugatu lidské
mutantni RNdzy pFfeménit relativnd neaktivni prekurzor
i&inné latky na G&innou cytotoxickou latku schopnou zabijet

nadorové builky v ADEPT systému.

pr¥iklad 8: = Protinadorova aktivita neaktivniho
prekurzoru G¢inné léatky a konjugdtu protildcky a mutantni
RNdzy v my3ich s heterodtépem

Protinddorovd Gdinnost neaktivniho prekurzoru d&inné latky
a _ konjugdtu  Arg4Ala.lys6Ala.Lys66Glu  HP-RNazy {nebo
Lys66Glu hovézi pankreatické RNazy) miZe byt demonstrovina
pomoci ndsledujiciho modelu. Lo Vo nddorové bufiky (107)
jsou injikovany mysim, které byly zbaveny brzliku. KdyZz
nidory dosahnou velikosti 4 aZ 5 mm v priuméru, je mySim
intravendzné poddn konjugdt v davkach, jejichZz velikost se
pohybuje mezi 10 a 100 mg/kg; Kdyz se injikovany konjugat
dostane k nddorum a zaroveil uplyne dostatelné dlouhd doba k
tomu, aby byly ostatni tkdn& a krevni Felisté& ocistény od
zbytkového konjugdtu (1 aZ 4 dny), Jje mySim bud”
intravendzné  nebo intraperitonedlné poddn  neaktivni
prekurzor d&inné latky v divce, jejiZ wvelikost se pohybuje
v rozsahu od 100 do 1000mg/kg. Ve srovnani s kontrolnimi
niim neléfenymi nadery &i nadory léfenymi stejnou davkou
bud® samotného kenjugdtu nebo samotného neaktivniho
prekurzoru G&inné 1latky vede kombinace konjugatu a
neaktivniho prekurzoru G&inné létky k podstatné pomalejSimu
rastu  naddord. Tyto studie demonstruji, Ze konjugat
Arg4Ala.Lys6Ala.Lys66Glu HP-RNdzy v kombinaci s neaktivnim

prekurzorem G&inné latky vykazuje protinddorovou aktivitu.
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Pr¥iklad 9: Klinické davkovdni u pacientud
Nejefektivnéjsi zpusob podavani konjugati a
neaktivnich prekurzord d&innych latek popisovanych v tomto
vyndlezu a jejich davkovaci reZim b&hem 1éCby rakoviny
zavisi na celé tad& faktori, kterymi jsou nap¥iklad védZnost
onemocnéni, celkovy zdravotni stav pacienta, jeho reakce na
16%eni a posudek od ofetfujiciho léka¥e. U jednotlivych
pacientt by tedy mé&lo byt divkovani konjugdtl a prekurzorid
G&innych latek stanoveno podle té&chto faktord. Nicméné je
pravd&podobné, Ze se ufinnd ddvka konjugdtu bude pohybovat
v rozsahu od 20 do pfibli%n& 200 mg/m‘. 0U&innd ddvka
neaktivniho prekurzoru G&inné 1latky bude zaviset na
konkrétni G&inné latce a na toxicité vychozi latky. Je-li
znama MTD vychozi latky, miZe slouZit jako vychozi bod p¥i
urdovani G&¢inné davky neaktivniho prekurzoru Gcinné latky,
nebot neaktivni prekurzor G&inné 1litky Jje vidy méne
cytotoxicky neZ vychozi latka. Pro neaktivni prekurzory
(dinnych léatek, které .jsou zaloZené . na fenol-mustard
sloudeningd, kde nejsou klinické ddaje o vychozi litce k
dispozici, neni 1lé&ebny rozsah davek zatim pfesné urcen a
musi byt definovén standardnimi toxikologickymi studiemi nae
zvitatech a studiemi na pacientech, kte¥i budou zpolatku
dostdvat nizké davky daného prekurzoru Ucinné latky a
postupné se jim budou davky zvyéovat. Pravdépodobné se vsak

terapeutické davky budou pohybovat v rozsahu od 500 do 2000
mg/m’.

P¥iklad 10: Enzymovd kinetika od wuracilu odvozeného
prekurzoru G&inné litky z p¥ikladu 3 (prekurzor, ktery je
substriatem RN&zy, dile zkrdcené prekurzor RNazy) versus
enzymovd kinetika p¥irozené a mutantni hové&zi pankreatické
RNazy Lys66Glu

Pomoci spektrofotometru Perkin Elmer Lambda 2 byly snimdny

absorbance prekurzoru @&inné latky a odpovidajici fencl
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mustard G&inné latce v rozsahu vlnovych délek 200 azZz 350
nm. Byla vybirdna takovd vlnova délka, pfi které byl mezi
prekurzorem d&inné latky a Udinnou latkou nejveétsi rozdil v
absorbanci (tento rozdil je zpusobeny rozdtépenim fosfatové
vazby). K tomuto maximdlnimu rozdilu v absorbanci dodlo p¥i
vinové délce 256 nm. Km a Vmax pak byly urleny na zdkladé
mé&¥feni pofdtééni rychlosti premény neaktivniho prekurzoru
a¢inné latky na Gfinnou latku pf¥i této vinové délce.
Koncentrace prekurzoru G¢inné latky se pohybovaly v rozmezi
0,2 aZ 2mM, koncentrace enzymu RNazy v rozmezi 5 aZ
80 ug/ml. MEFeni byla provddéna p¥i teploté& 37°C v roztoku
0,025M Tris-HCl, ktery obsahoval 0,01%Brij-35 pufr (pH
7,5). Byly poufiviny kyvety firmy Hellma se sténami silnymi
0,1 cm. Celkové mnoZstvi mé&¥eného roztoku bylo 250 ul.
Hodnota Kcat bylo spoditdna vydélenim V., mnoZstvim RNazy
v reakdni sm&si. Enzymatickd aktivita obou enzymd vali
standardnimu substrdtu, kterym byl cytidin 2737cyklicky
menofosfit (C>p), byla mé¥ena na zdkladé€ zmé€ny v absorbanci
pfi 284 nm, p¥l pouZiti rozsahu koncentraci substrdtu (Csp)
0,5 a 6 mM a koncentraci enzymu RNazy 5 aZz 35 pug/ml.
vysledky jsou shrnuty v nédsledujici tabulce.

Enzymovid kinetika pro prekurzor u¢inné latky vhodny pro

RNazu a C>p, srovnani nativni a RNazy Lysé6Glu

Substrat BP-RNaza Lys66Glu BP-RNaza

prekurzor U¢inné 0,37 18
latky (viz priklad 3)

C>p 3 3,0

Jednotky = kcat/Km mM*s™

Zz vysledkl je patrné, e rychlost pF¥emény
standardniho substriatu C>p pomoci p¥irozené a mutantni

hov&zi RNazy se témé&Y neli8i. Mutantni RN&za vSak mnohem
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rychleji ne? ptirozeny enzym hydrolyzuje  jmenovany
prekurzor G&inné 1latky. Vysledkem wmutace Lys66Glu v
molekule hovdzi RNazy tedy neni omezeni schopnosti tohoto
enzymu Stépit fosfdtovou wvazbu, ale naopak vytvoreni
enzymu, jenZz je schopen specificky 3tépit jmenovany
prekurzor Gé&inné latky a tedy uvolfovat aktivni uc¢innou

latku.

P¥iklad 1l: Enzymovd kinetika od uracilu odvozeného
prekurzoru (&inné latky z p¥ikladu 3 (prekurzor, ktery je
substrétem RN&zy, déle zkrdcend prekurzor RN&zy) versus
enzymova kinetika ptirozené a mutantni

Arg4Ala,Lys6Ala,Lys66Glu lidské pankreatické RNazy

M&¥eni kinetik enzymatickych reakci s pfirozenou RNizou a s
RNazou Arg4Ala,LyséAla,Lys66Glu byla provddéna obdobné jako
v p¥ikladu 10, pouze s tim rozdilem, Ze pouZitym pufrem byl
0,1M 1,3-bis[tris(hydroxymethyl)-methylamino]-propan {pH
7,0), S0 mM NaCl. Vysledky jsou shrnuty v ndsledujici

tabulce.

Enzymovad kinetika pro prekurzor G¢inné L1atky vhodny pro
RNazu a C>p, srovndni nativni a RNazy
Argd4Ala,Lysé6Ala, Lys66Glu

Substrat EP-RN&za Arg4Ala,LyséAla, Ly
66Glu EP-RNaza

prekurzor Ucinné latky 0,2 3,6
{viz priklad 3)

Cop 1,2 1,2

Jednotky = kcat/Km mM's™

Zz vysledkd Jje  patrné, ¥e  rychlost  pfemény
standardniho substrdtu C>p pomoci p¥irozené a mutantni
hov&zi RNdzy se tém&¥ nelis$i. Mutantni RN&za vSak mnohem

rychleji ne? pfirozeny enzym hydrolyzuje  jmenovany
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prekurzor 4&inné latky. vysledkem mutace Lys66Glu v
molekule lidské RN&zy tedy neni omezeni schopnosti tohoto
enzymu Stépit fosfdtovou wvazbu, ale naopak vytvofeni
enzymu, jenZ je schopen specificky Stépit jmenovany
prekurzor u¢inné latky a tedy uvoliovat aktivni d€innou

latku.

Pfiklad 12: Syntéza prekurzoru aktivni latky odvozeného
od cytosinu (viz obrdzek 17)

Opakuje se’  zde postup popsany v piikladu 3, pouze
sloufenina & (obrdzek 7) Jje nahrazena slouéeninou 6
(obrazek 17). P¥iprava slouCeniny 6 (obrdzek 17) je stejna
jako priprava slouCeniny 4 (obrazek 7)., ale
2°-0-benzyluridin je nahrazen N*-benzyloxykarbonyl

-27-0-benzylecytidinen.

Postup pfipravy © N*-benzyloxykarbonyl-2-~
-O—benzylcytidinu (sloZka 2, obrazek 17) A
27 -0-benzylcytidinu [Christensen and Broom (1972), J. Crg.
Chem. 37, 3398-3401] je stejny Jako postup pFipravy

sloudeniny 6 popsany v refereninim prikladu 7.

Priklad 13: Kinetika enzymatického  pusobeni  hovézi
pankreatické Lys66Glu RNazy na analogy prekurzorl aktivnich
14tek odvozenych od uridinu a cytidinu 2z referenénich
ptikladu 6, respektive 7. _

Experimentdlni postup byl obdobny jake v prikladu 10,
m&¥eni v&ak probihala pfi teplot& 25°C. Vysledky jsou
shrnuty v ndsledujici tabulce.

Enzymova kiﬁetika pro analogy prekurzoru (&inné latky pro
RN4zu a C>p, srovnani nativni a RNazy
Argd4Ala,Lys6Ala,Lys66Glu
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Substrat BP-RNiza
Lys66Glu RN&za

Analog prekurzoru U¢inné 1 (0,2) 25 (8)
latky pro pouziti s

RNazou (ref. p¥. 6)

Analog preékurzoru Ud¢inné 5,05 (0,3) 109 (11)
latky pro pouZiti s

RNazou (ref. pr. 7)

C>P 3 3

Jednotky = kcat/Km mM's™

Z vysledkl . je  patzrné, Ze rychlost pfeméﬁy
standardniho substratu Cs>p pomoci pfirozené a mutantni
hovézi RNazy se témé¥ nelili. Mutantni RN&aza vsak mnohem
rychleji neZ pfirozeny enzym hydrolyzuje jmenované analogy
prekurzort G&inny latek. Vysledkem -mutace Lys66Glu v
molekule hovézi RN&zy tedy neni omezeni schopnosti tohoto
enzymu Stépit fosfdtovou wvazbu, ale nacpak vytvofeni
enzymu, jenz je schopen specificky St&pit jmenované analogy
prekurzoru -G¢innych latek a tedy uvolfovat aktivni ddinné

latky z p¥islu$nych prekurzord.

P¥iklad 14 Typické farmaceutické kompozice obsahujici
-prekurzor GU¢inné latky podle vynéalezu

A)Suché plnéné kapsule obsahujici 50 mg slouleniny podle

vynélezu ‘
Slozka | MioZstvi v jedné kapsuli (mg)
Slouéeﬁiha podle vynalezu | 50

Laktoza _ 149

Stearat hofenaty | 1

Kapsule, velikost 1 200
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Sloudenina podle vyndlezu se miZe ‘rozet¥it na préasek
velikosti 60 a na tento prasek se pres plidtno velikosti 60
presype laktdéza a steardt hoYeCnaty. Tato smés se pak 10
minut micha a naplni se Jji suché, Zelatinové Kkapsule

velikostl 1.
B} Tablety

Typickd tableta miiZe obsahovat 25 wmg slouceniny podle

vynédlezu, ptedem zgelovatény Skrob (82 mg) ,
mikrokrystalickou celuldzu (82 mg) a 1 mg steardtu
ho¥e&natého.

c) Cipky

Typické &ipky pro rektadlni formu podani mohou obsahovat
0,8 az 1 mg sloudeniny podle vynalezu, ecdetdt

vapenato-disodny (0,25 a%Zz 0,5 mg) a 775 az 1600 mg
polyethylen glykolu. Jiné &ipky mohou byt pfipraveny

zam&nou edetdtu vapenato-disodného nap¥iklad za butylovany

hydroxytoluen (0,04 aZ 0,08 mg) a polyethylen glykolu =za

hydrogenovany rostlinny olej (675 aZz 1400 mg( jako jsou
nap¥iklad Suppocire L, Wecobee FS, Wecobee M, Witepsols a
podobné.

D) Injekce

Typickd injek&ni £forma miZe obsahovat 10 mg slouCeniny

podle vyndlezu, 0,1 ml benzylalkoholu a 1 ml vody.

pP¥iklad 15: Klonovani a exprese D253K HCPB- (His),-c-Myc

z E. coli

Zpusob klonovdni a exprese D253K-HCPB v E.coli je velmi
podobny tomu, ktery je popsany v referen®nim p¥ikladu 15.
pICI266 byl op&t pouZit jako klonovaci vektor a vychozim
materidlem pro PCR amplifikaci genu pro-HCPB byl plazmid
pICI1698 (tak, jak je popsdno v refereninim p¥ikladu 14). V
tomto pfipadé. vEak byl b&hem PCR amplifikace cilenou

mutagenezi zméndn koddén pro aminokyselinu v pozici 253 Vv
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genu pro maturovany enzym z koddénu pro kyselinu asparagovou
na koddén pro lysin (GAC na AAA), zména D253K. Byly
pfipraveny dvé reakéni sm&si pro PCR. MnoZstvi jednotlivych
sloZek odpovidalo tomu, které ije popsdno v referenZnim
pfikladu 15. Primery v prvni reakci byly FSPTSLl (podle
Sekvence Id. <.: 58) a 1398 (podle Sekvence Id. &.: 72).
Primery v druhé reakci byly 6HISSEIORIBS1 (podle Sekvence
Id. &.: 59) a 1397 (podle Sekvence Id. &.: 73). Vychozi DNA
v obou reakcich'byla pICI1698. Primery 1398 a 1397 (Podle
Sekvence Id. ¢&.:72 a 73) byly konstruovany tak, aby
hybridizovaly podél koddénu pro aminokyselinu v pozici 253,
zavedly v DNA sekvenci zm&nu koddénu GAC na AAA a vytvoXily
komplementdrni sekvence na koncich obou PCR produktt. Druhé
dva primery, FSPTS1 a 6HIS9E1ORIBS1 (Podle Sekvence Id.
&..: 58 and 59), jsou popsané v referencnim prikladu 15.
Pomoci elektroforézy v agardzovém gelu byly analyzovany
.alikvoty z téchto dvou PCR reakci, byla detekovidna DNA
spriavné velikosti (pfibliZné 750 a 250 bp) a odhadnuta jeji
koncentrace. Vzorky obsahovaly p¥evainé DNA spravné

velikosti.

Pro dal3i PCR bylo pouzZitc pfibliZné 4ng z kaZdého z
prvinich PCR produktd. Reakce probihaly v pfitomnosti JdNTP,
jejichz kone&ni koncentrace byla 200 gM, Tag polymerdzového
reakéniho pufru, 2U Taqg polymerézy v konecném objemu 80 ul.
Pfed pZ¥idanim Tag enzymu byla sm&s po dobu 10 minut
zahfivana p¥i teploté 94°C, PCR inkubace pak probihala v
deseti cyklech - p¥i 94°C po dobu 1 minuty a p¥i 63°C po
dobu 4 minut. Na zav&r téchto c¢ykld byla reakini smés
dopln&na do 120 pl pfidanim 120pmolu kaZdého z primert,
FSPTS1l a GHISY9EIOR1BS1 (Sekvence Id. &.: 58 a 59), dal&iho
dNTP (p¥ibliZné 100 uM), Tag polymerdzového reakdniho pufru
a 4 U Taq polymerdzy. Pfed pfidanim Taqg enzymu byla smés po
dobu 10 minut zah¥ivana pri teploté 94°C, PCR inkubace pak
probihala v tficeti cyklech - p¥i 94°C po dobu 1,5 minuty,
pfi 50°C po dobu 2 minut a p¥i 72°C po dobu 2 minut. Na
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konci reakce pak byla provedena jednordzovd inkubace pfi

72°C po dobu 9,9 minut.

Pomoci elektroforézy v agardzovém gelu byl analyzovan
alikvot =z PCR produktu, byla detekovdna DNA spravné
velikosti (p¥ibliZn& 1000 bp). Vzorky obsahovaly pfevainé
DNA spravné velikosti. zZbytek produktu z reak&ni smési byl
purifikovédn obdobnym zpusobem jako v referen&nim pfikladu
15. Izolovanid DNA byla 3tépena restrikdénimi enzymy Fspl a
ECORI a bendy spravné velikosti (p¥ibliZn& 1000bp) byly
purifikovdny podobnym zpisobem jako v pfikladu 15.

pICI265 dvouvlaknovd  DNA, p¥ipravend  podobnym
zplisobem jako v referendnim p¥ikladu 15, byla Stépena
restrik&nim enzymem Kpnl a tupy konec byl podroben piusobeni
T4 DNA polymerdzy, s ddrazem na to, aby bylo zajisténo
kompletni roz3t&peni. Purifikovand DNA pak byla Stépena
restrikdnim enzymem EcoRI. DNA spravné velikosti (p¥ibliZn&
5600 bp) byla purifikovdna podobnym zplsobem jako v

referennim p¥ikladu 15.

Byla zkontrolovdna &istota alikvotd obou restrikéne
(t&penych a purifikovanych vzorkd DNA a koncentrace
odhadnutd pomoci elektroforézy v agarovém gelu byla
porovndna se zndmymi standardy. Na zdkladé té&chto odhadd
byly podobnym zpusobem jako v referenfnim pZikladu 15
p¥ipraveny ligalni smé&si pro klonovdni genu HCPB do

plazmidu pICI266 vektoru.

Po liga&ni reakci byla DNA smé&s pouZita -k
transformaci E.coli kmenu DHS5«, kolonie byly sebrany a
testoviany hybridizaci podobnym zpisobem jake v referendnim
ptikladu 15.

Za pouZiti primerd FSP1TS1 a 6HISSEICOR1IBS1 (podle
Sekvenci Id. ¢.:58 a 59) bylo Sest pozitivné
hybridizujicich 1z0ldtd pomoci PCR prekontrolovdno na

pritomnost inzertd o sprdvné velikosti, a na hybridizaci s

ek mm - P e ——— e . - U E s
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internimi primery FSPTS 1 (podle Sekvence Id. &.: 58) a
679 (podle Sekvence id. &.: 51) podobnym zplsobem jako Vv
referendnim ptrikladu 15. PCR produkty byly analyzovany a
detekovidna DNA spravné velikosti (pfiblizZné& 1000 bp od
primeru FSPTS1 k 6HISSEI1ORiBS1, a pFiblizné& 430 bp od
primeru FSPTS1 k 679) pomoci elektroforézy v agardzovém
gelu. DNA produkty PCR amplifikace vSech klond mély

spriavnou velikosti.

véech Sest kloni pak bylo pouZito na pfipravu
plazmidové DNA a dva byly sekvenovany v oblasti PCR
produktu podobnym zpUsobem jako v referenénim pfikladu 15.
Klony byly sekvenovany pomoci osmi samostatnych
oligonukleotidovych primerd oznadenych 1281, 677, 1504,
679, 1802, 1590, 1280 a 1731 (Podle Sekvence Id. &.: 55,
52, 60, 51, 63, 61, 53 a 62). Na zdkladé vysledkl sekvenace
byl wvybrdn klon, ktery obsahoval plazmid s poZadovanou

D253K-HCPB genovou sekvenci a ktery je znam jako pICIL713.

Ové¥end sekvence klonovaného D253K-HCPB genu Vv
pICI1713, s vyznalenoun translaci aminokyselin od podatku
PelB sekvence k EcoRI restrik&nimu mistu, je oznacena jako
Sekvence Id. &.: 74 s Zislovanim DNA, které zacdind od 1 v
prvnim kodénu PelB a &islovdnim peptidu, které zalina od 1

v HCPB genu pro maturovany protein.

§ cilem dosdhnout kontrolované exprese D253K-HECPB
byla pICI1713 plazmidovd DNA transformovand do expresivnich
kmend E.coli vhodnych pro transformaci, JjenZ rostly v
prostfedi chloridu sodného, podobnym zplsobem jako v
referenénim p¥ikladu 15. K testovdni exprese kionovaného
D253K-HCPB genu byly vSechny pICI1l713 transformované
expresivni Kkmeny zpracovdny podcbnym zpisobem jako v
ptikladu 15. V tomto pripadé byla ve Westernové analyze

pouZita 9E10 moncklondlni protilatka specificka pro C-myc
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znalenou C&ast peptidu, nebot D253K-HCPB md C-terminalni

(His) 6-c-myc znalku podcbné jako v referendnim p¥ikladu 15.

Exprese klonovaného znaCeného D253K-HCPB v pICI266
(pICI1713) v E. coli byla prokézédna pomoci gelid obarvenych
v Coomassie blue, z nichZ byl patrny, na rozdil od kloni
obsahujicich pouze vektor (pICI266) &i klond produkujicich

znaceny HCPB (referen¢ni p¥iklad 15), velky obsah proteint

o velikosti p¥ibliZn& 35,000 Daltond. Proteiny stejné-

velikosti byly detekovdny i pomoci Western analyzy, jenZ

vyuzivala c-myc znacdeni peptidu.

P¥iklad 16: Klonovdni a exprese D253R HCPB- (His)é6-c-Myc

z BE. coli

Zpusob klonovani a exprese D253R-HCPB v E.coli je velmi
podobny tomu, ktery je popsany v referenénim p¥ikladu 1s6.
pICI266 byl opd&t pouZit jako  klonovaci wvektor a vychozim
materidlem pro PCR pro-HCPB genu byl plazmid pICI1712 (tak,
jak je popsédno v referenénim p¥ikladu 15). V tomto p¥ipadd
vsak byl b&hem PCR amplifikace cilenou mutagenezi zm&né&n
koddn pro aminokyselinu v pozici 253 v genu pro maturovany
enzym 2z koddnu pro kyselinu asparagovou na kodén pro
arginin (GAC na CGC), zména D253R . Byly p¥ipraveny dvé PCR
smési. Zpusob jejich p¥ipravy byl podobny tomu, jenz je
popsdn v referencnich pfikladech 15 a 16. Primery v prvni
reakci byly 2264 (podle Sekvence Id. &.: 65) a 2058 (podle
Sekvence Id. ¢&.: 75). Primery v druhé reakci byly
6HIS9EIOR1BS1l (podle Sekvence Id. &.: 59) a 2054 (podle
Sekvence Id. ¢&.: 76). Vychozi DNA v obou reakcich byla
pICI1712.

Primery 2058 a 2054 (Podle Sekvence Id. &.:75 a 76)
byly konstruovédny tak, aby hybridizovaly kolem kodénu pro
aminckyselinu v pozici 253, zavedly v DNA sekvenci zm&nu
kodénu GAC na CGC a vytvofrily komplementdrni sekvence na

koncich obou PCR produkti. Druhé dva primery, 2264 a
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6HISSEiIOR1BS1 (Podle Sekvence Id. &.: 65 and 59), jsou
popsané v referenénim p¥ikladu 15. Pomoci elektroforézy v
agardzovém gelu byly analyzovany alikvoty z t&chto dvou PCR
reakci, byla detekovdna DNA sprdvné velikosti (p¥ibliZnd
750 a 250 bp) a odhadnuta jeji koncentrace. Vzorky
obsahovaly p¥evdZné DNA sprdvné velikosti. Pro dal3i PCR
reakci bylo pouZito p¥ibliZn& 4ng z kaZdého z prvnich PCR
produktd. Reakce probihaly v p¥itomnosti dNTP, jejichz
koneCnd koncentrace byla  200uM, Tag polymeridzového
reakéniho pufru a 2U Tag polymerdzy v kone&ném objemu
80 pl. Pfed pfidanim Taq enzymu byla smés po dobu 10 minut
zahfivdna p¥i teplot& 94°C, PCR inkubace pak probihala v
deseti cyklech - p¥i 94°C po dobu 1 minuty a p#i 63°C po
dobu 4 minut. Na z&v&r t&chto cykll byla reakdni smés
doplnéna do 120 pl pridénim 120pmold kaZdého 2z primerd,
2264 a 6HISY9EIORLIBS]1 (podle Sekvence Id. &.: 65 a 59),
dalsiho  dNTP {(p¥iblizné& 100uM) , Tag polymerdzového
reakdniho pufru a 4U Tag polymerdzy. P¥ed p¥idanim Tag
enzymu byla sm&€s po dobu 10 minut zah¥ivdna p¥i teplot&
94°C, PCR inkubace pak probihala v t¥iceti cyklech - pfi
94°C po dobu 1,5 minuty, p¥i 50°C po dobu 2 minut a p¥i 72°C
po dobu 2 minut. Na konci reakce pak byla provedena

jednordzova inkubace p¥i 72°C po dobu 9,9 minut.

Pomoci elektroforézy v agardzovém gelu byl analyzovan
alikvot z PCR produktu a byla detekovdna DNA spravné
velikosti (p¥ibliZn& 1000 bp). Vzorky obsahovaly preva¥nd
DNA spréavné velikosti. Zbytek produktu z reakdni smdsi byl
purifikovan obdobnym zplsobem jako v referen&nim prikladu
15. Izolovand DNA byla Sté&pena restrik&nimi enzymy Fspl a
BECORI a bendy spravné velikosti (p¥ibliZn& 1000bp) byly
purifikovany podobnym zpisobem jako v prikladu 15.

pICI266  dvouvldknovd  DNA, pfipravend  podobnym
zpisobem jako v referendnim p¥ikladu 15, byla &tépena

restrik&nimi enzymemy Kpnl a EcoRI s dlrazem na to, aby
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bylc zajisténo kompletni rozstépeni. DNA spravné velikosti
{p¥ibliZné 5600 bp) Dbyla purifikovadna podobnym zpusobem

jako v referencdnim prikladu 15.

Byla zkontrolovana d&istota alikvot obou restrikéné
Stépenych a purifikovanych vzorkd DNA a koncentrace
odhadnuta pomoci elektroforézy v agarovém gelu byla
porovndna se zndmymi standardy. Na zakladé téchto odhadud
byly podobnym zplsobem jako v referenénim p¥ikladu 15
p¥ipraveny 1liga&ni sm&si pro klonovani genu HCPB do

plazmidu pICIZ266 vektoru.

Po ligalni reakci byla DNA smés pouZita k
transformaci E.coli kmenu DH5a, kolonie byly sebrany a
testovany hybridizaci podobnym zplsobem jako v referenénim
pfikladu 15.

T¥i klony pak byly pouzity k p¥ipravé plazmidové DNA*
a byly sekvenovany v oblasti PCR produktu podobnjym zplsobem
jako v referenénim p¥ikladu 15. Klony byly sekvenovény
pomoci deviti samostatnych oligonukleotidovych primert
ozna&enych 1281, 677, 1504, 679%, 1802, 1590, 1280, 1731 a
1592 {Podle Sekvence Id. &.: 55, 52, 60, 51, 63, 61, 53,
62a 70). Na zakladé vysledkl sekvenace byl vybran klon,
ktery obsahoval plazmid s poZadovanou D253R-HCPB genovou
sekvenci a ktery je zndm jako pICI1713.

Ovifend sekvence klonovaného D253R-HCEB genu Vv
pICIl746, s vyznalenoun translaci aminokyselin od pocatku
PelB sekvence k EcoRI restrikénimu mistu, je oznadena jako
Sekvence Id. &.: 77 s Cislovanim DNA, které zadind od 1 v
prvnim koddnu PeiB a Cislovanim peptidu, které zadind od 1

" v HCPB genu pro maturovany protein.

S cilem dosdhnout kontrolované exprese D253R-HCPB
byla pICI1746 plazmidova DNA transformovanid do expresivnich
kmendi E.coli vhodnych pro transformaci, 9JenZ rostly v

prostfedi chloridu sodného, podobnym zpuscbem jako v
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referendnim pfikladu 15. K testovani exprese klonovaného
D253R-HCPB genu byly vSechny pICIl746 transformované
expresivni kmeny zpracovdny podobnym zpisobem jako v
p¥ikladu 15. V tomto pFfipadé byla ve Western analyze
pouZita 9EL0 monoklondlni protildtka specifickd pro C-myc
znadenou C&ast peptidu, nebot D253R-HCPB ma C-terminalni

{His)6-c-myc znadku podobné& jako v referendnim p¥ikladu 15.

Exprese klonovaného znaceného D253R-HCPB v pICI266
(pICI1746) v E. coli byla prokdzdna pomoci geld obarvenych
v Coomassie blue, z nichZ byl patrny, na rozdil od klonud
obsahujicich pouze vektor (pICI266) <¢i klond produkujicich
znadeny HCPB (referen&ni p¥iklad 15), velky obsah proteint
o velikosti p#ibliZné 35,000 Daltond. Proteiny stejné
velikosti byly detekovdny 1 pomcci Western analyzy, jeni

vyuzivala c¢-myc znaceni peptidu.

Purifikace bylc dosaZeno pouZitim obdobné metody jake v
p¥ikladu 17.

Priklad 17: Purifikace mutantnich proteind D253K
HCPB- (His)¢-c-Myc z kultury E. coli

Nejprve bude popsdn 20 litrovy fermentadni proces pro
produkci analogu karboxypeptiddzy B D253K v bunélné kultufe
E.coli. E. coli K12 kmene MSD192¢ byly transformovany
plazmidem pZenl713 (pICI 1713: viz pfiklad 15 vySe) a
vysledny kmen MSD2230 (MSD1924 pZen 1713) byl uskladnén v

glycerolové mrazici smési pfi teploté -80°C.

Buiiky kmene MSD 2230 byly rozet¥eny na agarové plotny
obsahujici 10 pg/ml L-tetracyklinu tak, aby wmohly byt
druhého dne odebréany jednotlivé kolonie. Bakterie byly
pd&stovidny p¥i inkubadni teplotd 37°C. Sest jednotlivych
kolonii kmene MSD2230 byly odebrdno z kultivacdni plotny s
tetracyklinem a resuspendovdno v 10 ml vyvaru s 10 ug/ml
L-tetracyklinu. 100pl této kultury bylo okamZité naockovano

gest 250 ml Erlenmeyerovych bandk obsahujicich 75 ml
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ivndho vyvaru s 10 ug/ml L-tetracyklinu. Po inkubaci
trvajici 15 a% 16 hodin v shakeru p¥i 300 otdckdch v minuté
byly obsahy vSech ban&k shromdZdény a pouZity k naockovani
15 litrového fermentoru obsahujiciho médium podle obrazku

23 (U30D, B.Braun, Melsungen, SRN).

Valstni fermentace probihala pfi teploté 37°C za pH
6,7. pH bylo auomaticky kontrolovdno pfridavkem &M hydroxidu
sodného nebo 2M kyseliny sirové. Tlak rozpu3t&ného kysliku
byl nastaven mna hodnotu 50% nasyceni vzduchem a byl
udriovan regulaci ota&ek michadla mezi 200 aZ 1000 min™.
Pritok vzduchu fermentorem byl udrZovdn na hodnoté 20
standardnich litrt v minut& co? odpovidd 1,3 ndsobku obsahu
niddoby za minutu automatickym reguldtorem prutoku vzduchu

firmy Tylan.

4,5 hodiny po naockovani zacaly byt bakterie ve
fermentoru Eiveny‘ pridavkem kvasniéného extraktu (225
g.1') pridemZ rychlost pfiddvani &inila 190 aZ 210 ml. h™.
Tato vyZiva byla do fermentoru p¥idavana po 28,5 hedin. 1,5
hodiny zaddtky pridivani extraktu bylo sniZeno nastaveni
inkubadni teploty fermentoru na 25°C. Kdyz bylo této
teploty asi po hodiné dosazeno, =zacala indukce exprese
analogu karboxypeptiddzy D253K jednoridzovym ptridavkem 50%
arabinézy do vysledné koncentrace. 0,5% wve fermentadni
nadob&. Jednu aZ dvé hodiny po této indukci a¥ do konce
fermentace byla do fermentoru pfidavana smés glycerolu (714
g.1") a siranu amonndho (143 g.l1"') rychlosti 45 aZ 55 ml
za hodinu. Kultura byla sklizena asi 75 hodin po inokulaci
a jendolitrové alikvoty kultury Dbyly pfevedeny do

centrifugadnich kyvet o objemu 11.

Vy&erpané médium bylo odd&lenoc od bakterialnich bunék
centrifugaci v centrifuze Sorvall RC-3B pfi 7,000 X g za

teploty 4°C. Centrifugace probihala 30 minut. Centrifugaci
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bakterialni kultury za té&chto podminek lze typicky ziskat

zhruba 20 g sufiny na litr média.

Buné&céna hmota byla purifikovana nasledujicim
zpisobem. Bun&®nd hmota obsahujici rekombinantni E.coli s
rekombinantnim enzymem, D253K HCPB byla vyjmuta z mrazaku,
kde byla skladovédna pfi teploté& -70°C a neéhala_ se
rozmrazit. NavdZfenim byla stanovena Hmotnost bunék na 309
grami. Builky byly poté resuspendovany p¥idavkem pufru A
{cbsahuje 200mM Tris (hydroxymethyl) aminomethan
hydrochlorid (TRIS-HCl), 20% sacharézu, pH 8,0) za vzniku

320 ml konecné bunélné suspenze.

Suspenze byla poté inkubovadna 20 minut za pokojové
teploty za obasného jemného michdni. Poté byl za pokojové
teploty p¥iddn stejny objem destilované vody a dukladne
promichdn se suspenzi. Buné&&nd suspenze se pak op&t 20
minut inkubuje za pokojové teploty a oblasného jemného

michani.

Osmoticky naruSené builky se poté =zcentrifuguji pfi
98000 x g (90 minut) a p¥i teploté 4°C. Po skondeni
centrifugace byl supernatant dekantaci oddélen cod
peletovanych nerozpustnych zbytkd bunék. Objem <&irého

supernatantu &inil 240 ml.

Deoxyribonukledza 1 se rozpusti v 5 ml destilované
vody, pfidd se k supernatantu a reakéni smés se 30 minut
inkubuje za pokojové teploty a za stdlého t¥epani aby
viskozita smé&si poklesla natolik, Ze miZe byt nanesena na
sephardzdvou afinitni kolonu S inihibitorem
karboxypeptiddzy (CNBr aktivovand sephardza). Kolona se
p¥ipravi podle instrukci dodanych s CNBr aktivovanou
Sephardézou™ 4B od firmy Pharmacia a s inhibitorem
xarboxypeptiddzy z bramborovych hliz (c-0279, Sigma).
Suprenatant byl na¥edén 1:1 pufrem B (10 mM Tris-HCl, 500mM
chlorid sodny, pH 8,0). pH supernatantu bylo upraveno na pH
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8,0 a poté byl nanesen na kolonu p¥edvrstvenou pufrem B o
teploté 4°C. Pak byla kolona p¥es noc promyvina eluénim
pufrem (100mM uhliditan sodny, 500mM chlorid sodny, pH
11,4) o teploté 4°C a p¥i pritoku eludniho pufru 05 ml/min
dokud absorbance pruchoziho pufru nepoklesla zpé&t na

hodnotu p¥ed nenesenim vzorku.

Eluované 1ml frakce byly zmraZeny na -20°C a poté
byly pomoci Western blotu s my3i monoklonilni protilatkou
JE10 proti c-myc identifikovadny ty, které obsahuji
rekombinantni karboxypeptiddzu. Jako konjugatu bylo pou¥ito
kofiské-anti-mySi protildtky s k¥enovou peroxidazou (a-9044,
Sigma), ktery poskytuje barevnou reakci po pfidavku

4-chloro-naftolu a peroxidu vodiku.

Frakce 11 aZ 44 obsahujici rekombinantni
karboxypeptiddzu B byly spejeny, jejich pH nastaveno na 7,5
a poté zakoncentrovdny pomoci centrifugadni kolonky
Millipore Ultrafree™ 20 (s prahem propustnosti 10 kDa).
Poté byly rychle zamraZeny na -20°C a za této teploty
skladovdny. Purifikaci Dbylo ziskdno 4,7 mg mutované

karboxypaptiddzy D253K o 80% Zistotd v objemu 0,95 ml.

P¥iklad 18: Syntéza neaktivniho prekurzoru U&inné latky
odvozeného od aspartat fenol mustard slouceniny (sloudenina
S5a, obridzek 27) (28),2-(3-{4-[bis- (2-chloroethyl) -amino)-
fenoxykarbonyl}~propionyl-amino)-jantarové kyselina

K sytéze jsou pouZity podobné zpusoby jako v referendnim
pfikladu 12.  Dibenzyl ester (28),2-(3- {a4-  [bis-
{2-chloroethyl) - amino) - fenoxykarbonyl}-propionylamino) -
jantarové kyseliny (slouZenina 4a) se 2 hodiny hydrogenuje
pfi tlaku 0,5512 MPa (80 psi) za wvzniku poZadované

o,

konefného produkt, slouleniny S5a. Vytd¥ek &ini 86 %.

Vlastnosti slou€eniny 5a: 1HNMR (CD30D): 2,65 a¥ 2,75 (t,
2H); 2,8 aZ 2,9 (m. 4H); 3,7 az 3,75 (m. 4H): 3,8 a¥ 3,85

S
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(m, 4H): 4,75 (t, 1H): 6,7 a} 6,8 (m, 2H); 7,0 az 7,1 (m,
2H) .

MS (ESI): 471 aZ 473 (MNa)+

Anal.: (CeH,,N,0,C1, 1,4 H,0)
Vypolteno: ¥C:45,56 H: 5,27 N: 5,90
Nalezeno: %C.48.79 H: 5,60 N: 5,91

Vychozi materidl slouCenina 4a se ptipravi ndsledujicim

zpusobem.

Dibenzyl ester (28),2-amino-jantarové kyseliny
(slou¥enina 2a) se nechd reagovat se sloufeninou 1 23
vzniku dibenzyl esteru (28),2- (3~ karboxypropionyl-
amino) - jantarové kyseliny (sloufeniny 3a) po rekrystalizaci
z diethyl etheru/hexanu. VytéZek &ini 80% Sloucenina 3a:
1HNMR (CDCL,): 2,42 aZ 2,66 {m, 2H): 2,6 aZz 2,75 (m, 2H) ;
2,85 (ad, 2H); 3,1 (dd, 1H); 4,9 (dd, 1H); 5,05 (dd, 2H) ;
5,15 (s, 2H); 6,7 (4,1 ¥); 7,25 aZ 7,5 (m, 10H).

MS (ESI): 436 {MNal+

Anal.: (C,3HaaNO, O.4H,0) :

Vypodteno: 5C: 62,82 H: 5,70 N: 3,33
Nalezeno: %C: 63,2 H: 5,75 N: 2,9

Reakei sloufeniny 3a vznikl poZadovany v?choii
material sloudenina 4a s vytd%Zkem 78 %. Reakéni smés byla 3
hodiny michdna za pokojové teploty a ‘sloudenina 4a byla
purifikovdna mZikovou chromatografii za pouziti diethyl

etheru/hexanu (70/30 objemovd) jako elu¢niho &inidla.

Sloudenina 4a; LHNMR (CDCl,); 2,55 a¥ 2,65 (m, 2H); 2,8 aZ
29 (m, 2H): 2,9 (dd, 1H); 3,1 (dd,1H); 3,6 (dd, 4H); 3,7
(dd, 4H); 4,9 (dd, 1H); 5,05 ({(dd, 2H); 5,15 (s, 2H); 6,58
(a, 1H); 6,65 (d, 2H); 6,95 (d, 2H); 7,25 a% 7,4 (m, 10H).
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MS (ESI}: 651 az 653 (MNa)+
P¥iklad 19: Syntéza neaktivniho prekurzoru G&inné latky
odvozeného od glutamdt fenol-mustard (slou&enina G5b;
obréazek 27)
(28),2-(3-{4- [bis- (2-chlornethyl) -amino) - fenoxykarbonyl}

-propionyl -amino-pentandiovd kyselina

K sytéze byly pouZity analogické zplsoby jako v
referenénim p¥ikladu 12. Dibenzyl ester (28),2-(3- {4-(bis-
(2-chloroethyl) - amino) - fenoxykarbonyl} -
propionylamino}-pentandiové kyseliny (sloudenina 4b) se 3
hodiny hydrogenuje za tlaku 0,4134 Mpa (60 psi) pricemZ
vznikd pozadovany konelny produkt sloufenina 5b s vitZZkem
93 %.

Slougenina Sb: 1HNMR (CD,OD): 1,9 a% 2,0 (m, 1H); 2,1 a3
2,2 {m, 1H); 2,35 aZ 2,45 (m,2H); 2,55 a% 2,7 (m, 2H); 2,8
az 2,9 (m, 2H); 3,65 aZ 3,7 (m, 4H); 3,72 aZz 3,8 {(m, 4H);
4,4 az 4,5 (m, 1 H); 6,75 {(d, 2H); 6,95 (d, 2H).

MS (ESI): 485 aZ 487 (MNa)+

Vychozi materidl sloudenina 4b se pFipravi ndsledujicim

zpuisobemn.

Dibenzyl . ester (28) ,2-amino-pentandiové kyseliny
(sloufenina 2b) se nechala reagovat za vzniku dibenzyl
esteru (28),2-(3- karboxypropionylaming) -pentandiové

kyselina (sloudeniny 3b) s kvantitativnim vytéiken.

Sloudenina 3b: 1 HNMR (CDCl,): 2,0 a% 2,1 (m, 1H); 2 2 a%
2,3 (m, 1H); 2,3 a¥ 2,5 (m, 4K); 2,6 a% 2,7 (m, 2H); 4,65
(dd, 1 H); 5,05 (s, 2H); 5,15 (s, 2H); 6,5 (d,1 H); 7,3 a¥
7,4 (m, 10 H).
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MS (ESI): 450 [MNal+

Reakci slouceniny 3b vznikd poZadovany vychozi materidl

sloudenina 4b s 82% vytéZkem.

Slouenina 4b: 1HNMR (CDCl,): 1,95 aZ 2,05 (m, 1H); 2,2 aZ

2,3 (m, 1H); 2,3 aZ 2,5 (m, 2H); 2,6 (dt, 2H); 2,8 a% 3,0

(m, 2H); 3,6 (ddt 4H},; 3,7 {dd, 4H); 4,7 {(dd, 1H); 5,1 (s,
2H); 5,2 (s, 2H); 6,3 (d, 1 H); 6,6 (d, 2H): 6,95 (4, 2H);
7,3 a% 7,4 (m, 10 H).

MS (ESI): 665 az 667 (MNa)+

P¥iklad 20: Stancveni aktivity mutované lidské CPB &
nativni lidské CPB proti analogﬁm neaktivnich prekurzortd
u¢inné latky Hipp-Asp a Hipp-Glu.

Purifikované mutantni lidské karboxypeptiddzy B (CPB, D253K
a D253R: wviz ptriklady 15 aZ 17) a nativni 1lidsk& CPB
pfipravené podle referenéniho p¥ikladu 20, byly testoviny
na svojil schopnost konverze hippuryl-L-asparagové kyseliny
(Hipp-Asp, viz referenéni p¥iklad 10), hippuryl-L-glutamové
kyseliny (Hipp-Glu, viz referendni p¥iklad 9) nebo
hippuryl-L-argininu (Sigma Chemical Company - KXat. &.
H6625) na hippurovou kyselinu. Schopnost konverze byla

testovéna pomoci HPLC.

250 pl reakéni smé&si obsahovalo 4 ug lidské CPB
{nativni nebo mutantni) a 0,5 mM Hipp-Asp nebo Hipp-Glu v
0,025 M Tris-HCl, pH 7,5. Vzorky byly 5 hodin inkubovény
p¥i teploté 37°C. Reakce byla ukondena pridavkem 250 ul+80
% methanolu, 20 % destilované vody, 0,2 % trifluorooctové
kyseliny. MnoZstvi vzniklé kyseliny hippurové bylo

stanoveno pomoci HPLC.

HPLC analyza byla provedena  pomoci HPLC systému
Hewlett Packard 1090 Series 11 (s diodovym polem). Vzorky
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po 50 pl byly nat¥iknuty na kolonu Hichrom Hi-RPB (25 cm)
rozdéleny pomoci mobilni fdze sestdvajici z 40% methanolu,
60% destilované vody a 0,1 % trifluorococtové kyseliny pri
prutokové rychlosti 1 ml/min. MnoZstvi produktu (hippurové
kyseliny} vzniklé enzymatickou reakci bylo stanoveno podle
kalibraCnich k¥ivek ziskanych ze zndmych mno¥stvi kyseliny
hippurové (Sigma-H6375). Vysledky jsou vyjadfeny jako
procento konverze substrdtu na prédukt za S hodin pti

teploté& 37°C a s 4 ug enzymu, viz tabulka.

Konverze substrdtl Hipp-Asp a Hipp-Glu mutantni a nativni
lidskou karboxypeptiddzou B (CPB)

Hipp-Asp Hipp-Glu Hipp-Asg

% pfevedené na kyselinu hippurovou

Nativni CPB3 0 0 100
mutantni CPB D253K 78 91 <2
mutantni CPB D253R 72 52 3
i Z dat vyplyva, ze vloZeni lysinového nebo

argininového zbytku na pozici 253 v lidské CPB misto zbytku
kyseliny asparagové v nativnim enzymu mdni substratovou
specilicitu enzymu tak, Ze je schopen konverze Hipp-Asp
nebo Hipp-Glu. Naproti tomu nativni enzym neni schopen
konvertovat Zddnou z té&chto slou¥enin na kyselinu
hippurovou, ale konvertuje Hipp-Arg na hippurovou kyselinu.
Nejvys3i aktivitu vykazoval .mutant D253K se substritem
Hipp-Glu.

Pfiklad 21 Stanoveni Km a kcat mutantniho enzymu HCPB D253K
se substrity Hipp-Asp a Hipp-Glu
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purifikovany HCPB D253K byl pF¥ipraven tak, jak bylo popsano
v ptikladul7. Tento zmutovany enzym byl testovdn na svoji
schopnost konverze Hipp-Asp (viz referendni priklad 10) a
Hipp-Glu (viz referenéni pFfiklad 9) a byly urceny hodnoty
jeho Km a kcat platné pro tyto substraty. Hipp-Glu a
Hipp-Asp byly nafed&ny v rozsahu 0,25 az 8,0 mM respektive
0,25 a% 5,0 mM v 0,025 M Tris-HCl pufru o pH 7,5. V pfipadé
pot¥eby bylo pH vzorkid nastaveno na pH 7,5 pomoci 1M NaOH.

pak byla k t&mto vzorkim pfidana mutovanad HCPB D253K (4
ug/ml pro Hipp-Asp a 0,5 ug/ml pro Hipp-Glu} do celkového
objemu 500 pl. Vzorky byly poté 5 hodin inkubovény pfi
replotd 37°C. Reakce byly ukon&eny pridavkem 500 pl 80%
methanolu s 0,2% triflorooctovou kyselinou. MnoZstvi
hippurové kyseliny vzniklé reakci byle kvantifikovano

pomoci HPLC, viz p¥iklad 20.

Hodnoty konstant Km a Vmax Dbyly spoditany za pouzitil
programu ENZFITTER™ (Biosoft, Perkin Elmer). Konstanta kcat
byla spo&itdna z konstanty Vmax vydélenim koncentracl
enzymu v reakéni smési (molekulovd hmotnost HCPB je 34

KDa) . V¥sledky viz tabulka.

Hodnoty Km a kcat pro konverzi Hipp-Asp a Hipp-Glu mutantni
HCPB D253K

Km (mM) kcat (s™) kcat /Km

(mMt.s™)
Hipp-Asp 2,7 0,26 0,1
Hipp-Glu 5,3 3,8 0,7

Udaje potvrzuji, 2Ze nahrazenim zbytku kyseliny asparagové
lysinovym zbytkem na pozici 253 V lidské CPB vedou ke
vzniku enzymu, schopného Kkervertovat jak Hipp-Asp tak 1

Hipp-Glu na hippurovou kyselina s rozumnou enzymovou
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kinetikou. Pomdr konstant kcat/Km je p¥ibliZné& 7-krdt vyssi

se substratem Hipp-Glu neZ se Hipp-Asp.

Priklad 22: Stanoveni aktivity mutované HCPB a nativni
HCPB proti neaktivnimu prekurzoru a&inné idtky odvozenému
od kyseliny glutamové

purifikovand HCPB D253K a nativni iidské karboxypeptiddza B
pripravend podle p¥ikladu 17 respektive referenéniho
p¥ikladu 20 byly testovany na svejl schopnost enzymaticky
od3tépit kyselinu glutamovou od neaktivniho prekurzoru
G&inné latky zaloZeného na kyseliné glutamové (viz p¥iklad
18). Stépenim se uvoiﬁuje meziprodukt (viz referendni
ptiklad 13), ktery se sdm, ne-enzymaticky rozklada za
uvoln&ni aktivni fenol-mustard G¢inné 1l&tky. Konverze
neaktivniho prekurzoru G&inné latky odvozeného od kyseliny et

glutamové na tento meziprodukt byla mé&fena pomocl HPLC.

Neaktivni prekurzor G&inné ldtky byl nafedén v rozsahu 0,25
a¥ 5,0 mM v pufru 0,025 M Tris-HCl o pH 7,5. V pfipadé
pot¥eby bylo pHE vzorkd upraveno na 7,5 pridavkem 1M NaOH.
Mutantni HCPB D253K nebo nativni HCPB byly pfidany do
vysledné koncentrace 0,25 mg/ml. Vzorky byly jesté pred
pfidavkem enzymu p¥edeh¥dty na teplotu 37°C. Celkovy
reak®ni objem &inil 250 ul. Vzorky se 4 minuty inkubuji p¥i
teploté 37°C. Reakce byla ukoncena pridavkem 250 ul 98,8%
MeCN, 0,2% TFA a vzorky didny na led. MnoZstvi vzniklého

meziproduktu bylo stanovenc pomoci HPLC.

HPLC byla provedena tak, jak bylo popséno v ptikladu
20 krom& toho, %e jako mobilni fédze bylo pouZito smési
| MeCN/destilovand voda (55 ku 45 objemové&} s pfidavkem 0,1 %
TFA. Tento eluéni roztok‘ umozni separaci neaktivniho
prekurzoru G&inné 1latky (retenini cas 4,9 minuty) a
meziproduktu (reten&ni &as 8,4 minuty). MnoZstvi vzniklého
meziproduktu bylo stanovenc pomoci kalibraénich krivek

ziskanych ze znamych mnoZstvi meziproduktu.
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Mno¥stvi vzniklého meziproduktu vzniklého z 5,0 mM a
0,2 mM roztoku neaktivniho prekurzoru G&inné latky &innosti
nativni a mutované formy HCPB (D253K) v opakovanych

vzorcich ukazuje tabulka str. 105.

Konverze neaktivniho prekurzoru 0&inné latky na meziprodukt

Zinnosti nativni a mutované formy HCPB (D253K)

Koncentracew intermedidtu

Koncentrace neaktivniho Nativni HCPB Mutantni HCPB
prekurzoru #¢inné latky (mM)
5,0 0,0 0,023 0,022

0,25 ' 0,0 0,005 0,005

Hodnoty Km, Vmax a kcat pro lidsky mutovany enzym (D253K) a
p¥islugny neaktivni prekurzor G&inné I1atky se spoCitad =z
mno¥stvi meziproduktu vzniklého z riznych koncetraci
substritu (0,25 a¥ 3,0 mM) pomoci programu ENZFITTER™ viz
p¥iklad 21. |

Vysledky pro mutantni formu HCPB D253K:

Km = 1,25 mM
Vmax = 1,17 x 10"*mM.sec™
kcat = 0,016 sec™
Udaje potvrzuji, %e nahrazenim zbytku kyseliny

asparagové lysinovym zbytkem na pozicl 253 v lidské CPB
vedou ke zm&nd substrdtové specifity za vzniku enzymu,
schopného konvertovat neaktivni prekurzor G&inné latky

odvozeny od kyseliny glutamové na samovolné se rozkladajici

meziprodukt. Naproti tomu nativni forma enzymu neni schopna -

této konverze. Vzehledem k tomu, Ze neaktivni prekurzor
G&inné latky ma reletivn& nizkou cytotoxicitu (viz pfiklad
23) a meziprodukt se ne-enzymaticky rozklddd za uvolnéni
volné fenol-mustard G&inné 1latky, kterd zabiji tumorové

buiky (viz p¥iklad 23), ukazuji vysledky mutace v aktivnim
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mist& CPB mhZe dat vzniknout mutantni form& 1lidského
enzymu, kterd je schopnda konverze relativné mdlo
cytotoxického prekurzoru ddinné latky na déinnou cytotoxic

latku schopnou usmrtit tumorové buriky.

P¥iklad 23: Cytotoxicita neaktivniho prekurzoru G&inné
latky odvozeného od kyseliny glutamové a UZinné latky
fenol-mustard v lidskych burikdch LoVo 2z kolorektalniho

nadoru.

Riznd cytotoxicita neaktivniho ~prekurzoru d&inné latky
odvozeného od kyseliny glutamové a odpovidajici a&inné
latky s fenol mustard pro nadorové burikky byla dokédzana

nidsledujicim zpuscbem.

Nadorové builky LoVo z kolorektdlniho tumoru byly 1 hedinu
inkubovédny s prekurzorem i¢inné latky nebo s Ulinnou latkou
o riznych konednych koncentracich v rozmezi 5 x 10 aZ 5 x
10°% M v 96-jamkovych mikrotitra&nich deskdch (2,500 bunék
na jamku) p¥i teploté& 37°C. Poté byly bufiky promyty a dalsi
3 dny inkubovany pfi teplot& 37°C. Poté byla do Jamek
pfidana TCA a jamky byly promytim zbaveny mrtvych bunék.
MnoZstvi bun&&nych proteint adherujicich ke sté&ném jamky
bylo stanoveno pomoci barviva SRB tak, jak bylo popsdno v
publikaci P. Skehan a dalsi J. Natl. Cancer Inst. 82, 107
(1990) . Ulinost jednotlivych sloudenin byla vyjdd¥ena

koncentrace nutnou k inhibici bun&&ného ristu o 50% (IC50).

7 pokusu s Lo Vo bulikami oSetfenymi p¥imo Gcinnou latkou
fenol-mustard vyplynula IC50 této G&inné latky p¥ibliZné
1 pgM. Naproti tomu neaktivni prekurzor G&inné latky
zaloZeny na glutamové kyselind byl mnohem méné cytotoxicky
(IC50 byla p¥iblizZné& 50pM), viz obrazek 22. Z toho vyplyva,
Ze neaktivni prekurzor Géinné latky s glutamovou kyselinou
je pFibliZnd S0-krdt méné cytotoxicky pro nadorové burnky

ne? vlastni 0&innd latka fenol-mustard.
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Kdy? se p¥idd 100 pg mutantantni HCPB D233K
pFipravené podle prikladu 17 do testovacich jamek
obsahujicich neaktivni prekurzor G¢inné latky s glutamovou
kyselinou, miZe byt pozorovdna cytotoxicita srovnatelna s
aktivni G&innou latkou. To dokazuje konverzi neaktivaiho
prekurzoru U¢inné ldtky mutovanym enzymem za vzniku mnohem
siln8k&i latky udinné.p¥itom pridavek 100ug nativni lidské
CPB do ka¥dé jamky nijak vyznamné cytotoxicitu naektivniho
prekurzoru G&inné latky nezvysi. Tyto pokusy dokazuji
schopnost zmutované 1lidské karboxypeptidazy B D253K
selektivnd konvertovat pom&rnd neaktivni prekurzor u¢inné
latky na silnou, cytotoxicky G&innou latku schopnou usmrtit

nadorové builky.

P¥iklad 24: P¥iprava fizniho proteinu: humanizovany
fragment AS5B7 F(ab')2-D253K HCPB

Opakuje se postup popsany v referen&nim prikladu 21, ale
misto sekvenci pro mysi lehky Ffet&zec A5B7 a Fd se pouZiji
sekvence pro humanizovany fragment ASB7 a misto sekvence
pro HCPB se pouZzije sekvence pro HCPB D253K. Fdzni protein
je poté exprimovan bufikami COS po kotransfekci sekvenci pro
prepro-HCPB tak, jak bylo popsdnc v referendnim prikladu
21.

Exprese flzniho proteinu ve velkém mé&Fitku byla
provedena tak, Ze do 11 bun€k COS-7 byl transientné vloZen
plazmidovy vwvektor s (750 pg kaZdého =z vektoru), viz
referendni pfiklad 21. Vysledny produkt byl purifikovan bud
prichodem supernatantu obsahujiciho £dzni protein pres
imobilizovany protein A a eluci vazaného fdzniho proteinu
pufrem s vysokym pH nebo  prichodem  supernatantu
obsahujiciho fazni protein pfes imobilizovany inhibitor
karboxypeptidazy a dalsim pokracovanim purifikace
rekombinantni karboxypeptiddzy podle pf¥ikladu 12. Oba
zplisoby mohou zahrnovat dal3i purifikaci fdzniho proteinu

bud gelovou permeadni chromatografii, chromatografii na




L4 .
-158- L}
. L]

iontomdni&i nebo hydrofdbni interak&ni chromatografii nebo

jejich kombinaci.

Dale se opakuje postup popsany v referen3nim pr¥ikladu
21, ale my3i sekvence Fd a lehky Fet&zec podle Sekvenci id.
&.: 25 a 26 jsou nahrazeny humanizovanymi sekvencemi podle
Sekvenci id. &.: 28 respektive 29. Sekvence pro nativni
HCPB z referendniho p¥ikladu 21 je nahrazena sekvence pro
karboxypeptiddzu  D2S3K (viz  pfiklad 15, ale Dbez
(His) 6-c-Myc znadky) . Templdt pro PCR z referendniho
pfikladu 21 (pICILl698) je nahrazen plazmidem pICI1713 (viz

p¥iklad 15).

Humanizované sekvence podle Sekvenci id. &.: 28 a 29

mohou byt pfipraveny mnoha zplsoby v&etn& té&ch popsanych v

publikacich Edwards (1987} Am. Biotech. Lab. 5, 38 az 44..

Jayaraman a dal3i (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88,
4084 aZ 4088, Foguet a Lubben (1592) Biotechnigques 13, 674
a? 675 a Pierce (1994) Biotechniques 16, 708. ‘

P¥iklad 25: P¥ipravu D253K HCPB fermentaci v tE¥epané

n&dobé

E.coli kmene MSD 213 se transformuji plazmidem pICI
1713 (viz p¥iklad 15) a vysledny kmen MSD 213 pZen 1713 se
uskladni v glycerolu za teploty -8¢°C. Alikvot bunék kmene
MSD 213 pZen 1713 se rozetfe na agarové plotny s
L-tetracyklin tak, aby se druhého dne po inkubaci pZ¥i
teplot& 37°C mohly to separovat jednotlivé kolonie. Jedina
kolonie MSD 213 pZen 1713 byla odebrana z této‘ plotny
poufita k naodkovani 250ml Erlemmeyer bafky obsahujici 75ml
vyvaru s L—tetracyklineh. Po inkubaci trvajici 16h pfi
teplot& 37°C na t¥epadce byl pouZit obsah bafiky pro
naockovani deviti 21 Erlenmeyerovych ban&k obsahujicich
SOOml vyvaru s L-tetracyklinem do ODg,=0,1. Tyto bailky se
poté na t¥epadce inkubuji p¥i teploté 20°C dokud ODg,

nedosdhne hodnoty 0,5. V tomto okamZiku se indukuje
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produkce heterologického proteinu pfidavkem L-arabindzy do
kultivadniho média do vysledné koncentrace 0,01% w/v a v
inkubaci se pokraluje p¥i teploté 20°C tak, jak bylo
popsdno vy3e po dal8ich 42 hodin. VyZerpané médium se
oddéli od bakterialnich bunék centrifugaci na centrifuze
Sorvall RC-3B (7000 x g, 4°C, 30 minut) a bunecnéd hmota se
uskladni p¥i -70°C.

Priklad 26: Pou¥iti ADEPT v autologni transplantacil

kostni drené

Autologni transplantace kostni dfen& zahrnuje odebrani
S4sti vlastni d¥en& pacienta jeté predtim, nei je mu
pbskytnuta intenzivni radiochemoterapie. Poté se pacientovi
navrati jeho vlastni kostni d¥efl. U nékterych druhu
néddorovych onemocnéni jako nap¥iklad .u leukemii a lymfomi.
B- a T-bunék a karcinomd prsu, plic nebo stfeva infiltruji
maligni buidky d¥efi a musi byt znifeny jesté pred vracenim
d¥en& pacientovi. K tomuto d&elu byly pouZivany konjugdty
protildtka -toxin viz Blakey, D. C. a dal8i, Prog. Allergie
svazek 45, 50, 1988).

K tomuto Glelu miZe byt pouZit ADEPT, zvlastd pak, jsou-li
pou¥ita reaktivni alkylaéni ¢&inidla =zaloZend na latce
mustard jakoZto U&inné sloZky. Kostni d¥en pacienta,
obsahujici nadorové bufiky se inkubuje s vhodnym konjugdtem
protildtka-enzym. Poté co se protildtka selektivn& navaZe
na nadorové buiky, pFrebytelny konjugdt se vymyje. Poté se
p¥idd neaktivni prekurzor G&inné latky a v blizkosti
antigen-pozitivnich nadorovych bunék se zadne tvorit u¢innd
latka. Vysledkem je selektivni usmrceni nddorovych bungk.-
Normalni builky kostni dfend mohou byt chranény vhodnjym
Yedénim kostni dYefl tak, aby byla zajisténa dostatecna
vzddlenost mezi mistem vzniku U¢inné latky na nadorové
bufice a zdravymi bunkami kostni d¥en&. Dojde tak dfive k
inaktivaci G&inné ldtky neZ k zasaZeni bunék kostni dfenég.

P¥idavek proteinu, ktery pak tve¥i nuklecfil pro reaktivni
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rmpustard®  G&innou latku, mi%e byt rovn&Z pouZit pro

minimalizaci podkozeni normalni kostni dfené.

Priklad 27: Pou?iti mutované glukuroniddzy pro ADEPT s

opa&nou polaritou

Lidskd glukuronididza daldim enzymem u kterého miZe byt
pouzit koncept “reverzni polarity” pro pripravu
specifického lidského enzymu, schopﬁého Stépeni neaktivniho
prekurzoiu 4¢inné 1latky za uvolnéni aktivni dcinné lacky.
Bosslet a dal¥i, Cancer Res. 54, 2151, 19%¢ popisujl
neaktivni prekurzor i¢inné latky zaloZeny na
adriamycin-glukuronidu jako substrdatu pro nativni lidskou
glukuronidazu a popisuji rovnéz syntézu skaly
alternativnich prekurzory G&inné ldtky z nichZ pak vznikaji
p¥isludné G&inné latky, viz Bosslet v patentové prihldsce
AU - 50225/93. Endogenni nativni glukuroniddza pritomna v
krvi a tkanich v3ak miZe poptipadé Kkonvertovat tyto
prekurzory U&innych latek za uvolndni aktivni G&inné latky
bez nutné pfitomnosti konjugdtu protildtka-glukuronidéza a
tim vlastn& sni¥it specifitu 1&&by. Cheng a Touster (J.B.C.

247, 2650, 1972)  popisuji, e v aktivnim oisté&

glukuroniddzy je pozitivné nabitd aminokyselina, Kktera
reaguje s negativn& nabitou karboxylovou skupinou na

glukuronidovém kruhu.

OH O- (LINKER) - CYTOTOXICKA LATKA

HO
OH
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Glukuronid miZe byt bud p¥imo navazan na cytotoxické
g¢inidlo nebo s nim miZe byt spojen linkerem napf¥iklad
takovym, jaky ije popsdn v publikaci Bosslet a dalsi,
(Cancer Res.) 54, 2151, 1994 a Patent Au-A-50225/93). Je-1li

negativng nabitéd karboxylovad skupina glukuronidového kruhu

nahra%ena pozitivn& nabitou skupinou R, napriklad
L-CH,-NH, nebo L-CH,-NHR' (kde R' = C; ,; . alkyl a L

[CH,],.: ; nebo jiné vhodné linkery) pfestane byt tento

prekurzor . G&inné latky substratem pro nativni
glukuronididzu. A ‘je-1li kladné& nabity zbytek v aktivnim
misté glukuronidazy zamenen za zaporné nabitou
aminokyselinu ngapt¥iklad glﬁtamovou nebo asparagovou, pak
tato mutantni glukuroniddza bude konvertovat selektivné
kladné nabity prekurzor dfinné latky podobnym zpuscbem jako
analogické ptriklady RNdzy a karboxypeptiddzy B. Tim miZe
byt koncept reverzni polarity rozSifen 1 na lidskou

glukuronidizu a kladn& nabité prekurzory ucinné latky.

Co;”

bCHfNHR
H+
0

OH /O~ (LINKER)-CYTOTOXICKA LATKA

HO
OH




T AL T

* . o se oo
@ & o LT TN . .:
[ 4 [ ] [ ] o » » Py
* @ * 2 4 =0 ses o
¢ L] L ] * @ Y P
. see s0e #e . .

Seznam sekvenci

INFORMACE O SEXVENCI ID. C. 1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
A) DELKA: 30 basi
)y TYP: nukleovd kyselina
) POCET VLAKEN: jedno
)

(
{
(
{ TOPOLOGIE: linedrni

B
C
D
(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 1:

GGTCTGCCCA TTCTCGCAGC CAACATTTTT
INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 2:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 basi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 2:

TGCTACCAGA GCTACTCCAC CATGAGCATC
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 3:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELXA: 30 basi

(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: lineadrmni

(xi) POPIS SEXVENCE ID.C. 3:
AATGTTGCCT GCGAGAATGG GCAGACCCAAT
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
() DELKA: 30 pdru basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 4:

CTGGGAGCAC ACGGCCTGGA CATCAGCCA

U
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INFORMACE O SEKVENCI ID. ¢. 5:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 basi

{B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

{D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 5:

CGCGCGAATT CGGGTCCAGC CTTCCCTGGG C
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 6:

- (1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
) DELKA: 31 basi

) TYP: nukleovd kyselina

) POCET VLAKEN: jedno

) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 6:

GGCCGGAATT CCATCAAAGT GGACTGGCAC A
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 7:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 45 basi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

)

( TOPOLOGIE: linedrni

o

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 7:

CECTETTGET CCTGGTGCTG CTGCTGGTGC GGGETCCAGCC TTCCC
INFORMACE O SEKVENCI ID. . 8:

{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 45 basi

{B) TYP: nukleova kyselina
() POCET VLAKEN: jedno

{D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 8:

TGATGGCTCT GAAGTCCCTG GTCCTGTTGT CGCTGTTGGT CCTGG
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 9:
{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 46 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: line&arni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 9:

GCGCGAATTC ATGTTCTTGG AGGATGATTG ATGGCTCTGA AGTCCC
INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 48 basi

(B) TYP: nuklecvad kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(

D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 10:

CGCGGAATTC CTAGGTAGAG TCTTCAACAG AAGCATCAAA GTGGACTG
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 11:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 33 basi

(B) TYP: nukleovid kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

{D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 11:

AAGGAATCCG CTGCCGCTAA ATTCCAGCGG CAG
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 12:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE: -
(A) DELKA: 30 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina

(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi} POPIS SEKVENCE ID.C. 12:

GGAAGGCTGG ACCCGCACCA GCAGCAGCAC



—165— *e

LA N R )
soeen

e -

INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 13-

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 33 basi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.{. 13:

CTGGAATTTA.GCGGCAGCGG ATTCCTTGCC CAG

INFORMACE O SEKVENCI ID. &.

14

(i} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 30 basi

(B} TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D} TOPOLOGIE: linedrni

{xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 14:

CATATGGACT CAGACAGTTC CCCCAGCAGC

INFORMACE O SEKVENCI ID. . 15:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 39 basi

(B} TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.&. 15:

GTGTGAATTC CCATGGCGAA GGAATCCGCT GCCGCTAAA

INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 16:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 34 basi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linearni

{xi}) POPIS SEKVENCE ID.C. 16:

GTGTGAATTC CTAGGTAGAG TCTTCAACAG AAGC
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. 17:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 50 basi

TYP: nukleova kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

POPIS SEKVENCE ID.&. 17:

ATATAAAGCT TGCCGCCACC ATGAAGTTGT GGCTGAACTG GATTTTCCTT
INFORMACE O SEKVENCI ID. . 18: .

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 48 basi

(B) TYP: nuklecovd kyselina
{C) POCET VLAKEN: jedno

{D) TOPOLOGIE: linedrni

(x1) POPIS SEKVENCE ID.{. 18:

ATCGAATTCG CCGCCACCAT GGATTTTCAA GTGCAGATTT TCAGCTTC
INFORMACE O SEKVENCI ID. . 19:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A}
(B)
(C}
(D}

(xi)

DELKA: 45 basi

TYP: nukleova kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrnf

POPIS SEKVENCE ID.C. 19:

TGAGAATTCT TACTATGTAC ATAGCAAGG CTTACAAGG CAATC

INFORMACE

(i)

O SEKVENCI ID. &. 20:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

{A) DELKA: 35 basi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 20:

GCGCCGAATT CTTATTAACA CTCATTCCTG TTGAA

P
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INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 21:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.¢. 21

GACCTGGAAC TCTGGATCTC TGTCCAGCGG
" INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 22.

(1} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D)

TOPOLOGIE: linedrni

{xi) POPIS SEKVENCE ID.&. 22:

AGGTGCAC ACCGCTGGAC AGAGATCCRAG
INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 23

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 basi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.&. 23

TGGTACCAGC AGAAGCCAGG TTCCTCCCCC
INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 24.

{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
{(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

{xi) POPIS SEKVENCE ID.&. 24:

GGATTTGGGG GAGGAACCTG GCTTCTGCTG




INFORMACE O SEKVENCI ID.

-168-

C.

25:

(1} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(a)
(B)
{C)
{D)

(1)

ARG

ACA
Thr

GGA
Gly

TCT
Ser

CCa
Pro
60

. GGT
Gly

©Tee
Ser

AGA

Arg

CGG
Arg

TCA
Ser
140

CTT

Leu

GGC
Gly

GGG
Gly
45

GGA
Glv

-

TAC
Tyr

AGA
Arg

GCT
Ala

TIC
Phe
125

GCC
Ala

GCC

TTA
Leu

TTG

Leu
30

TTZ
Ph=

ARG
Lys

ACA
Thr

GAC
ksp

GAG
~T

aiu
119

TAC
Tyr

Lys

GCZ

ART
Asn

GTA
Val

ACC

Thr

GCA
Ala

ACA
Thr

Lys
95

GAC
Asp

Phe

ACG
Thr

ACC

GGT
Gly

CAG
Gln

TTC
Phe

CTT
Leu

GAG
Glu
80

TCC

Ser

AGT
Ser

GAC
Asp

ACA
Thr

ATG
Met

ATC
-Ile

CCT
Pro

ACT
Thr

GAG
Glu
65

TAC

TyY

CAA
Gln

Gee

Ala

TAC
Tyr

cce
Pro
145

ARG
Lys

CAG
Gln

GGG
Gly

GAT
Asp

-

50

TGG
Trp

AGT
Ser

AGC
Ser

ACT
Thr

TGG
Trp
130

CCA
Pro

DELKA: 777 part basi
TYP: nukleovd kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: lineérni

POPIS SEKVENCE ID.C.

TTG
Leu

TGT
Cys

GGT
Gly
35

TAC

TTG
Leu

GCA
Ala

ATC
Ile

TAT

113

GGC .
Gly

TCT
Ser

25:

TGG
Trp

GAG
Glu
20

TCT

Ser

TAC
Tyr

GGT
Gly

TCT
Ser

CTC
Leu
100

TAC

Gln

GTC
Val

CTG
Leu

GTG
Val

CTG
Leu

ATG
Met

Phe

GTG
Val
85

TAT
Tyr

TGT
Cys

Gly

TAT
Tyr

AAC
Asn

AAG
Lys

AGA
Arg

AARC
Asn

ATT
Ile
70

AAG

Lys

CTT
Leu

ACA
Thr

ACC
Thr

Pro
150

TGG
Trp

CTG
Leu

CTC
Leu

TGG

Trp
S5

GGA
Gly

GGT
Gly

Gln

AGA
Arg

ACT
Thr
135

CTG
Ley

s

ATT
Ile

GTG
Val

TCC
Ser
40

GTC
Vval

RAC
Asn

CGG
Arg

ATG
Met

GAT
Asp
120

CcTC

Leu

GCC
Ala

TTC
Phe
GAG
Glu
25

TGT
Cys

CGC
Arg

Lys

TTC
Phe
AARC
105

AGG
Arg

ACA

Thr

cCcT
Pro

cTT
Leu
10

TCT
Ser

GCA
Ala

CAG

Gln

GCT

"Ala

ACC
Thr
9@

ACC
Thr

GGG
Gly

GTC

Val

GGA
Gly

GTA
val

GGA
Gly

ACT
Thr

CCT
Pro

AAT
Asn
75

ATC
Ile

CTG
Leu

CTA
Leu

TCC
Ser

TCT
Ser
155

48

96

144

1392

240

288

33e

384

432

480



GCT
Kla

TAT

AGC
Ser

CTG
Leu

GTC
val
220

Lys

TAA

GCcC
Ala

TTC
Phe

GGT
Gly

AGC
Ser

205

ACC
Thr

ATT
Ile

GAA

CAA
Gln

CcCT
Pro

GTG
vVal
150

AGC
Ser

TGC
Cys

GTG
val

TC

ACT AAC TCC ATG

Thr

GAG
Glu
175

CAC

His

TCA
Ser

ARC
Asn

CcC
Pro

Asn
160

CCA
Pro

ACC
Thr

GTG
Val

GTT
Val

AGG
Arg
240

Ser

GTIG
val

TTC
Phe

ACT
Thr

GCe
Ala
225

GAT
Asp

Met

ACA
Thr

cCcAa
Pro

GTC

Val,

210
CAC

His

TGT
Cys

"INFORMACE O SEKVENCI ID.

(1)

-169-

GTG
val

GTG
Val

GCT
Ala
185

olalof
Pro

LCG

Pro

GGT
Gly

¢.

(A) DELKA: 732 pard basi
{B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D)

(x1)

GAA TTC GCC GCC ACC ATG GAT
Met Asp

CTA ATC AGT GCT TCA GTC ATA
Leu Ile Ser Ala Ser Vval Iie

CAG TCT CCA GCA ATC CTG TCT
Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser

TOPQLCGIE:

linedrni

POPIS SEKVENCE ID.C.

a0

15

1

T

ACC
Thr

ACC
Thr
180

GTC

Val

TCC
Ser

GCC
Ala

TGT
Cys

26:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

26:

Phe

ATG
Met

Ala
3s

CTG
Leu
165

TGG
Trp

CTG
Leu

AGC
Ser

AGC
Ser

ARG
Lys
245

L E ]

[ E X R
-

earpeweS

-

GGA TGC
Gly Cys

AAC TCT
Asn Ser

CAG TCT
Gln Ser

ACC TGG
Thr Trp
© 215

AGC ACC
Ser Thr
230

CCT TGC
Pro Cys

CTG
Leu

GGA
Gly

GAC
Asp
200

cce

Pro

AAG
Lys

ATA
Ile

TCT
Ser
185

CTC

Leu

AGC
Ser

GTG
val

TGT
Cys

CAA GTG CAG ATT TTC
Val Gln Ile Phe

Gln

TCC

Ser
20

TCT
Ser

s

AGA GGA CAA ACT
Arg Gly Gln Thr

CCA GGG GAG AAG
Pro Gly Glu Lys

40

170

CTG
Leu

TAC
Tyr

GAG
Glu

GAC
Asp

ACA
Thr
250

AGC
Ser

GTT
val
25

GTC
Val

GGC

TCC
Ser

ACT
Thr

ACC
Tar

ARG
Lys
235

TAG
End

TTC
Phe
10

CTC

Leu

ACA
Thr

28

576

€24

672

720

768

777

CTG
Leu

TCC
Ser

ATG
Met

48

96

144



-170-

ACT
Thr

Lys
60

GCT
Ala

TAC
Tyr

TAC
Tyr

Lys

CCA
Pro
140

Phe

RAG
Lys
220
TAA

End

TGC
Cys
as

CCA
Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

TGC
Cys

CTG
Leu
125

CCA
Pro

TG
Leu

GGC
Gly

AGC
Ser

GAC
Asp
205

ACA
Thr

End

AGG
Arg

GGT
Gly

GGA
Gly

CTC
Leu

CAA
Gln
110

GAA
Glu

TCC
Ser

AAC
Asn

AGT.

Ser

Lys
190

GAG
Glu

TCA
Ser

GAA

GCC
Ala

TCC
Ser

GTC
val

ACA
Thr
95

CAT

His

ATC
Ile

AGT
Ser

AAC
Asn

GAA
Glu
175

GAC
Asp

TAT

,Tyr

ACT
Thr

TTC .

AGC
Ser

TCC
Ser

CcCT
Pro
80

ATC
Ile

TGG
Trp

Lys

GAG
Glu

TTC
Phe
180

CGA
Axg

AGC
Ser

GAA
Glu

Ser

TCA
Ser

ccc
Pro
65

GCT
Ala

AGC
Ser

AGT
Ser

CGG
Arg

CAG
Gln
145

TAC
Tyr

Gln

ACC
Thr

CGA
Arg

cce
Pro
225

AGT
Ser
50

Lys

CGC
Arg

AGA
Arg

AGT
Ser

GCT
Ala
130

TTA

Leu

ccc
Pro

AAT
Asn

TAC

His
210

ATT
Ile

GTA
Val

TCC
Ser

T
Phe

GTG
Val

Lys
115

GAT
Asp

ACA
Thr

Lys

GGC
Gly

AGC
Ser

ACT
Thr

TGG
Trp

AGT
Ser

GAG
Glu
100

CCA
Pro

GCT
Ala

TCT
Ser

GAC
Asp

GTC
Val
1380

ATG
Met

1385

AAC
Asn

GTC
Val

AGC
Ser

ARG
Lys

TAC
Tyr

ATT
Ile

GGC
Gly
85

GCT
Ala

CCG

Pro

GCA
Ala

GGA
Gly

ATC
Ile’
165

CTG

Leu

AGC
Ser

TAT
Tyr

AGC
Ser

ATT CAC
Ile His
55

GCC
Ala

TAT

70

AGT
Ser

GGG
Gly

GAA
Glu

GAT
Asp

RCG
Thr

TTC
Phe

Cca
Pro

ACT
Thr
135

GGT GCC
Gly Ala
150

AAT
Asn

GTC
Val

AAC
Asn

AGT
Ser

AGC ACC
Ser Thr

TGT
Cys
218

ACC
Thr

TTC
Phe
230

ARC

R et

TGG
Trp

ACA
Thr

TCT
Ser

GCT
Ala

GGT
Gly
120

GTA
Val

TCA
Ser

AAG

Lys

TGG
Trp

CTC
Leu
200

GAG
Glu

AGG
Arg

J—

TAC
Tyr

TCC
Ser

GGG
Gly

GCC
Ala
105

GGA
Gly

TCC
Ser

GTC
Val

TGG
Trp

ACT
Thr
185

ACG
Thr

GCC
Ala

AAT
Asn

CAG
Gln

ARC
Asn

ACC
Thr
S0

ACT
Thr

GGC
Gly

ATC
Ile

GTG
Val

AAG
Lys
170

GAT

TTG
Leu

ACT
Thr

GAG

Glu:

Gln

CTG
Leu
75

TCT
Ser

TAT

ACC
Thr

TTC
Phe

TGC
Cys
155

ATT
Ile

CAG-
Gin

ACC
Thr

CAC
His

TGT

Cys
235

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

732




-171-

INFORMACE O SEKVENCI ID., . 27:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 30 basi

(B) TYP: nukleovad kyselina
(C} POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 27:

TCGCTATTAC CATGGTGAGT CGGTTTTGGC
INFORMACE O SEKVENCI ID. . 28:

(1} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 777 paru basi
(B) TYP: nukleovd kyselina

{¢) POCET VLAKEN: jedno
{D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C.

ACA CTT
Thr Leu

GGA GGA
Gly Gly

TCT GGA
- Ser Gly
45

CCT GGA
Pro Gly
60

GGA TAC
Gly Tyr

TCC AGA
Ser Arg

GCC

TTA
Leu

CTG
Leu
30

TTC
Phe

ARG
Lys

ACA
Thr

GAC
Asp

GCC

BAT
Asn
35

GTG
val

ACC
Thr

GGA
Gly

ACA
Thr

AAG
Lys
95

ACC

GGT
Gly

CAG
Gln

TTC
Phe

CTC
Leu

GAG
Glu
80

AGC
Ser

ATG
Met

ATC
Tle

CCT
Pro

ACA
Thr

GAG
Glu
65

TAC
Tyr

ARG
Lys

B

ARG
Lys

CAG
Gln

GGA
Gly

GAC
Asp
50

TGG

Trp

TCT
Ser

TCC
Ser

28:

TTG
Leu

TGT
Cys

GGA
Gly
35

TAC

Tyr

CTG
Leu

GCA
Ala

ACA
Thr

TGG
Trp

GAG
Glu
20

TCT
Ser

TAC
Tyr

GGC

Gly

TCT
Ser

CTG
Leu

-100

CTG
Leu

GTG
val

CTG
Leu

ATG
Met

TTC
Phe

GTG
val
8s

TAC
Tyr

i

AAC
Asn

CAG
Gln

AGA
Arg

ART

ATC
Ile
70

AAG
Lys

CIG
Leu

TGG
Trp

CTG
Leu

CTG
Leu

TGG

Txp
S5

GGA
Gly

GGA
Gly

CAG
Gin

ATT
Ile

CTG
Leu

TCT
Ser
40

GTG

val

AAT
Asn

AGA
Arg

ATG
Met

TTC

Phe

GAG
Glu
25

TGT
Cys

AGA
Arg

AAG
Lys

TTC
Phe

AAT
Asn
105

CIT
Leu
10

TCT
Ser

GCA
Ala

CAG
Gln

GCA
Ala

ACA
Thr
90

ACA
Thr

GTA
val

GGA
Gly

ACA
Thr-

GCA
Ala

AAT
Asn
75

ATT
Ile

CTG
Leu

48

96

144

152

240

288

336



CAG
Gln

AGA
Arg

TCT
Ser
140

AGG
Arg

TAC

AGC
Ser

TCC
Sex

ACC
Thr
220

Lys

TAG
Ehd

GCA
Ala

Phe
125

GCT
Ala

TTC
Phe

GGC
Gly

CTC
Leu
205

TAC

ACA
Thr

GAA

GAG
Glu
110

TAC

AGC
Ser

ACC

r Thr

cce
Pro

GTG
Val
190
AGC
Ser

ACC
Thr

Val

TTC

GAC
Asp

TTC
Phe

ACC
The

TCC
Ser

GARA
Glu
178

CAC

His

AGC
Ser

TGC
Cys

GAG
Glu

TCT
Ser

GAC
Asp

AAG
Lys

GAG
Glu
160

CccG
Pro

ACC
Thr

GTC
Val

ARC
Asn

cGC
Arg
240

GCA ATT

Ala

TAC
TYr

GGA
Gly
145

AGC

Ser

GTG
val

TTC
Phe

GTG
Val

GTA
val
225

Lys

INFORMACE O SEKVENCI ID.

-172-

Ile

TGG

Trp
130

CCA

Pro

ACA
Thr

ACG
Thr

CCG
Pro

ACG
Thr
210

GAT
Asp

TGT
Cys

¢.

TAC

Tyr
115

GGA
Gly

TCG
Ser

GCC
Ala

GTG
val

GCT
Ala
195

GTG

Val

CAC
His

TGT
Cys

29:

(1} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 732 pdrd basi
TYP: nukleova kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

(&)
(B)
(C)
(D)

(x1)

POPIS SEKVENCE ID.&. 29:

TAC
Tyr

CAG
Gln

GTC
val

GCC
Ala

TCG
Ser
180

GTC

Val

cccC
Pro

ARG
Lys

GTC
Val

"t wo

TGT ACA AGA GAC
Cys Thr Arg Asp

GGA
Gly

TTC
Phe

CTG
Leu
165

TGG
Trp

CTA
Leu

TCC
Ser

ccc
Pro

GAG
Glu
245

ACA
Thr

ccc
Pro
150

GGC
Gly

ARC
Asn

CAG
Gln

AGC
Ser

AGC
Ser
230

TGC
Cys

CTIG
Leu
135

CTG
Leu

TGC
Cys

TCA
Ser

TCC
Ser

AAC
Asn
215

RAC

Asn

CCha
Pro

120

GTG
val

GCC
Ala

CTG
Leu

GGC
Gly

TCA
Ser
200

TTC
Phe

ACC
Thr

CCG
Pro

ACA
Thr

cce
Pro

GTC
Val

GCT
Ala
185

GGA

Gly

GGC
Gly

ARG
Lys

TGC
Cys

GTG
Val

TGC
Cys

AAG
Lys
170

CTG
Leu

CTC
Leu

ACC
Thr

GTG
Val

CcCG
Pro
250

TCT
Ser

TCC
Ser
155

GAC
Asp

ACC
Thr

TAC
Tyr

Gln

GAC
Asp
238

TAA:

£nd

3g4

432

480

528

576

624

672

720

768




- o -

GAA

GCC
Ala

TAT
Tyr

TAT

Lys

CCG
Pro
140

ayye]
Leu

GAT

TTC

ATC
Ile

AGT
Ser

TGT
Cys
45

CcA

Pro

AGT
Ser

ACT
Thr

TGC

GTA
val
125

cca
Pro

CTG
Leu

AAC
Asn

-

GCC

AGT-

Ser

CCa
Pro
30

AGG
Arg

GGT
Gly

GGT
Glv

CTC
Leu

CAG
Gln
110

GAA
Glu

TCT
Ser

AAT
Asn

GCC
Ala

GCC

GCT
Ala
15

AGT

Ser

GCC
Ala

CTC
Leu

GTA
Val

ACT

Thr
95

CAT

His

GTA
val

GAT
Asp

AAC
Asn

Leu
175

ACC

TCA
Ser

AGT
Ser

AGT
Ser

GCC
Ala

CCA
Pro
80

ATC
Ile

TGG
Trp

Lys

GAG
Glu

TTC
Phe
160

Gln

-173-

GAT
Asp

ATG
Met

TTT
Phe

GTC
val

ATA
Ile

ATG
MetC

AGT
Ser

GTA
val
35

CTC
Leu

AGT
Ser
50

GTA
val

AGT
Ser

CCA
Pro
65

AGT

Lys Ser

TTC
Phe

TCT
Ser

AGA
Arg
CTC
Leu

AGT
Ser

AGT
Ser

AGT
Ser

AGT
Ser Lys

115

CGT
Arg

ACT
Thr
130

GTG
val

TTG
Leu

CAG
Gln
145

Lys

TAT CcCC

Pro

AGA
Arg

AAC
Asn

TCG
Ser

GGT
Gly

CAA
Gln

TCC
Ser
20

AGT
Ser

ACT
Thr

TGG
Trp

AGT
Ser

CAG
Gln
100

CCA
Pro

GCT
Ala

TCT
Ser

GAG
Glu

TCC
Ser
180

GTG
val

AGA
Arg

GTA
Val

TAT
Tyr

ATC
Ile

GGT
Gly
85

CCA
Pro

CCA
Pro

GCA
Ala

GGA
Gly

GCC
Ala
165

CAG
Gln

CAG
Gln

GGA
Gly

GGT
Gly

ATC
Ile

TAT
Tyr
70

AGC
Ser

GAA
Glu

ACT
Thr

CCA
Pro

ACT
Thr
150

Lys

GAG
Glu

ATT
Ile

CAG
Gln

GAT
Asp

CAT
His
55

GCC
Ala

GGT
Gly

GAT
Asp

TTC
Phe

TCT
Ser
135

GCC
Ala

GTA
Val

AGT
Ser

TTC
Phe

ACT
Thr

AGG
Arg
10

TGG
Trp

ACT
Thr

AGT
Ser

ATC
Ile

GGT
Gly
120

GTC
Val

TCT
Ser

CAG
Gln

GTC
val

AGC TTC CTG
Ser Phe Leu
10

GTA
Val
25

CTC
Leu

ACT
Thr

GTA
Val

ACT
Thr

ATG
Mect

TAT CAG

Gln

CAG
Gln

AAC
Asn

AGT
Ser

CTC
Leu
75

GGT
Gly

ACT
Thr
90

GAT
Asp

TAC
Tyr

GCC
Ala
105

ACT
Thr

CAG
Gln

GGT
Gly

ACT
Thr

¢
Phe

ATC
Ile

TTC
Phe

GTT
val

GTG
Val Cys

155

TGG
Trp

AAG
Lys
170

GTG
Val

ACA GAG
Thr Glu
185

,CAG
Gln

B . et

TGC |

48

96

144

132

240

288

336

384

432

480

528

576




GAC
Asp

Lys

CAG
Gln
220

TAR
End

INFORMACE O SEKVENCI ID. C.

(1)
(A)

(B)
(C)
(D)

(xi)

-174 -

TAC
Tyr

AGC
Ser
135

AGC
Ser

ACC
Thr

CTC
Leu

AGC
Ser

GAC
Lys Asp

190

CAC
His
210

GTC
val

GAG
Glu

GCA
Ala
205

GAC TAC
Asp

p Tyr Lys Lys

ARG
Lys

ACA
Thr

TCG
Ser

ccc
Prc
225

GTC
val

AGT
Ser

GGC
Gly

CTG
Leu

TAG GAA TTC

End

30;

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 30 basi

TYP: nukleovd kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

POPIS SEKVENCE ID.C. 30:

AAGGTCACCT GCGAARACGG GCAGGGCAAC

INFORMACE O SEKVENCI ID. C.

(1)
(A)
(B)
(C}
(D)

{xi)

31:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 25 basi

TY?: nukleovd kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

POPIS SEKVENCE ID.C. 31:

CTGGARACAG ACATTCTGGA CATCT

INFORMACE O SEKVENCI ID. C.

(1)
(A}
(B)
(C)
(D)

e . e m——— .- -

32:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 30 basi

TYP: nukleovd kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLCGIE: linedrni

AGC
Ser

TGC
Cys
215

TAC
Tyr

AAC
Asn

TTC
Phe
230

AGC
Ser

m e e —————— - —

CTG ACG CIG
Leu Thr Leu
200

GAA GTC ACC
Glu val Thr

AGG GGA GAG
Arg Gly Glu

AGC
Ser

CAT
His

TGT

Cys
2358

624

672

720

732



-175- e s

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 32:

GCCCTGLCCG TTTTCGCAGG TGACCTTTTC
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 33:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 basi

(B) TYP: nukleova kyselina
{C) POCET VLAKEN: jedno

{D} TOPOLOGIE: linedrni

(xi} POPIS SEXVENCE ID.C. 33:

TGCTACAAGA GCAACTCCAG CATGCA
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 34:

(1} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 41 basf

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLCGIE: linedrni

(xi) POPIS SEXVENCE ID.C. 34

CTCTAGGAAT TCTTATTAGT ACAGGTGTTC CAGGACGTAG C
INFORMACE O SEKVENCI ID. . 35: '

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 108 basi

{B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 35:
CCCARAGCTTG CCGCCACCAT GTTGGCAGTC TTGGETTCTGE TGACTGTGGC
CCTGGCATCT GCTGCAACAG GACACAGTTA TGAGAAGTAC AACAAGTGGG
AAACGATA

INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 36:

(i) CHARAKTERISTIXA SEKVENCE:
DELKA:16 basi

TYP: nukleova kyselina

) POCET VLAKEN: jedno

) TOPOLOGIE: line&rni

daow®

{xi) POPIS SEKVENCE ID.&. 36:
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(1)
(A)
{(8)
(C)
(D)

(xi)

(i)
(A}
(B)
(€)
(D)

(xi}

(i)

o

)
)
)
)

N

{
(
(
(

=

(x1)

(A)
’ . (B)
(C)
(D)

»
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AACAGCTATG ACCATG
INFORMACE O SEKVENCI 1ID.

C. 37:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 17 basi

TYP: nukleové kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linearni

POPIS SEKVENCE ID.C. 37:

GTAAMACGAC GGCCAGT
INFORMACE O SEKVENCI ID.

C. 38:
CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELXA: 30 basi

TYP: nukleova kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

POPIS SEKVENCE ID.C. 38:

TCGCTATTAC CATGGTGATG CGGTTTTGGC
INFORMACE O SEKVENCI 1ID.

C. 39:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 23 pard basi
TYP: nukleovd kyselina
POCET VLAKEN: jedno

TOPOLOGIE: linedrni

POPIS SEKVENCE ID.C. 39:

CAGACTCTGC AGCAGGTCCA CAG
INFORMACE O SEKVENCI 1ID.

¢. ao

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 54 basi
TYP: nukleova kyselina
POCET VLAKEN: jedno

TOPOLOGIE: linedrni
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(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 40:
CCCAAGCTTG CCGCCACCAT GTTGGCACTC TTGGTTCTGG TGACTGTGGC
CCTG

INFORMACE O SEXKVENCI ID. C. 41:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
A) DELKA: 39 basi

TYP: nukleovd kyselina
pCCET VLAKEN: jedno
TCOPOLOGIE: linedrni

(A)
(B)
(C)
(D)

o

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 41:

CTCATAACTG AATTCTTATT AACGAACCCG GCTATCAAA
INFORMACE O SEXVENCI ID. C. 42:

{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
{(A) DELKA: 34 basi

(B) TYP: nukleovid kyselina
{C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPCLOGIE: linearni

{xi) POPIS SEKVENCE ID.(. 42:

GGATCTGCTG CCCAAGCTTA CTCCATGGTG ACCC
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 43;:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(2} DELKA: 80 basi

{B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPCLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 43:
CTTCTCATAA CTGTGTCCTG TTGCGAACAC GCTGCTCACC TCGGGCACTG
TACATATGCA AGGCTTACAA CCACAATCCC

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 44:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
A) DELKA: 78 basi

B) TYP: nukleova kyselina
C) POCET VLAKEN: jedno

)

(
(
(
{ TOPOLOGIE: linedrni

=)

S S PR
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(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 44:

GGTTGTAAGC CTTGCATATG TACAGTGCCC GAGGTGAGCA GCGTGTTCGC

AACAGGACAC AGTTATGAGA AGTACAAC
INFORMACE O SEKVENCI ID. €. 45:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
() DELKA: 27 basi

(B} TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLCGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 45:

CCGTTTGATC TCGAGCTTGG TGCCTCC
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 46:

{1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A} DELKA: 20 basi

(8) TYP: nukleovd kyselina
{(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLCGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 46:

GTTGGAGCTC TTGGTTCTGG
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 47:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 22 basi '
{B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: iinedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 47:

CAAGGCCTCG AGCTTTCTCA AC
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 48:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D} TOPOLOGIE: lineé&rni
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(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 48:

GTTTGATTCT AGAGTTCGTG C
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 49:

{i) CHARAKXKTERISTIKA SEKVENCE:
{A) DELKA: 22 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 45:

TTGTAAAACG ACGGCCAGTG AG
INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 50:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
) DELKA: 24 basi

) TYP: nukleovd kyselina

} POCET VLAKEN: jedno

) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 50:

GAAACAGCTA TGACCATGAT TACG
INFORMACE O SEKVENCI ID. €. 51:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 basi

. (B

(C
(D

)

) TYP: nukleovd kyselina
) POCET VLAKEN: jedno

) TOPOLCGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 51i:

CAGACTCTGC AGCAGGTCCA CAG
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 52:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(4) DELKA: 19 basi

(B} TYP: nukleova kyselina
() POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

e

sesaaas
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(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 52:

- GGACCTGCTG CAGAGTCTG
INFORMACE O SEKVENCI ID. . s3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 basi

(B} TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.{. 53:

GCCTGTGCTC AATATTGATG G
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 54:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 basi

(B) TYP: nukleovad kyselina
{¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. S4:

CCGTGTTAAA GCAGAAGATA CTG
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 55:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
() DELKA: 23 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 55:

GCTACTGTGA AAGAACTTGC CTC
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 56:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
{A) DELKA: 1263 basi

(B) TYP: nukleova kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPCLOGIE: linedrni




_(xi)

" Glu

‘Gly

Glu

Asp

-60

Val

(xi) POPIS
GAGCTCTTGG
GAAGGCGAGA
GAGTTGGCCA
CCTCACAGTA
CTAAAGCAGA
GCTCAGTTTG
GARACGATAG
AGTGTTATCG
GGACAAAATA
CCTGCATTCT.
GTGACAGAGC
TACATCTACA
TCTAGCTGCA
GCCTCTCGAA
ACCAAGGCCC
ATCCACTCGT
AACAATGCTG
GGCACCARGT
GACGACTGGG
GGCAGATATG
CTGGCAATCA
GAG

(1)
(&)
(B)
(D)

(ii)

Leu Val
-105

Leu

His Phe
-90

Glu

Asn His Ile

-75

Phe Trp Lys

Asp Phe Arg

SEKVENCE ID.C.

TTCTGGTGAC
AGGTGTTCCG
GCACGACCCA
CAGTTGACTT
ATGAACTACA
ATAGCCGGGT
AGGCTTGGAC
GRACCACATT
AGCCTGCCAT
GCCAGTGGTT
TTCTCGACAA
CCTGGACCAA
TTGGCACAGA
ACCCCTGTGA
TGGCTGATTT
ACTCCCAAAT
AGTTGAATGC
ACACATATGG
CTTATGACCA
GCTTTCTCCT
AGTATGTTGC

. 1263

Leu Val

Giy

Glu

Asn Ile

Thr
Glu

Ile

-181-

56:

TGTGGCCCTG
TGTTAACGTT
GATTGACTTC
CCGTGTTAAA
ATACAAGGTA
TCGTGCAACA
TCAACAAGTC
TGAGGGACGC
TTTCATGGAC
TGTARGAGAG
GTTAGACTTT
GAGCCGATTT
CCCCAACAGA
TGAAACTTAC
CATCCGCAAC
GATGATCTAC
CCTGGCTAAA
CCCGGGAGCT
AGGAATCAGA
TCCAGAATCC
CAGCTACGTC

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 415 aminokyselin
TYP: aminokyselina

TOPOLOGIE: linedrni

TYO MOLEKULY: protein

POPIS SEKVENCE ID.C. 57:

Val Ala,
=100

Lys Val
-85

Arg Glu

-70

Pro Asp

-55

val
=40

Lys

Gt e e = m e

Ser

Ala

val Thr

Glu Asp

Leu

Phe

Leu

Gln

Thr

GCATCTGCTC
GAAGATGAAA
TGGAAGCCAG
GCAGAAGATA
CTGATAAGCA
GGACACAGTT
GCCACTGAGA
GCTATTTACC
TGTGGTTTCC
GCTGTTCGTA
TATGTCCTGC
TGGAGAAAGA
ARTTTTGATG
TGTGGACCTG
ARACTCTCTT
CCTTACTCAT
GCTACTGTGA
ACAACAATCT
TATTCCTTCA
CAGATCCGGG
CTGGAACACC

Ala

Arg Val

Ala Ser
-65

Ile
-50

Lys

Val Thr

-35

Ser Ala

ATCATGGTGG
ATCACATTAA
ATTCTGTCAC
CTGTCACTGT
ACCTGAGAAA
ATGAGAAGTA
ATCCAGCCCT
TCCTGAAGGT
ATGCCAGAGA
-CCTATGGACG
CTGTGCTCAA
CTCGCTCCAC
CTGGTTGGTG
CCGCAGAGTC
CCATCAAGGC
ATGCTTACAA
AAGAACTTGC
ATCCTGCTGC
CCTTTGAACT
CTACCTGCGA
TGTACTAGTT

His His

-95

Asn Val Glu

-80

Thr Thr Gln

Pro His Ser

val Glu Asn

-30

TGAGCACTTT
CATAATCCGC
ACAAATCAAA
GGAGAATGTT
TGTGGTGGAG
CAACAAGTGG
CATCTCTCGC
TGGCAAAGCT
GTGGATTTCT
TGAGATCCAA
TATTGATGGC
CCATACTGGA
TGAAATTGGA
TGARAAGGAG
ATATCTGACA
ACTCGGTGAG
CTCACTGCAC
TGGGGGCTCT
TCGAGATACA
GGAGACCTTC
GAGAARGCTC

'Gly
Asp
Ile
Thr

-45

vVal

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780C
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
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Leu Lys Gin Asn Glu Leu Gln Tyr Lys Val Leu Ile Ser Asn Leu Arg
-25 -20 -15

Asn Val Val Glu Ala Gln Phe Asp Ser Arg Val Arg Ala Thr Gly His
-10 =5 1

Ser Tyr Glu Lys Tyr Asn Lys Trp Glu Thr Ile Glu Ala Trp Thr Gln

Gln Val Ala Thr Glu Asn Pro Ala Leu Ile Ser Arg Ser Val Ile Gly
25 30 35

Thr Thr Phe Glu Gly Arg Ala Ile Tyr Leu Leu Lys Val Gly Lys Ala
40 45 ‘ 50

Gly Gln Asn Lys Pro Ala Ile Phe Met Asp Cys Gly Phe His Ala Arg
55 §0 65

Glu Trp Ile Ser Pro Ala Phe Cys Gln Trp Phe Vval Arg Glu Ala Vval
70 75 80

Arg Thr Tyr Gly Arg Glu Ile Gln Val Thr Glu Leu Leu Asp Lys Leu
8s g0 95 100

Asp Phe Tyr Val Leu Pro Val Leu Asn Ile Asp Gly Tyr Ile Tyr Thr
105 -110 115

Trp Thr Lys Ser Arg Phe Trp Arg Lys Thr Arg Ser Thr His Thr Gly
: 120 125 o 130

Ser Ser Cys Ile Gly Thr Asp Pro Asn Arg Asn Phe Asp Ala Gly Trp
135 140 145

Cys Glu Ile Gly Ala Ser Arg Asn Pro Cys Asp Glu Thr Tyr Cys Gly
150 . 155 160

Pro Ala Ala Glu Ser Glu Lys Glu Thr Lys Ala Leu Ala Asp Phe Ile
165 170 175 180

Arg Asn Lys Leu Ser Ser Ile Lys Ala Tyr Leu Thr Ile His Ser Tyr
185 190 195

Ser Gln Met Met Ile Tyr Pro Tyr Ser Tyr Ala Tyr Lys Leid Gly Glu
200 205 ‘ 210

Asn Asn Ala Glu Leu Asn Ala Leu Ala Lys Ala Thr Val Lys Glu Leu
215 220 225

Ala Ser Leu His Gly Thr Lys Tyr Thr Tyr Gly Pro Gly Ala Thr Thr
230 235 240
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Ile Tyr Pro Ala Ala Gly Gly Ser Asp Asp Trp Ala Tyr Asp Gln Gly
245 250 255 260

Ile Arg Tyr Ser Phe Thr Phe Glu Leu Afg Asp Thr Gly Arg Tyr Gly
265 270 275

Phe Leu Leu Pro Glu Ser Gln Ile Arg Ala Thr Cys Glu Glu Thr Phe
280 285 280

Leu Ala Ile Lys Tyr Val Ala Ser Tyr Val Leu Glu His Leu Tyr End
285 300 a0s 307

INFORMACE O SEKVENCI ID. . 58:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 35 basi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 58:

GCCGGTTTG CGCAACTGGT CACTCTTACG AGAAG
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 59:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 88 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 59:

CCGGAATTCT TATTAGTTCA GGTCCTCCTC AGAGATCAGC TTCTGOTCCT CGARCTCATG 60
GTGGTGATGG TGGTGGTACA GGTGTTCC 88

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 60:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 22 basi

{(B) TYP: nukleovd kyselina
{C} POCET VLAKEN: jedno

(D} TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 60:

TTAGCGGATC CTGCCTGACG GT
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 61:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(a) DELKA: 23 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
{(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 61:

GGCTGGATTC TCAGTGGCGA CTT
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 62:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 basi

B) TYP: nukleovid kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: line&rni
(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 62:

ACCTCTAGGG TCCCCAATTA
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 63:

(1) CHARAKTERISTIKA SEXVENCE:
(A} DELKA: 23 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) PCCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 63:

CAAGTCGCCA CTGAGAATCC AGC
INFQRMACE O SEKVENCI ID. C. 64:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1053 basi
(B) TYP: nukleovd kyselina

(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 64:

ATG AAA TAC CTA TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC GCT 48

Met Lys Tyz. Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
-20 ~15 -10
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GCC
Ala

Lys

CCA
Pro

GCT
Ala

ATT
Ile

TTC
Phe
75

ATC

Ile

GTG
Val

TGG
Trp

GAC
Asp

CGA
Arg
155

Lys

CAA
Gln
-5

TGG
Tzp

GCC
Ala

ATT
Ile

TTC
Phe
60

TGC
Cys

CAA
Gln

CTC
Leu

AGA
Arg

ccc
Pro
140

AAC
Asn

GAG
Glu

CCA
Pro

GAA
Glu

CTC
Leu

TAC

Tyr
45

ATG
Met

CAG
Gln

GTG
val

AAT
Asn

AAG
Lys
128

AARC

Asn

cce
Pro

ACC
Thr

GCC
Ala

ACG
Thr

ATC
Ile
30

CTC

Leu

GAC
AsSD

TGG

ATT
Ile
110

ACT
Thr

AGA
Arg

TGT
Cys

Lys

ATG
Met

ATA
Ile
15

TCT
Ser

C1G

Leu

TGT
Cvs

T
Phe

GAG
Glu
g5

GAT

Asp

CGC
Arg

Asn

GAT
Asp

GCC
Ala
175

GCG
Ala
-1

GAG
Glu

cGe
Arg

AAG
Lys

GGT
Gly

GTA
Val
80

Leu

GGC
Gly

TCC
Ser

Phe

GAA
Glu
160

CTG
Leu

GCA
Ala

GCT
Ala

AGT
Ser

GTT
Val

TTC
Phe

AGA
Arg

CTC
Leu

TAC

ACC

GAT
Asp
145

ACT
Thr

GCT
Ala

ACT
Thr

TGG
Trp

GTT
Val

GGC
Gly
S50

CAT

His

GAG
Glu

GAC
Asp

ATC
Ile

CAT
His
130

GCT
Ala

TAC

GAT
Asp

-185-

sene

GGT CAC TCT TAC GAG
His Ser Tyr

Gly

ACT
Thr

ATC
Ile
35

Lys

GCC
Ala

GCT
Ala

AAG
Lys

TAC

Tyr
115

ACT
Thr

GGT
Gly

TGT
Cys

TTC
Phe

Gln
20

GGA
Gly

GCT
Ala

AGA
Arg

GTT
Val

TTA
Leu
10¢C

ACC
Thr

GGA
Gly

TGG
Trp

GGA
Gly

ATC
Ile
180

5

CAA
Gln

ACC
Thr

GGA
Gly

GAG
Glu

CGT
Arg
85

GAC
Asp

TGG
Trp

TCT
Ser

TGT
Cys

CCT
Pro
165

cGe
Arg

GTC

Val

ACA
Thr

CAA
Gln

TGG

Trp
70

ACC
Thr

Phe

"ACC

Thr

AGC
Ser

GAA
Glu
150

GCC
Ala

AAC
Asn

Glu

GCe

Ala

T

Phe

AAT
Asn
55

ATT

Ile

TAT
Tyy

TAT
Tyr

RAG
Lys

TGC
Cys
135

ATT
Ile

GCA
Ala

Lys

AAG

TAC

esey
ate e

Lys Tyr Asn

ACT
Thr

GAG
Glu
40

ARG
Lys

TCT
Ser

GGA
Gly

GTC
Val

AGC
Ser
120

ATT
Ile

GGA
Gly

GAG
Glu

CTC
Leu

GAG
Glu
25

GGA
Gly

CCT
Pro

CCT
Pro

CGT
Arg

CTG
Leu
105

CGA
Azg

GG

Gly

GCC
Ala

TCT
Ser

TCT
Ser
185

10

AAT
Asn

CGC
Arg

GCC
Ala

GCA
Ala

GAG
Glu
90

ccT
Pro

TTT
Phe

ACA
Thr

TCcT
Ser

GAA
Glu
170

TCC
Ser

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



GCA TAT
Ala Tyr
190

ATC

Ile Lys

TAC
Tyr

TCA
Ser
205

TAT
Tyr

CCT
Pro

GCT AAAR
Ala Lys

GCC
Ala

CTG
Leu
220

ACA
Thr

TAT
Tyr

TAC
Tyr

AAG
Lys
235

GGC
Gly

TCT
Ser

GAC
Asp

GAC
Asp

CTT
Leu

CGA
Arg
270

TTT
Phe

GAA
Glu

CGG
Arg
285

GCT
Ala

CAG
Gln

ATC
Iie

GTC
Val

TAC
Tyr

GCC
Ala

AGC
Ser
300

GAG
Glu

TTC
Phe
315

INFORMACE O

GAG
Glu

CAG
Gln

(1)

-186-

ATC
Ile

CAC TCG
His Ser
195

CTG
Leu

ACA
Thr

GGT
Gly

GCT
Ala

CTC
Leu
210

TAC

Tyr Lys

GCT
Ala

ACT
Thr

GTG
val
225

GAA

Lys Glu

GCT
Ala

ACA
Thr

GGC
Gly

CCG
Pro
240

GGA
Gly

TAT
Tyr

GAC
Asp

GG
Trp
255

GCT
Ala

CAA
Gln

GAT
Asp

ACA
Thr

GGC
Gly

AGA TAT
Arg Tyr
275

TGC
Cys

GAG
Glu

GAG
Glu
290

ACC
Thr

ACC
Thr

GAA
Glu

CTG
Leu

CAC
His
305 .

CTG
Leu

TAC
Tyr

GAG
Glu

AAG
Lys

CTG
Leu
320

SEKVENCI ID. C.

ATC
Ile

TCT
Ser

(A) DELKA: 31 basi
(B) TYP: nukleova kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 65:

TAC
Tyr

GAG
Glu

Leu

ACA
Thr

GGA
Gly
260

GGC

Gly

TTC
Phe

CaAC
His

GAG
Glu

TCC
Ser

AAC
Asn

GCe
Ala

ATC
Ile
245

ATC
Ile

TTT
Phe

CTG
Leu

CAC
His

GAC
Asp
- 325

65:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

- e
LA 4}
sdewad ¥
-

CAA ATG ATG
Gln Met Met
200

GAG
Glu

AAT
Asn

GCT
Ala
215

CTG
Leu

CAC
His

TCA
Ser
230

CCT
Pro

TAT
Tyr

GCT
Ala

TAT'
Tyr

TCC
Ser

AGA
g

CTT
Leu

CCA
Pre
280

CTC
Leu

ATC
Ile
295

AAG
Lys

GCA
Ala

CAT CAC CAC
His
3i0
AAC TAA

Asn End
327

CTG
Leu

GTTATTACTC GCTGCCCAAC CAGCCATGGC G

His His !}

TG
Leu

GGC
Gly

GCT
Ala

TTC
Phe
285

GAA
Glu

TAT

TAA
End

AAT 720

Asn

ACC 768

Thr

GGG
Gly
250

816

ACC
Thr

884

TCC
Ser

512

GTT
Val

560

GAG
Glu

lacs

1053
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INFORMACE O SEKVENCI ID. ¢. 66:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
DELKA: 41 basi
TYP: nukleova kyselina

(1)
(A)
(B)

(¢) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. :66

CTCTAGGAAT TCTTATTAGT ACAGGTGTTC
INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 67:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 999 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: line&rni

- {x1) POPIS SEKVENCE ID.C. 67:
GGA
Gly

ACG GCA GCC
Thr Ala Ala
-15

GCT
Ala

TAC

Tyr
-20

CTA TTG
Leu Leu

CCT
Pro

ATG

Mer Lys

TCT
Ser

GCA
Ala

ACT
Thr

GGT
Gly

CAC
His

GCC
Ala

ATG
Met

GCG
Ala

GCC
Ala

CAA

Gln Pro

CAR
Gln
20

GCT
Ala

TGG
Trp

ACT
Thr

CARA
Gln

TGG
Trp

GAA
Glu

ACG
Thr

ATA
Ile
15

GAG

Lys Glu

AGT
Ser

GTT
Val

ATC
Ile
a5

GGA
Gly

ACC
Thr

TCT
Ser

cGe
Arg

‘cea
Pro

GCC
Ala

CTC
Leu

ATC
Ile
30

GGA
Gly

GTT
val

GGC
Gly
50

CTC
Leu

CTG
Leu

ARG
Lys

GCT
Ala

GCT
Ala

ATT
Ile

TAC

Tyr
45

Lys

Gee
Ala

AGA
Arg

GAG
Glu

TTC
Phe
65

CAT
His

TGT
Cys

GAC
Asp

GGT
Gly

ATG
Met.

ATT
Ile Phe

60

GCT
Ala

GTT
val

CGT
Arg
85

GTA
val
80

AGA
Arg

GAG
Glu

TGC CAG

Gln

TGG

Phe Trp Phe

75

——— e L

C e e b ——

CAGGACGTAG C

GCT
Ala

TTA 43

Leu

CTC
Leu

TTG
Leu Leu
-10
AAG 9s
Lys

TAC AARC
Asn

10

TAC
Tyr

GAG
Glu

BAT
Asn

GAG
Glu
25

GTC 144

val

GCC
Ala

ACT
Thr

cGC
Arg

GAG 192
Glu

40

GGA
Gly

TTT
Phe

ACA
Thr

GCC
Ala

ARG 240

Lys

CCT
Asn Pro

558

Glin

CCT 288

Pro

GCA
Ala

TCT
Ser

TGG

Trp
70

ATT
Ile

GAG 336
Glu

30

TAT GGA
Tyr Gly

CGT
Arg

ACC
Thr

[P S




ATC
Ile

GTG
Val

TGG
Tzp

GAC
Asp

CGA
Arg
155

Lys

ATC
Ile

CCT
Pro

GCC
Ala

CAA

Gln:

CTC
Leu

AGA
Arg

cce
Pro
140

Asn

GAG
Glu

AAG
Lys

TAC
Tyr

CTG
Leu

o220

Lys
235

Gly

Phe

TAC
Tyr

TCT
Ser

GAA
Glu

GTG
Val

AAT
Asn

AAG
Lys
125

AAC

aAsn

cce
Pro

ACC
Thr

GCA
Ala

Ser
205

GCT
Ala
ACA

Thr

GAC
Asp

Leu

ACA
Thr

ATT
Ile
110

ACT
Thr

AGA
Arg

TGT
Cys

AAG
Lys

TAT
Ty
190

TAT

Lys

TAT

GAC
hsp

CGA
Arg
270

GAG
Glu
85

GAT
Asp

cGC
Arg

AAT
Asn

GAT
Asp

GCC
Ala
17%

CTG
Leu

GCT
Ala

GCT
Ala

GGC
Gly

TGG

Trp
255

GAT
Asp

CTT
Leu

GGC
Gly

TCC
Ser

TTT
Phe

GAR
Glu
180

CTG
Leu

ACA
Thr

TAC
Tyr

ACT
Thr

CcCG
Pro
240

GCT
Ala

ACA
Thr

CTC
Leu

TAC
Tyr

ACC
Thr

GAT
Asp
145

ACT
Thr

GCT
Ala

ATC
Ile

Lys

GTG
Val
225

GGA
Gly

TAT

GGC
Gly

GAC
Asp

ATC
Ile

CAT
His
130
GCT
Ala

TAC

GAT
Asp

CAC
His

CTC

Leu

210

Lys

GCT
Ala

GAC
Asp

AGA
Arg

-188-

ARG
Lys

TAC

Tyr
115

ACT

Thr

GGT
Gly

TGT
Cys

TTC
Phe

TCG
Ser

185

GGT
Gly

GAA
Glu

ACA
Thr

Gln

TAT

Tyr
275

Leu
100

ACC
Thr

GGA
Gly

TGG
Trp

GGA
Gly

ATC
Ile
180

TAC

Tyr

GAG
Glu

CTT-

Leu

Thr

GGA
Gly

260

GGC
Gly

GAC
Asp

TGG
Trp

TCT
Ser

TGT
Cys

CCT
Pro
165

CGC

Arg

TCC
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala

ATC
Ile
245

ATC
Ile

Phe

TTT TAT GTC

Phe

ACC
Thr

AGC
Serxr

GAA
Glu
150

GCC
Ala

Asn

CAA
Gln

AAT
Asn

TCA
Ser
230

TAT

AGA
Arg

cTC
Leu

Tyr

ARG
Lys

TGC
Cys
135

ATT
Ile

GCA
Ala

Lys

ATG
Met

GCT
Ala
215

CTG
Leu

CCT
Pro

TAT

CTT
Leu

Val

AGC
Ser
120

ATT
Ile

GGA
Gly

GAG
Glu

CTC
Leu

ATG
Met
200

GAG
Glu

CAC
His

GCT
Ala

TCC
Ser

CCA
Pro
280

CTG ccr
Leu Pro
105

CGA TTT
Arg Phe

GGC ACA
Gly Thr

GCC TCT
Ala Ser

TCT GARA
Ser Glu
170

TCT TCC
Ser Ser
185

ATC TAC
‘Ile Tyr

TTG AAT
Leu Asn

GGC ACC
Gly Thr

GCT GGG
Ala Gly
250

TTC ACC
Phe Thr
265

GAR TCC
Glu Ser

a4

432

480

528

576

624

6§72

720

768

gle

864

912




CAG ATC CGG
Gla Ile Arg
285

GCC AGC TAC
Ala Ser Tyr
300

INFORMACE O SEKVENCI ID.

-189-

GCT ACC TGC GAG GAG ACC TTC CTG GCA ATC AAG TAT GTT 360
Ala Thr Cys Glu Glu Thr Phe Leu Ala Ile Lys Tyr Vval
290 295

GTC CTG GAA CAC CIG TAC TAR TAA GAATTC 999
val Leu Glu His Leu Tyr Eand End
305 307

C. 68:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A)
B)

DELKA: 34 basi
TYP: nukleovad kyselina
pOCET VLAKEN: jedno

TOPOLOGIE: linedrni

POPIS SEKVENCE ID.C. 68:

CCAACCAGCC ATGGCGCATC ATGGTGGTGA GCAC

INFORMACE O SEKVENCI ID.

(1)
(A)
(B)
(C}
(D)

(xi)

¢. 69:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 23 basi

TYP: nukleovd kyselina
pOCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linearni

POPIS SEKVENCE ID.C. 69:

GGCTGGATTC TCAGTGGCGA CTT

INFORMACE ©C SEKVENCI ID.

¢. 70:

(i) CHARAKTERISTLKA SEKVENCE:

(R)
(B)
(C)
{D)

{xi)

DELKA: 21 basi

TYP: nukleova kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

POPIS SEKVENCE ID.C. 70:

GGAGAAAGCC ATATCTGCCT G




~190~

ryeoere
swes
sveewl
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INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 71:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
() DELKA: 1284 basi

{B) TYP: nukleovd kyselina
(¢) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPQLOGIE: lineédrni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C. 71:

ATG AAA TAC CTA TTG CCT ACG GCA GCC GCT GGA TTG TTA TTA CTC GCT 48
Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
-117 -115 -110 -105

GCC CAA CCA GCC ATG GCG CAT CAT GGT GGT GAG CAC TTT GAR GGC GAG 98
Ala Gln Pro Ala Met Ala His His Gly Gly Glu His Phe Glu Gly Glu
-100 | .38 -30

AAG GTG TIC CGT GTT ARC GTT GAA GAT GAA AAT CAC ATT AAC ATA ATC 144
Lys Val Phe Arg Val Asn val Glu Asp Glu Asn His Ile Asn Ile Ile
-85 -80 . -75 -70

CGC GAG TTG GCC AGC ACG ACC CAG ATT GAC TTC TGG AAG CCA GAT TCT 182
Arg Glu Leu Ala Ser Thr Thr Gln Ile Asp Phe Trp Lys Pro Asp Ser
-85 : -60 -55 .

GTC ACA CAA ATC AAA CCT CAC AGT ACAR GTT GAC TTC CGT GTT ARA GCA 240
Val Thy Gln Ile Lys Pro His Ser Thr Val Asp Phe Arg val Lys Ala
=50 : =45 -40

GAA GAT ACT GTC ACT GTG GAG AAT GTT CTA AAG CAG AAT GAA CTA CAA 288
Glu-Asp Thr vVal Thr Val Glu Asn val Leu Lys Gln Asn Glu Leu Gln
-35 -30 : -25

TAC AAG GTA CTIG ATA AGC AAC CTG AGA AAT GTG GTG GAG GCT CAG TIT 336
Tyr Lys Val Leu Ile Ser Asn Leu Arg Asn val val Glu Ala Gln Phe
-20 -15 -10 :

GAT AGC CGG GTT CGT GCA ACA GGA CAC AGT TAT GAG AAG TAC AAC AAG 384
Asp Ser Arg Val Arg Ala Thr Gly Eis Ser Tyr Glu Lys Tyr Asn Lys
-5 1 5 10 .
TGG GAA ACG ATA GAG GCT TGG ACT CAA CAA GTC GCC ACT GAG AAT CCA 432
Trp Glu Thr Ile Glu Ala Txp Thr Gln Gln val Ala Thr Glu Asn .Pro
15 20 25

GCC CTC ATC TCT CGC AGT GTT ATC GGA ACC ACA TTT GAG GGA CGC GCT 480
Ala Leu Ile Ser Arg Ser val Ile Gly Thr Thr Phe Glu Gly Arg Ala
30 35 40

A s B T i .
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ATT TAC CTC CTG AAG GTT GGC AAA GCT GGA CAA AAT AAG CCT GCC ATT $28
Ile Tyr Leu Leu Lys Val Gly Lys Ala Gly Gln Asn Lys Pro Ala Ile
45 S0 55

TTC ATG GAC TGT GGT TTC CAT GCC AGA GAG TGG ATT TCT CCT GCA TTC 576
Phe Met Asp Cys Gly Phe His Ala Arg Glu Trp Ile Ser Pro Ala Phe
60 65 70 75

TGC CAG TGG TTT GTA AGA GAG GCT GTT CGT ACC TAT GGA CGT GAG ATC 624
Cys Gln Trp Phe Val Arg Glu Ala Val Arg Thr Tyr Gly Arg Glu Ile
T80 : 8s 90 .

CAA GTG ACA GAG CTT CTC GAC AAG TTA GAC TTT TAT GTC CTIG CCT GTIG 672

Gln val Thr Glu Leu Leu Asp Lys Leu Asp Phe Tyr Val Leu Pro val
95 100 105

CTC AAT ATT GAT GGC TAC ATC TAC ACC TGG ACC AAG AGC CGA TTT TGG 720
Leu Asn Ile Asp Gly Tyr Ile Tyxr Thr Trp Thr Lys Ser Arg Phe Trp
110 115 120

AGA AAG ACT CGC TCC ACC CAT ACT GGA TCT AGC TGC ATT GGC ACA GAC 768
Arg Lys Thr Arg Ser Thr His Thr Gly Ser Ser Cys Ile Gly Thr Asp
125 130 135

CCC AARC AGA AAT TTT GAT GCT GGT TGG TGT GRA ATT GGA GCC TCT CGA 81is
Pro Asn Arg Asn Phe Asp Ala Gly Trp Cys Glu Ile Gly Ala Ser Arg

140 145 156 155

AAC CCC TGT GAT GAA ACT TAC TGT GGAR CCT GCC GCA GAG TCT GAR AAG 864

- Asn Pro Cys Asp Glu Thr Tyr Cys Gly Pro Ala Ala Glu Ser Glu Lys
160 165 170

GAG ACC AAG GCC CTG GCT GAT TTC ATC CGC AAC AAA CTC TCT TCC ATC 912
Glu Thr Lys Ala Leu Ala Asp Phe Ile Arg Asn Lys Leu Ser Ser Ile ,
‘ © 175 180 185 l

AAG GCA TAT CTG ACA ATC CAC TCG TAC TCC CAA ATG ATG ATC TAC <CT 960
Lys Ala Tyr Leu Thr Ile His Ser Tyr Ser Gln Met Met Ile Tyr Pro
130 135 200

TAC TCA TAT GCT TAC AAA CTC GGT GAG AAC AAT GCT GAG TTG AAT GCC 1008
Tyr Ser Tyr Ala Tyr Lys Leu Gly Glu Asn Asn Ala Glu Leu Asn Ala
205 ’ 210 218

CTG GCT AAA GCT ACT GTG AAA GAA CTT GCC TCA CTG CAC GGC ACC ARG - 1058
Leu Ala Lys Ala Thr Val Lys Glu Leu Ala Ser Leu His Gly Thr Lys
220 225 230 235




TAC
Tyr

TCT
Ser

GAA
Glu

ATC
Ile

AGC
Ser
305

ACA
Thr

GAC
Asp

CTT
Leu

CGG
Arg
28S

TAC

TAT
Tyr

GAC
Asp

CGA
Arg
270

GCT
Ala

GTC
val

GGC
Gly

TGG

Trp
255

GAT

Asp

ACC
Thr

CTG
Leu

- -
-192- I
» [

CCG GGA GCT ACA ACA ATC TAT CCT GCT GCT

Pro
240

GCT
Ala

ACA
Thr

TGC
Cys

GAA
Glu

Gly

TAT
Tyr

GGC
Gly

GAG
Glu

CAC
His
310

Ala

GAC
Asp

AGA
Arg

GAG
Glu
290

CTG
Leu

Thr

Gln

TAT

Tyr
275

ACC
Thr

TAC
Tyr
312

Thr

GGA
Gly
260

GGC
Gly

TTC
Phe

TAA
End

Ile Tyr Pro Ala Ala
245

ATC AGA TAT TCC TTC
Ile Arg Tyr Ser Phe
265

TTT CTC CTT CCA GAA
Phe Leu Leu Pro Glu
280

CTG GCA ATC AAG TAT
Leu Ala Ile Lys Tyr
300

TAA GAATTC 1284
End

INFORMACE O SEKVENCI ID. C. 72:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A} DELKA: 25 basi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linedrni

{x1) POPIS SEKVENCE ID.C. 72:

GGTCATAAGC CCAGTCTTTA GAGCC
' INFORMACE O SEKVENCI ID. &. 73:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 basi

{B) TYP: nukleovd kyselina
{C) POCET VLAKEN: jedno

(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE I1D.C. 73:

CCTGCTGCTG GGGGCTCTAA AGACTGG

GGG GGC
Gly Gly
250

ACC TTT
Thr Phe

TCC CAG

Ser Gln

GTT GCC
Val Ala

1104

1152

1200

1248



INFORMACE O SEKVENCI ID.

ATG
Met

GCC
Ala

GCT
Ala

ATT
Ile

TTC
Phe
75

ATC
Ile

GTG
val

TGG
Trp

-1

<.

93-

74 :

(i} CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1059 basi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET VLAKEN: jedno
(D) TOPOLOGIE: linearni

(xi) POPIS SEKVENCE ID.C.

Lys

Gln

TGG
Trp

GCQ
Ala

ATT
Ile

TTC
Phe
60

TGC
Cys

Gln

CTC
Leu

AGA
Arg

TAC
Tyr
-20

CTA
Leu

TTG
Leu

CCA GCC ATG

Pro

GAA
Glu

cTe
Leu

TAC

43

ATG
Met

CAG
Gln

GTG
val

AAT
Asn

AAG
Lys
125

Ala

ACG
Thr

ATC
Ile
30

CTC

Leu

GAC
Asp

TGG
Trp

ACA

Thr

ATT
Ile
110

ACT
Thr

Met

ATA
Ile
15

T

Ser

CTG
Leu

TGT
Cys

Phe

GAG
Glu

95
GAT

Asp

cGC
Axg

CCT
Pro

GCG
Ala

GAG
Glu

CGC
Arg

ARG
Lys

GGT
Gly

GTA
val
80

CTT

Leu

GGC
Gly

TCC
Ser

ACG
Thrx

GCA
Ala

GCT
Ala

AGT
Ser

GTT
val

TTC
Phe
65

AGA
Arg

CTC
Leu

TAC

ACC
Thr

GCA
Ala
-15

ACT
Thr

TGG
Trp

GTT
Val

GGC
Gly
50

CAT
His

GAG
Glu

GAC
Asp

ATC
Ile

CAT
His
130

m—— e

GCC
Ala

GGT
Gly

ACT
Thr

ATC
Ile
35

Lys

GCC
Ala

GCT
Ala

AAG
Lys

TAC

Tyr
115

ACT
Thr

74 :

GCT
Ala

CAC
His

Gln
20

GGA
Gly

GCT
Ala

AGA
Arg

GTT
Val

TTA
Leu
100

ACC
Thr

GGA
Gly

GGA
Gly

TCT
Ser

CAA
Gln

ACC
Thr

GGA
Gly

GAG
Glu

CGT
Azg

85
GAC
Asp

TGG

Txp

TCT
Ser

e

TTG
Leu

TAC
Tyr

GTC
Val

ACA
Thr

Gln

TGG

Trp
70

ACC
Thzr

Phe

ACC
Thr

AGC
Ser

TTA
Leu
-10

GAG
Glu

GCC
Ala

TTT
Phe

AAT
Asn
55

ATT
Ile

TAT
Tyr

TAT

AAG
Lys

TGC
Cys
135

TTA
Leu

ARG
Lys

ACT
Thr

GAG
Glu
40

AAG
Lys

TCT
Ser

GGA
Gly

GTC
Val

AGC
Ser
120

ATT
Ile

CTC
Leu

TAC
Tyr

GAG
Glu
25

GGA
Gly

CCT
Pro

CCT
Pro

CGT
Arg

CTG
Leu
105

CGA
Arg

GGC
Gly

GCT
Ala

RAC
Asn
10

AAT
Asn

CGC

Arg

GCC

48

96

l44

152

240

Ala

GCA
Ala

GAG
Glu
.90

CCT
Pro

Phe

ACA
Thr

288

336

384

432

480




GAC
Asp

CGA
rg
155

Lys

ATC
Ile

CCT
Pro

GCC
Ala

Lys
233

Gly

Phe

Gln

GCC

Ala

Phe
318

CCC
Pro
140

AAC
Asn

GAG
Glu

ARG
Lys

TAC
Tyr

CTG
Leu
220

TAC
Tyr

TCT
Ser

GAA
Glu

ATC
Ile

AGC
Ser
300

GAG
Glu

AAC
Asn

cce
Pro

ACC
Thr

GCA
Ala

TCA
Ser
208

GCT
Ala

ACA
Thr

Lys

CTT
Leu

CGG
Arg
285

TAC

Tyr

GAG
Glu

1059

AGA
Arg

TGT
Cys

RAG
Lys

TAT
Tyr
190

TAT
Tyr

Lys

TAT
Tyr

GAC
Asp

CGA

'Arg

270

GCT

ala’

GTC
Val

CAG
Gln

ART
Asn

GAT
Asp

GCC
Ala
175

CIG
Leu

GCT
Ala

GCT
Ala

GGC
Gly

TGG

Trp
255

GAT
Asp

ACC
Thr

CTG
Leu

ARG
Lys

TTT
Phe

GAR
Glu
160

CTG
Leu

ACA
Thr

TAC
Tyr

ACT
Thr

CCG
Pro
240

GCT
Ala

ACA
Thr

TGC
Cys

GAA
Glu

CTG
Leu
320

GAT
Asp
145

ACT
Thr

GCT
Ala

ATC
Ile

Lys

GTG
Val
225

GGA
Gly

TAT
Tyr

GGC
Gly

GAG
Glu

His
305

ATC
Ile

GCT
Ala

TAC
Tyr

GAT
Asp

CAC
Hisg

CcTC
Leu

210

Lys

GCT
Ala

GAC
Asp

AGA
Arg

GAG
Glu
2390

CTG

Leu

TCT
Ser

-194-

GGT
Gly

TGT
Cys

TTC
Phe

TCG
Ser
185

GGT
Gly

GAA
Glu

ACA
Thr

Gln

TAT
Tyr
275
ACC
Thr

TAC

GAG
Glu

TGG
Trp

GGA
Gly

ATC
Ile
18¢

TAC
Tyr

GAG
Glu

CTT
Leu

ACA
Thr

GGA
Gly
260

GGC
Gly

TTC
Phe

CAC
His

GAG
Glu

TGT
Cys

CCT
Pro
165

CGC
Arg

TCC
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala

ATC
Ile
245

ATC
Ile

Phe

CTG
Leu

CAC
His

GAC
Asp
325

Lu 2 g3
*HOS

GAR
Glu
150

GCC
Ala

AARC
Asn

CAA
Gln

AAT
Asn

TCA
Ser
230

TAT

AGA
Arg

CTC
Leu

GCA

CAT
His
310

cre
Leu

[ ]
Y

ATT
Ile

GCA
Ala

Lys

ATG
Met

GCT
Ala
215

CTG
Leu

CCT
Pro

TAT

CTT
Leu

ATC
Ile
295

CAC
His

ARC
Asn
327

GGA
Gly

GAG
Glu

CTC
Leu

ATG
Met
200

GAG
Glu

CAC
His

GCT
Ala

TCC
Ser

CCA
Pro
280

AAG
Lys

CAC
His

TAA
End

GCC
Ala

TCT
Ser

TCT
Ser
185

ATC
Ile

TTG
Leu

GGC
Gly

GCT
Ala

TTC
Phe
265

GAA

Glu

TAT
Tyr

CAT
His

TAAR
End

TCT
Ser

GAA
Glu
170

TCC

Ser

TAC
Tyr

AAT

ACC
Thr

GGG
Gly
250

ACC
Thr

TCC
Ser

GTIT
val

GAG
Glu

GAA

528

576

624

672

720

768

Bl¢

864

912

960

1008

1056




INFORMACE O SEKVENCI ID.

{1} CHEARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A)
(B)
(C)
(D)

(x1)

DELKA: 25 basi
TYP: nukleovd kyselina
POCET VLAKEN: jedno

TOPOLOGIE:

POPIS SEKVENCE ID.C. 75:

TLIZO"

.

linedarni

75:

GGTCATAAGC CCAGTCGCGA GAGCC

INFORMACE O SEKVENCI ID.

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A)
(B)
{C)
(D)

(xi)

CCTGCTGCTG GGGGCTCTCG CGACTGE
INFORMACE Q SEKVENCI ID.

(1)
(&)
(B)
(C)
(D}

(x4,)

ATG AAA TAC
Met Lys Tyr
-20

GCC CAAR CCA
Ala Gln Pro
-5

AAG TGG GAA
Lys Trp Glu

CCA GCC CTC
Pro Ala Leu

DELKA:

27 basi
TYP: nukleovd kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

.

POPIS SEKVENCE ID.C.

DELKA:

POPIS SEKVENCE ID.&. 77:

CTA
Leu

GCC
Ala

ACG
Thr

ATC
Ile
30

TTG
Leu

ATG
Met

ATA
Iie
15

TCT
Ser

1059 basi
TYP: nukleovi kyselina
POCET VLAKEN: jedno
TOPOLOGIE: linedrni

CCT ACG
Pro Thr

GCG GCA
Ala Ala

GAG GCT
Glu Ala

CGC AGT
Arg Ser

GCA
Ala
-158

ACT

Thr

TGG
Trp

GTT
val

.

GCC
Ala

GGT
Gly

ACT
Thr

ATC
Ile
35

76

76:

77

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

GCT
Ala

CAC
His

Gln
20

GGA
Gly

e o

.
.

GGA
Gly

TCT
Ser

Gln

ACC
Thr

TTG
Ley

TAC

GTC
val

ACA
Thr

*TeEe

reEe

TTA
Leu
-10

GAG
Glu

GCC
Ala

TTT

Phe

[

(A X4 X 3
e
seeg e

TTA CTC
Leu Leu

AAG TAC
Lys Tyr

ACT GAG
Thr Glu
25

GAG GGA
Glu Gly
40

GCT
Ala
ARC

10
AAT

Asn

CGC
Arg

48
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GCT ATT TAC CTC CTG AAG GTT GGC AAA GCT GGA CAA AAT AAG CCT GCC 240 -
Ala Ile Tyr Leu Leu Lys Val Gly Lys Ala Gly Gln Asn Lys Pro Ala
45 50 . . © §5
At 1T - h ' T ,’ o
. . ATT, TTC ATG.GAC.TGT GGT TTC CAT GCC' AGA GAG TGG ATT TCT CCT GCA 288
" Ile Phe Met Asp Cys Gly Phe His Ala Arg Glu Trp Ile Ser Pro Ala
60 65 70 .

L]
»

LY P

. . A - - 0 - -
T TR -‘#1 . - - - e -

' TTC‘TGC;CAG.TGG TTT,GTA AGA GAG GCT GTT CGT ACC TAT GGA CGT GAG 336
" Phe Cys Gln Trp Phe val Arg Glu Ala Val Arg Thr Tyr Gly Arg Glu
75 80 - 85 90

. B Tl S AL B E RM ed e T

, . ATC CAA GTG.ACA.GAG CTT CTC.GAC "RAGTTA GAC TTT TAT GTC CTG CCT 384
= M T 1307Gin val.Thr Glu Leu Leu ASp‘Lys Leu Asp Phe Tyr Val Leu Pro

o " 95 100 105

- '- . - R e w

I N s B :
T Ti_crg?crc AAT ATT.GAT GGC TAC ATC TAC ACC TGG ACC AAG AGC CGA TTT 432
' Val LeutAsn Ile Asp GLy Tyr Ile Tyr Thr Trp Thr Lys Ser Arg Phe
110 115 120
L L T I A
»,.  .TGG.AGA ARG-ACT CGC.TCC,ACC CAT ACT GGA TCT AGC TGC ATT GGC ACA 480
| Trp Arg Lys Thr Arg Ser Thr His Thr Gly Ser Ser Cys Ile Gly Thr

125 : 130 1358

S e e

GAC CCC AAC AGA AAT TTT GATiGCT GGT TGG TGT GAA ATT GGA GCC TCT 528
Asp Pro Asn Arg Asn Phe Asp-Ala Gly Trp Cys Glu Ile Gly Ala Ser
140 ' 145 ';50

CGA AAC CCC TGT GAT GAA ACT TAC TGT GGA CCT GCC GCA GAG TCT GAA 576

Arg Asn Pro Cys Asp Glu Thr Tyr Cys Gly Pro Ala Ala Glu Ser Glu ,
155 o 160 165 170

AAG GAG ACC AAG GCC CTG GCT GAT TTC ATC CGC AAC AAA CTC TCT TCC 624
Lys Glu Thr Lys Ala Leu Ala Asp Phe Ile Arg Asn Lys Leu Ser Ser
175 180 185

ATC AAG GCA TAT CTG ACA ATC CAC TCG TAC TCC CAA ATG ATG ATC TAC 672

Ile Lys Ala'Tyr Leu Thr Ile His Ser Tyr Ser Gln Met Met Ile Tyr
190 © 135 - 200

CCT TAC TCA TAT GCT TAC AAA CTC GGT GAG AAL AAT GCT GAG TTG AAT 720
Pro Tyr Ser Tyr Ala Tyr Lys Leu Gly Glu Asn Asn Ala Glu Leu Asn -
' 205 210 215

GCC CTG GCT AARA GCT ACT GTG AMA GAAR CTT GCC TCA CTG CAC GGC ACC 768
Ala Leu Ala Lys Ala Thr Vval Lys Glu Leu Ala Ser Leu His Gly Thr
220 225 230
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GGC
Gly

TTT
Phe

CAG
Gln

felele
Ala

- TTC
Phe
320

TAC ACA
Tyr Thr

TCT CGC
Ser Arg

GAA CTT
Glu Leu

ATC CGG
Ile Arg
285

AGC TAC
Ser Tyr
3as

GAG GAG
Glu Glu

1059

TAT
Tyx

GAC
Asp

CGA
Arg
270

GCT

Ala

GTC
val

CAG
Gln

GGC
Gly

TGG
Trp
255

GAT

Asp

ACC
Thr

CTG
Leu

ARG
Lys

CCG
Pro
240

GCT
Ala

ACA
Thr

TGC
cys

GARA
Glu

CTG
Leu
325

GGA
Gly

TAT
Tyr

GGC
Gly

GAG
Glu

CAC
His
310

ATC
Ile

GCT
Ala

GAC
Asp

AGA
Arg

GAG
Glu
290

CTG

Leu

TCT
Ser

ACA
Thr

CAA

Gln

TAT

275

acc
Thr

TAC
Tyr

GAG
Glu
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ACA
Thr

GGA
Gly
260

GGC
Gly

TTC
Phe

CAC
His

GAG
Glu

ATC
Ile
245

ATC
Ile

TTT
Phe

CTG
Leu

CAC
His

GAC
Asp
330

TAT
Tyr

AGA
Arg

CTC
Leu

GCA
Ala

CAT
His
315

CTG
Leu

oeew

CcCcT
Pro

TAT
Tyr

CTT
Leu

ATC
Ile
300

CAC
His

AAC
Asn
332

osed
(22 X3 3
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GCT
Ala

TCC
Ser

CCA
Pro
280

ARG

Lys

CAC
His

TAA
End

GCT
Ala

TTC
Phe
265

GAA
Glu

TAT
Tyz

CAT
His

o
4

End

GGG
Gly
250

ACC
Thr

TCC
Ser

GTT
val

GAG
Glu

GRA

816

864

312

960

1008
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PATENTOVE NAROKY

1. Dvouslozkovy systém pPro pouziti % hostiteli

w

vyznadujici se tim, ze

(i} prvni sloZka sestdvd ze specifické vazebné

« skupiny schopné vazby na antigen asociovany s nadoren,
kterd je navdzdna na zmutovanou formu enzymu, schopnou
konverze  neaktivniho . prekurzoru  u&inné  latky na

protinddorove G&innou latku

v

(1i) druhou slozkou je neaktivni prekurzor Ufinné
. +
i * latky, . ktery Jje za pritomnosti enzymu konvertovdn na

-

protindderovou UZinnou latku

. pFicemz
zmutovany enzym Jje mutantni formou hostitelského
enzymu, ktery ve své p¥irozené formé rozeznava substrdt na
zaklad® interakci iontového pdru a ve zmutované formé Jje

tato polarita pFfevrdcena ("reverzni polarita");
prvni slo*ka neni v hostiteli v podstat& imunogennf a

neaktivni prekurzor G&inné 1l&tky neni v podstaté
prirczenymi, nemutovanymi hostitelovymi enzymy

-

konvertovatelny na protinddorové dUcinnou latku.
* =

2. Systém podle ndroku 1 vyzmnacu jici s e
£ 1 m ze prvni sloZka obsahuje zmutovanou formu
enzymu,dktery je odvozeny od enzymu téhoZ druhu, jako

A

']e hOS£1t81 pro jeho? 1&&bu je kompozice urlena.

3. Systém podle libovolného z ndrokd 1 aZ - 2
- vyznaduijici se tim, Ze specifickou
vazebnou skupinou je protilatka nebo jeji fragment.
. . . . A N ', o . o *
4. Systém podle ndroku 3 vyznadcujilci se

t im, Ze fragmentem protildtky je F{ab'), fragment.

M P S e mt = mmmmpmie =

- ———
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Systém  podle libovolndho z  narokii 1 az 4
vVyznacdujici se tim, Ze zmutovanou

formou enzymu je zmutovand ribonukleiza.

Systém ' podle libovolného z  naroku 1 az 5§
vVyznacdujici se tim, Ze zmutovanou
formou enzymu Jje lidska ribonukldza s negativné

nabitym aminokyselinovym zbytkem na pozici 6s6.

Systém podle ndroku 6 vy zn a & u jici se
t Im, Ze negativng nabitym amiokyselinovym zbytkem

na pozici 66 je Glu.

Systém  podle libovolného A naroki 1 az 4
vyznacuijicei s e £ im, Ze zmutovanou
formou enzymu je zmutovana glukuronidiza.

F 1 !
Druhd sloZka podle ndroku 1, kterou je ribonukleotid

derivovany sloudeninou odvozenou od bis(2-chlor-

ethyl)aminu, obecného vzorce 1

HRQ
kde

R6
Q je O nebo NH,

A je skupina obecného vzorce -X-y- s v navazanym na
kde

- —
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Y je S80,, CO nebo jednoduchd vazba s tim, Ze je-1li Q
kyslik, pak Y neni SO,,

X je ~-(CH),-, kde n Jje 1 aZ 4, popFfipadé
substituovany na libovolném atomu uhliku alkylovou skupinou
s 1 a¥ 4 atomy uhliku, a je-1i Y CO a n = 1 pak X jJe
popt¥ipadd substituovdn na uhliku postranim Fetézcem
alaninﬁ, valinu, leucinu, izoleucinu, methioninu,
fenylalaninu, tryptofanu, serinu, threoninu, cystelnu,.

aparaginu, glutaminu, argininu nebo histidinu;
R1 je uracil nebc cytosin,

R2 a R3 jsou nezdvisle na scbé& vidy vodik nebo

alkylovd skupina s 1 aZ 4 atomy uhliku,
R5 a R6 jsou nezdvisle na sob& Cl, mesyl nebo tosyl;

R7, R8, R9 a RL0 jsou nezdvisle na sobé vidy vodik,
alkylova skupina s 1 aZ 4 atomy uhliku, alkoxyskupina s 1

a? 4 atomy uhliku, F nebo Cl

nebo jeho soli.

10. Ribonukleotid derivovany sloueninou odvozenou od

bis(2-chlorethyl)]aminu podle naroku 9
vyznadujici se tinm, Ze
Q je NH;

X je -(CH,)),- , kde n je 1 aZ 4;
Y je -C(0)-;

R1 je ur;cil nebo cytosin;

R2 a R3 jsou H;

R5 aIRG jsou Cl; a

R7, R8, R9 a R10 jsou H;

nebo jeho soli.




11.

1z.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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Druhd slo¥ka podle ndrocku 1 vy znacuijicdi

se tim, Z%e jde o O-[(2R,3S5,4R,5R)-2-(2-amino-

acetamidomethyl)-5-(2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydropyri-
midin-1-yl}-4-hydroxy-2,3,4,5-tetrahydrofuran-3-yll-
-0-[4-(bis[2-chlorethyl]amino) fenoxy] hydrogenfosfo-

rednan nebo jeho sul.

Farmaceutickd kompozice vy znacuijicli s e

t 1 m, Ze obsahuje prvni sloZku podle libovolného z

narokd 1 aZ 8.

Farmaceutickd kompozice vy znadcuijici s e

-

t im, Ze obsahuje druhou slozku podle libovolného

z narokd 1 nebo 9 aZ 11.

Farmaceuticki kompozice podle libovolného z naroki 12
a? 13 vyznadujici se tim, 2e je

sterilni.
Prvni sloZka podle libovolného z naroku 1 aZ 8.

Mutovand forma enzymu podle libovolného z ndroki 1,
2, 5, 6, 7 nebo 8.

Zpusob kontroly ristu nadorovdch bundk v hostitelil,
vyznadc¢ujici se tim, Ze zahrnuje
podédni G¢inného mnoZstvi prvni sloZiky pedle
libovolného z ndrokl 1 aZ 8 hostiteli, d&ekdni po dobu
dostatednou pro vymizeni této sloZky z obecného obéhu
tothoto hostitele a nidsledného poddni G&inného
mnoZstvi druhé sloZky podle libovolného z nérokd 1

nebo 9 az 11.

-

Plazmid pQR162 uloZeny pod registracnim <islem NCIMB
40678.

Polynukleotidovd sekvence vy znac¢ujicil se

t i m , Ze obsahuje libovolnou prvni sloZku vybranou



20,

21.
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. ™ [ I ) s & & 0 Bas
L4 . L4 «. & @ L]
[y} (1] ] see o0 .

podle libovolného z narokd 1 a¥ 8 a zmutovanou formu
enzymu podle 1ibovolného z narokd 1, 2, 5, 6, 7 nebo

8.

Vektor vyznadcujici se t im, ze

obsahuje polynukleotid podle niaroku 19.

Buika vyznadc¢ujici se t im, Ze

obsahuje polynukleotid podle ndroku 19.




1727
Obr. 1
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Obr. 3

Primer 5.

Primer 4.

[ AR E Y S AR oA DRI PUAE I PR LR TS
Primer 3 :

J

PrimerB

EcoRI

A /
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PCR RCPCR ~ ligace
PATF3+-vronanns SPATTFZl-----sesem-mmommmmmommmomne SPATFZ3«=vremvr---~ >pATFZ44
HP-RNaza HP-RNaza HP-RNaza HP-RNaza
R4AKBA R4AK6A R4A:KBAKE6E R4A;K6A:KE6E
v plazmidu’ v plazmidu v plazmidu v plazmidu '
pUC18 puC18 pUC18 plCl266
Obr. 11
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Obr. 8

primer A: 5-66T c16 cce ATT CTC 6ca Goe aac ATT TTT-¥'
primer B: §'-TGC TAC CAG AGC TAC TCC ACC ATG AGC ATC-Y
priger C: 5-AAT GTT 6¢C T6C GAG AAT GGG CAG ACC AAT-3
Primes D: 5'CTG GGA GCA CAC GGC CTG GAC ATC AGC CA-3'

I,

Primer §: 5'-LGC GCG AAT TCG GGT CCA GCC TTC CCT GGG C-3'
Primer 2: 5"-GGC CGG AAT TCC ATC AAA GTG GAC TGG CAC A-Y
Primer 3: 5'-CGC TGT TGG TCC TGG $GC TGC TGC TGG TGC GGG TCC AGC CTT CCC-¥
Primer 4: §"-TGATGG CTC TGA AGT €CC TGG TCC TGT TGT CGC TGT TGG TCC TGG-Y

Primer S: 5'-GCG CGA ATT CAT GTT CTT GGA GGA TGA TTG ATG GCT CTG AAGTCC C-¥
Primer 6: 5'-CGC GGA ATT CCT AGG TAG AGT CTT CAA CAG AAG CAT CAA AGT GGA CTG-¥

prmer E: 5-AAG G6aa Tcc GCT aee GCT AaA TTC CAG CGG CAG-Y
primet F: §.GGA AGG CTG GAC CCG CAC CAG CAG CAG CACY

primer G: 516 GAA TTT AGC 6ac AGC GGA TTC CTT 6CC CAG-3
Primer H: §'-CAT ATG GAC TCA GAC AGT TCC CCC AGC AGC-3'
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Kultivadni média
SloZka koncentrace . v deilonizovane
vodé (g/1)

dihydrogen ortofosforeZnan
draselny

hydrogen ortofosforeénan sodny
chlorid sodny

hydrolyzovany kasein

siran amonny

glycerol

kvasnifny extrakt

heptahydrat siranu horecnatého
dihydrét chloridu vépenatého
thiamin

heptahydrat siranu Zeleznatého
kyselina citronova

roztok stopovych prvkd (TES)”
hydrochlorid tetracyklinu

NN O

-

'._I
o 0 o
LUU"IOOOOLHO

By D

0,
0,
0,008
0,04
0,02
0,5 ml/1
0,01

* Roztok stopovych prvkd (TES)

Slozka

mg v 10 ml deionizované vody

hexahydrdt chloridu hlinitého
hexahydrat chloridu kobaltu

dodekahydrat siranu
chromo-draselného

dihydrat chloridu médnatého
kyéelina borova

liodid draselny

monohydrét siranu ho¥elnatého
hexahydrit siranu nikelnatého
dihydrat molybdanu sodného

heptahydrat siranu
zine&natého

2,0
0,8
0,2

0,2
0,1
2,0
2,0
0,09
0,4.
0,4

Obr. 23
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Obr. 24
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Obr. 27
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Obr. 32
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