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Zpusob pripravy rekombinantniho placentarniho riustového

faktoru

Oblaat techniky

Vynalez se tyka zplUsobu extrahovani a &isténi
rekombinantniho placentarniho rastového faktoru z geneticky

modifikovanych bunék.

Dosavadni stav techniky

Placent&rni rustovy faktor (PLGF) je homodimerni
glykoprotein se strukturou podobnou vaskuldrnimu
endothelidlnimu rtistovému faktoru (VEGF). Uplné&
polynukleotidova sekvence kodifikujici PLGF protein byla
popsana autory Maglione a Persico v evropském patentu &.
EP-B-550 519 (mezinarodni publikovand patentova pfihladka
WO-A-92/06194) s prioritou Itdlie ze dne 27.9.1990.
Alternativni metody spojovani ARN a PLGF generuji t¥i
homologni formy tohoto placentarniho rlistového faktoru,
konkrétné& PLGF-1, PLGF-2, a PLGF-3, které maji rQzné
polypeptidové sekvence, pficemiZ v3echny tyto formy jsou znamy

a popisovany v publikacich podle dosavadniho stavu techniky.

Ve vy3e zminovaném patentu je rovné&Z popisovana metoda
ptipravy PLGF faktoru zahrnujicihc pouZiti indukovatelného
prokaryotického expresniho systému charakterizovaného
hostitelskymi bunfkami modifikovanymi expresnim vektorem, ve
kterém je lidsky PLGF gen integrovin pod kontrolou
indukovatelného promotoru (pfimo nebo nepfimeo). Po indukci
PLGE exprese vhodnym aktivdtorem se bufiky inkubuji, izoluji a

podrobi se lyze.

Tento tak zvany surovy lyzdt pfedstavuje komplexni smés

proteinl obsahujici nizky podil exprimovaného PLGF proteinu a
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majici malou specifickou aktivitu. Ve skuteénosti p¥i znamych
procesech se proteinovad exprese vyvola v kulturédch majicich

malou buné&cnou hustotu, coZ je evidentni z nizké optické
hustoty v dobé indukce,

0,6 OD pti 600 nm.

ktera se pohybuje v rozmezi od 0,2 aZ
Krom& toho je ve vy3e uvadéném dokumentu
popisovéan postup, ktery nezahrnuje dal3i purifikacni stupné
tohoto exprimovaného proteinu. Z tohoto divodu jsou lyzaty
ziskané postupem podle publikované mezindrodni patentové
piihlasky WO-A-92/06194 jako takové nevhodné pro p¥imé pouZiti

pti p¥ipravé 1léciv.

Komplexnéj3i metoda purifikace tohoto placentarniho
ristového faktoru je navrhovadna autory Maglione a kol.

v publikaci ,Il1 Farmaco“, 55 (2000),

str. 165 aZ 167. OvSem
metoda zde uvedena pouze poskytuje jednoduchy pfehled znamych
aplikovatelnych technik, aniZz by zde byl uveden popis podminek
a experimentdlni detaily téchto metod, které jsou podstatné
dilezité pro ziskani PLGF proteinu v Cistoté a mnoZstvi

nezbytném pro farmaceutické pouZiti.

Cilem pfedmétného vyndlezu je navrhnout novou metodu
extrahovani a ¢i3téni rekombinantniho PLGF exprimovaného
v bakteridlnich bunkach a umozZfiujici ziskat PLGF ve vyscké
Cistoté a s takovym vytéZikem, ktery by umoZiiocval vhodné

vyuZiti tohoto postupu v primyslovém mé&ritku pro vyrobu léciv.

Dalsim cilem pfedm&tného vyndlezu je ziskat PLGF protein

ve v podstaté aktivni formé (vét3i neZ 98,5 %), ktery by byl

hlavné tvofen dimerni formou (minimalné& 70%) a multimernimi
formami, priCemZ by obsahoval zbytky monomerni formy (malo

aktivni nebo neaktivni) v mneZstvi maximdlné 1,5%.




Podstata vynalezu

Pfedmétny vynalez je zaloZen na identifikaci pofadi
purifikacnich technik zejména vhodnych pro provedeni extrakce
a purifikace lidského /LGF exprimovaného v bakteri&lnich
bufikdch. Pfedmétny vyndlez je dale zaloZen na urcCeni
optimalnich operaénich podminek pokud se tyce jednotlivych
technik a chemicko-fyzikalnich znakd latky, kterd je urdena

k ¢isténi.

Podstatou pfedmétného vynalezu je tedy postup extrahovani
a purifikace rekombinantniho placentdrniho riistového faktoru
(PLGF) exprimovaného za pomoci indukovatelného prokaryotického
expresniho systému zahrnujici stupné:

{(I) fermentace bakteri&lnich bunék,

{II) extrakce a purifikace inkluznich télisek,

(III) renaturace exprimovaného proteinu,

(IV) iontoménicCova chromatografie,

(V) chromatografie s reverznimi fazemi, a

(VI) ptipadné zavéredné stupné ultrafiltrace, formulace a
lyofilizace.
Pri provadéni této metody se fermentace (stupeni I) provadi a2
do ziské&ni vysoké bakteridlni hustoty v médiu, coZ je patrné
z vysoké optické hustoty média, naceZ nasleduje stupef
indukovani. Stupenft (II) zahrnuje bakteridlni 1l¥zu, naruSeni

- DNA a izolovéani inkluznich té&lisek. Renaturace exprimovaného

proteinu (stupefi III) se dosdhne solubilizaci té&chto
inkluznich télisek v denaturadénim pufru a transformovanim,
pfinejmen3im &astedném, exprimecvaného proteinu v dimerni
formé&. Nakonec se ve stupnich (IV) a (V) dimerni a multimerni
formy tohoto exprimcvaného proteinu oddéli od monomerni formy
a izoluji se v &isté formé&, pricemiZ potom nédsleduje jejich
ultrafiltrace a lyofilizace v pfitomnosti obvykle pouZivanych

lyofilizacénich a formuladénich aditiv.
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Specifickym cilem pfedmétného vynalezu je vySe zmifiovany
postup extrakce a purifikace PLGF-1 proteinu lidského plvodu,

oviem v podstaté urceny rovnéZ pro PLGF-1 zvifeciho plvodu.

Tento postup podle pfedmé&tného vyndalezu vyhodné umoZiiuje
dosaZeni vytéZku exprimovaného proteinu tficetkrat az
padesatkrat vy33iho neZ jsou vytézky dosaZzené metodou popsanou
v predchozi Casti dosavadniho stavu techniky. Tento postup
podle pfedmétného vynalezu dale umoifiuje ziskani vysoce
Cistého proteinu s vysokou specifickou aktivitou a v podstaté

v dimerni formé.

Dal3im pfedmétem tohoto vynadlezu je aktivni placentérni
ristovy faktor ziskatelny pomoci prostfedkl podle pFedmé&tného
vynalezu, prosty veSkerého zbytkového proteinu nebo jinych
bakteridlnich zneci3tujicich latek a obsahujici zbytky

monomerni formy v maximdlnim podilu 1,5%.

Popis pfilozZzenych obrazkua

Obr. 1 : Na tomto cbrazku jsou zobrazeny vysledky ziskané
elektroforézou SDS-PAGE za redukénich podminek pro
monitorovani stupné I. Prel a Pre2 pfedstavuji pre-induk&ni
kontroly, pfipravené nasledujicim zplisobem. Kratce pfed
indukci byl odebran podil p#i asi 0,064 jednotkéch optické
absorpce, mé&feno pri 600 nm (OD 600), zFed&n p&tinisobnym
pecdilem vody. Z takto zFed&ného podilu bylo odebrano 20 ul
redukéniho pufru a tento podil byl podroben varu. Potom bylo
20 pl tohoto posledniho roztoku vloZeno na SDS PAGE matrici.
Postl a Post2 reprezentuji post-indukéni kontroly pfipravené
stejnym vy3Se uvedenym zpliscbem. M znamenid smé&s markerl o dané
molekulové hmotnosti. V post-induk&nich sloupcich (Postl a
Post2) je moZnc zaznamenat pds tésné nad indikaci molekulové

hmotnosti 14,3, ktery se v podstaté nevyskytuje v pre-
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induk&nich sloupcich (Prel a Pre2), coZ odpovidd PLGF-1

proteinu exprimovanému a oddé&lenému v inkluznich té&liscich.

Obr. 2 : Tento obrazek znazorfiuje monitorovaci
chromatogram anexového chromatografického postupu (vyména
aniontd) provadéného na pryskyfici Q-Sepharose Fast Flow. Na
Oose x jsou zaznamendny elucni objemy (ML) a na ose y jsou
zaznamenany jednotky optické absorpce (OD). Prvni eluéni pik
ziskany p¥fi 20 % eluci pufrem B (chlorid sodny NaCl, 200 mM)
odpovidd PLGF-1 proteinu ve v podstaté& dimerni formé&, oviem
tento produkt obsahuje zne&iitujici latky a monomerni formu.
Nasledujici pik, ziskany p¥i 100 % eluci pufrem B (chlorid

sodny NaCl, 1M) obsahuje nelistoty, které jsou eliminovany.

Obr. 3 : Na tomto obrédzku je znadzornén monitorovaci
chromatogram prvniho eluéniho stupné p¥i provadéni
chromatografie s reverzni f&zi na prysky¥ici RP Source 30. Na
ose X jsou zaznamendny elucni objemy (ml), na ose y jsou
zaznamenédny jednotky optické absorpce (OD). Prvni vyznamny
eluéni pik odpovida rlznym znecistujicim latkam, které se
nevazi na pryskyfici. Druhy eluéni pik odpovidad PLGF proteinu
v monomerni formé& eluovanému za isochratickych podminek

(experimentalné zjisténo pfi asi 10% aZ 15% pufru B).

Obr. 4 : Tento obrazek znizorfiuje monitorovaci
chromatogram druhého elu&niho stupné p¥i provadé&ni
chromatografie s reverzni f4z{ na prysky¥ici RP Source 30. Na
ose X jsou zaznamendny elufni cbjemy (ml), na ose Y Jsou
zaznamenany Jednotky optické absorpce (OD). Elu&ni pik

odpovida PLGF proteinu v dimerni-multimerni formé.

Obr. 5 : Na tomto obrédzku jsou znazorn&ny vysledky ziskané
pfi elektroforéze za pomoci SDS-PAGE pro findlni monitorovani
celého procesu. Prerefol a Postrefol ptedstavuji kontroly

pfedchazejici a nadsledujici po renaturaci exprimovaného




proteinu (stupenn III). QFF pfedstavuje pik p¥i eluci na
pryskyfici Q-Sepharose s rychlym pritokem, kde je obsaZen
protein hlavné v dimerni form&. Mon znamena pik obsahujici
monomerni formu. Dim znamend pik ziskany p¥i eluci ve druhém
podstupni chromatografického postupu s reverzni fazi na
pryskyfici RP Source 30. V této souvislosti je tfeba
poznamenat, Ze pfed renaturaci je exprimovany protein hlavné
v monomerni formé&. Po renaturaci je ¢&ast proteinu v dimerni
formé. Nasledujici purifikace za pouZiti chromatografie QFF a
RE 30 umoZfiuje ziskani PLGF-1 proteinu s vysokym stupném

Cistoty.

Genetickad modifikace bakteridlnich hostitelskych
bunék je popsdana autory Maglione a kol. ve vy3e citovaném
patentu EP-B-0550519 (mezin&rodni publikovand patentova
pfihl&%ka WO-A-92/06194). Z tohoto divodu byly bakterialni
buniky transformovény zavedenim expresniho vektoru obsahujiciho
insert odpovidajici lidskému genu, ktery kéduje PLGF-1 faktor.
Uplnd genova sekvence je z literatury znéma, pfic¢emz je volné
dostupnd. Plasmid obsahujici tuto sekvenci byl ulo¥en ve
sbirce.ATCC pod oznacenim ATCC &. 40892. Tato exprese se
provede pod kontrolou systému RNA polymerdzy T7 fagu, pPficem?

je indukovana IPTG (isopropyl-R-D-tiogalaktopyranosid).

Nicméné je moZno pouZit i jiné indukovatelné prokaryotické
expresni systémy. Jako pfiklady téchto systém, b&Zné&

dostupnych na trhu, je moZno uvést nasledujici:

(1} pBAD expresni systém (In vitrogen BV), kde syntéza
proteinu je umisténa pod kontrolou araBAD promotoru, pfidem?
miZe byt indukovéna na rlGznych kmenech E. coli za pomoci

arabinézy.

(2) T7 expresni systém (In vitrogen BV nebo Promega), kde

syntéza proteinu je kontrolovana promotorem RNA polymerdzy T7
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fagu, pricemZ mbZe byt indukovdna za pomoci laktédzy nebo
jejich analogll (IPTG). V tomto piipadé je vyZadovano pouZiti
derivdtd E. Coli typu DE3 (B121(DE3) nebo JM109(DE3))
obsahujici zejména kopii genu Rna polymerdzy T7 fégu

umisténého pod kontrolou promotoru indukovatelného laktédzou.

(3) Trc expresni systém (In vitrogen BV), kde syntéza
proteinu je umisté&na pod kontrolou trc hydridnihe promotoru.
Tento promotor byl ziskén spojenim trp promotoru a lac
promotoru, piicemiZ muZe byt indukovan v ruznych kmenech E.

Coli za pomoci laktdzy nebo jejich analogl (IPTG).

(4) Tac expresni systém (Amersham biosciences), kde
syntéza proteinu je umisténa pod kontrolou tac promotoru.
V tomto systému se syntéza proteinu indukuje v kmenech E. Coli
lacIlg (typ JM105) za pomoci laktézy nebo jejich analogi
(IPTG) .

(5) P, expresni systém, kde syntéza proteinu je umisté&na
pod kontrolou PL promotoru, pfifemZ midZe byt indukovana
pfidanim tryptofanu. V tomto pfipadé je vyZadovano pouZiti
derivati E. coli (GI724) obsahujicich kopii genu
kodifikujiciho cI represor fagu Lambda umist&ného pod

kontrolou promotoru indukovatelného tryptofanem.
Stupenn (I) :; Fermentace a indukce.

Prvni stupef postupu podle pfedm&tného vynalezu
ptedstavuje fermentace funk&n&-modifikovaného bakteridlniho
kmene ekvivalentniho kmeni popisovanému ve vySe citovaném
evropském patentu (viz vySe). Ve vyhodném provedeni je tento
mikroorganizmus derivat Escherichia Coli modifikovany
expresnim plasmidem obsahujicim lidsky gen PLGF. Vyhodnym
mikroorganizmem je mikroorganizmus oznafovany [B12{(DE3)pLysS

PLGF-1] ziskany integrovdnim genu lidského PLGF-1 do bé&zZné



dostupného kmenu [B12 (DE3)pLysS] (Promega Corporation USA) .
Predmétny vynalez ovSem neni omezen na lidsky PLGF-1 faktor,
ale tykd se rovnéZ PLGF-1 zvifeciho plivodu (opice, my3,
kralik, atd.). Pfedm&tny vyndlez neni rovn&Z omezen pouze na
pouziti derivatu E. coli, ale rovnéZ zahrnuje pouZiti vhodného
prokaryotického mikroorganizmu umoZfiujiciho genetickou
modifikaci a schopného exprimovat heterologni proteiny v

podobé& inkluznich té&lisek.

Kmeny pouzité jako inokulum pfi provadéni postupu podle
pfedmétného vyndlezu jsou udrZovény pfed jejich pouzZitim v
lyofilizované form& za Gcelem zachovani jejich expresni
kapacity. Pfi pouziti je tento lyofilizovany materi&l znowvu

uveden do formy roztoku za pouZiti vhodného pufru.

I kdy je na trhu k dispozici velké mnoZstvi b&Zné& znamych
kultivacnich médii, které je moZno pouZit v postupu podle
pfedm&tného vyndlezu, provadi se fermentace ve vyhodném
provedeni podle vyndlezu v médiu zbaveném ve3kerého materiilu
zvifeciho nebo lidského plivodu, aby se prede3lo riziko
infekce. Nejvhodn&jsi prostfedky k provadéni postupu podle
pfedmétného vyndlezu predstavuji kvasnicové extrakty (Difco)
pfidané spoleln& s jednim nebo vice vhodnymi antibiotiky. Ve
vyhodném provedeni se pouZije médium, které bylo ziskéano
smich&nim prvniho roztoku (A) obsahujiciho kvasnicové
extrakty, glycerol a siran amonny s druhym roztckem (B)
obsahujicim fosfatovy pufr, za sterilnich podminek. Takto
ziskand smés se potom spoji s ampicilinem a chloramfenicolem
nebe s jinymi ekvivalentnimi antibioctiky. Vhodn&d koncentrace
téchto antibiotik se pohybuje v rozmezi od 50 ug/ml do 300
Hg/ml ampicilinu, ve vyhodném provedeni 100 pg/ml do 200
pg/ml ampicilinu, a 10 pg/ml aZ 100 pug/ml chloramfenicolu, ve
vyhodném provedeni 30 pg/ml aZ 40 pg/ml chloramfenicolu.
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Pfed fermenta&nim stupn&m je moZno uskutednit pre-
inokulaéni stupefi, p¥i kterém se mikroorganizmus suspenduje v
médiu a podrobi se postupné stupfiim inkubovani a fed&ni
zaméfenym na to, aby bylo dosaZeno v této kultuie optimadlniho
rnozstvi buné&k mikroorganizmu. Ve vyhodném provedeni podle
vyndlezu se tento mikroorganizmus inkubuje po dobu pfes noc
pri teploté 37 °C, nade? se zFedi a inkubuje se znovu po dobu
nékolika hodin. Vybrany objem pre-inokula se potom odstfedi,
znovu se suspenduje v kultivadnim roztoku obohaceném
ampicilinem a inokuluje se ve fermentadni nadob& k provedeni

fermentadniho stupné.

Tato fermentace se provede ve vySe uvedeném médiu, do
kterého se pridéd ampicilin a chloramfenicol, pfi teploté
vhodné pro dany mikroorganizmus, obvykle p¥i teploté asi
37 °C, v pfitomnosti procentuilniho podilu roipuéténého
kysliku pohybujiciho se v rozmezi od 20% do 40%, ve vyhodném
provedeni odpovidajicimu 30%, vztaZeno na nasyceni vzduchem.
Hodnota pH se b&hem fermentovadni udrZuje na hodnot& neutralni
nebo na slab& kyselé hodnoté& (v rozsahu 6,4 a? 7,4). Kromé
toho, vzhledem k tomu, Ze se fermentadni postup provadi za
michéni, pouzivaji se ve vyhodném provedeni protipénici

cinidla.

Provadéni fermenta&niho postupu je doprovazeno zvySovanim
optické hustoty média. Z tohoto davodu je tento parametr
optické hustoty pouzivan podle pfedm&tného vynalezu k
monitorovani stupné& rozsahu fermentace. Zejména jsou vhodné

udaje ziskané p¥i 600 nm.

Podstatnym znakem pfedmé&tného vynalezu je dosaZeni vysoké
bunéné hustoty v kultufe ve fazi indukce exprese. Diky
kultivaénimu médiu podle pFedm&tného vynalezu je moZno

dosahnout hodnot optické hustoty pEi 600 nm (CDE0JOQ)
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pohybujicich se v rozmezi od 1 do 50. Vyhodné jsou oviem
hodnoty hustot, které jsou vy33i neZ 18, pfidem? pfri té&chto
hodnotach se dos&hne vysoké urovné produktivity, typické pro
postup podle pfedm&tného vynalezu. K indukovani produkéniho
bakteridlniho kmene a dosaZeni optimalnich vysledkl jsou
zejména vyhodné hodnoty hustoty v rozmezi od 16 do 20. Pritibé&h
fermentace se potom udrZuje za vyZe uvedenych podminek a% do
dosaZeni uvedenych hodnot optické hustoty, na&e? se indukuje

exprese proteinu.

Vyhodné je moZno vyuzZit kterékoliv libovolné &inidlo nebo
chemicko-fyzikalni podminky schopné indukovat v bufikach
pouZitého mikroorganizmu mechanizmus exprimovani heterologniho
proteinu. V jednom ze specifickych pfipadl, kdy se pouzije
bakteridlni kmen BL21 (DE3)pLysS modifikovany expresnim
plasmidem obsahujicim promotor T7 figu, se exprimovani
indukuje laktézou nebo jejimi derivaty, jako je napfiklad
isopropyl-f-tiogalaktopyranosid (IPTG), o vhodné koncentraci,
zejména o koncentraci asi 1 mM. Doba trvani indukce se miZe
volit podle okamZité potfeby. Dobrych vysledkd se dosdhne v
ptipadé zvoleni intervalu n&kolik hodin, vyhodn& v rozmezi od
3 do 4 hodin; pfi provadéni optimdlniho procesu se doba
indukce provadi po dobu 3 hodin a 20 minut, p¥iZemZ

procentualni podil rozpu3téného kysliku odpovidd asi 10%.

Pfed provedenim indukce a po indukci se odeberocu vzorky
bunék, které se podrobi analytické kontrole, jako je naptiklad
elektroforéza za pouZiti SDS-PAGE, za Ucelem stanoveni

vysledku indukce.

Ve fazi, kdy exprimovani proteinu doséhne poZadované
urovné&, se kultivaéni prostfedi odstfedi a bufiky se pievedou

do nasledujiciho stupné.
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Stuperi II : Extrakce a purifikace.

Exprimovany heterologni protein v bakteridlnich kmenech se
oddé€li uvnitf bunék samotnych ve form& inkluznich t&lisek. 7
tohoto divodu postup podle predm&tného vyndalezu zahrnuje
pasadZovani a lyzu bunék, narudeni extrahovaného nukleového

materialu (DNA) a regenerace a promyvani inkluznich t&lisek.

Tyto bunky se promyji, i kdyZ to neni nezbytné, a potom se
suspenduji v roztocich obsahujicich emulga&ni &inidla ve
vhodné koncentraci, ve vfhodném provedeni se pouZije Triton
X100 v koncentraci pohybujici se v rozmezi od 0,5% do 1%,
naCeZ se podrobi lyze bun&&né membrany. Tento proces lyzy se
provddi za provadi za pouZiti zmrazeni/roztaveni, metodou
«French Press“ (francouzsky lis), sonikaci (zpracovani
ultrazvukem) nebo jinymi podobnymi bé&Zné& znadmymi metodami.
Nicméné vyhodnou metodou v pfipadd bakteridlniho kmene BL21
(DE3)pLysS je metoda zahrnujici zmrazeni/roztaveni, kteri se
podle nejvyhodné&jsiho provedeni podle vynalezu opakuje
p¥inejmendim ve dvou nasledné provadénych cyklech. Po
provedeni mechanické lyzy tento stupen 1yzy pokraduje po dobu
nékolika minut v lyzovém roztoku pEi teploté mistnosti a za

michani.

Uvolnéni inkluznich télisek v lyzovém médiu je doprovazeno
uvelnénim komponent odlisnych od mikroorganizmu a buné&&nych
latek, prfedev3im nukleovych materi&ld. Tyto latky mchou
nepriznivé ovliviiovat a ohrozit nasledné provadény proces
purifikace proteinu. Z tohoto divedu se suspenze/roztok
ziskany lyzou podrobi narudeni tohoto nukleového materidlu,
konkrétné DNA, za pomoci enzymatickych Cinidel, jako je
napriklad DNAza (pfirodni nebo rekombinantni, jako je
napriklad benzonaza), chemickych &inidel, jako je naptfiklad

deoxycholova kyselina, nebo fyzikalné-mechanickych prostfedkiy,
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jako je naptiklad sonikace (zpracovani ultrazvukem) nebo
vysokcenergetickym michinim pomoci lopatek, napfiklad v
michacim za¥izeni. NaruSeni DANN, provedené napfiklad v
michacim zafizeni, se provede s lyzovanymi bufikami
resuspendovanymi ve vhodném objemu promyvaciho roztoku
obsahujiciho chelatadni a detergentova &inidla, jako je
napriklad EDTA a Triton X100. Ve vyhodném provedeni podle
pfedm&tného vyndlezu se tento postup opakuje ve vice cyklech,
ve vyhodném provedeni ve dvou cyklech, stfidavé s provadénim
stupnl zfedéni v promyvacim roztoku, odstfedovani a
eliminovani supernatantu (kapaliny nad usazeninou) za udelem
odstranéni sloZek a bun&&nych latek z frakce obsahujici

inkluzni té&liska.

Stupeni III : Renaturace (refolding neboli znovusestaveni

struktury) proteinu.

Frakce obsahujici purifikovand inkluzni t&liska PLGF-1 se
potom solubilizuji v denaturacnim pufru, ktery obsahuje b&zné&
znama denaturaéni &inidla, jako je nap#iklad mo&ovina,
guanidinisothiokyanét, guanidinhydrochlorid. Ve vyhodném
provedeni se jako denaturacni roztok pouZije roztok mocoviny v
denaturalni koncentraci napfiklad 8 M. Za udelem urychleni
procesu solubilizace mlZe byt tato frakce podrobena ve
vyhodném provedeni homogenizaci nebo sonikaci. Po solubilizaci
inkluznich té&lisek se roztok zfedi stejnym denaturadnim pufrem
takovym zplUsobem, aby se dosdhlo optické hustoty mé&feni pri
280 nm asi 0,8 (OD280 0,8). V nasledné fizi se tento roztok
dale zFfedi fedicim pufrem tak, aby bylo dosaZeno hodnoty 0,5
OD280. Vhodné fedici roztoky obsahuji soli polyethylenglykolu
(PEG), pfticemZ majil bazickou hodnotu pH (asi 8). Renaturace
PLGF-1 proteinu ve zfed&ném roztoku se dosadhne pfidanim do
tohoto roztoku vhodné koncentrace oxida&nich/reduké&nich part,

naceZ potom nédsleduje inkubovani po dobu 10 aZ 30 hodin, ve
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vyhodném provedeni po dobu 18 aZ 20 hodin, pfFi teploté v
rozmezi od 10 °C do 30 °C, ve vyhodném provedeni pEi teploté
20 °C, a za michéni. Jako pFiklad té&chto pard je moZno uvést:
cystin/cystein, cystamin/cysteamin, 2-hydroxyethyldisulfid/2-
merkaptoethanol. Ve vyhodném provedeni podle pfedmétného
vynalezu se jako oxidaéni/reduk&ni par pouzije glutathion ve
své oxidované a redukované formé o koncentraci v rozmezi od
0,1 mM do 2,5 mM (ve vyhodném provedeni o koncentraci

1,25 mM) . Pomoci renaturace se PLGF-1 protein exprimovany v
podstaté v monomerni form& &astedné prfevede zp&t na dimerni

formu (viz obrazek &. 5).
Stupen IV : anexovd chromatografie (vyména anionti)

Roztok prichazejici z pfedchoziho stupné&, ve vyhodném
provedeni pfes fazi odstiedovani a/nebo filtraci, obsahuje
protein, ktery je hlavn& v monomerni formé& a Castednd dimerni
formé&, p¥icemZ tento roztok je p¥iveden na anexovou pryskytici
(méni& aniontll) za G&elem obohaceni sm&si dimerni formou a
jeji vy&isténi od bakteridlnich zneCiStujicich latek. V tomto
pfipadé je moZno pouzit jakoukoliv libovolnou b&3na dostupnou
matrici vhodnou k provedeni anexové chromatografie, pokud
oviem jeji charakteristiky t¥kajici se kapacity, naplné& a
rychlosti pritoku budou podobné jako u pryskyfice Q Sepharose
s rychlym pritokem (Q Sepharose Fast Flow), Amersham
Biosciences), krom& toho, Ze je vhodni k provadani procesnu
v prumyslovém mé&¥itku. Ve vyhodném provedeni podle p¥fedmé&tného
vynalezu se pouZije pryskyfice s vysokym prutokem, napfiklad
Q-Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences) nebo ekvivalentni
produkt. Tyto pryskyfice se promyije a ekvilibruje roztoky,
které maji malou iontovou silu. Jako pfiklad tohoto roztoku je
mozZno uvést roztok obsahujici ethanolamin-HCl o pH 8,5 s malym
obsahem soli nebo bez soli. Stejny roztok je moZno pouzit pro

plnéni, absorbovéni a promyti proteinové smdsi, kterad se ma
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Cistit. Tyto pouZiteé pryskyfice umoZfiuji plné&ni s velkymi
objemy proteinového roztoku s pomérem objem plné&ni/cbjem
kolony pohybujicim se v rozmezi od 1 : 1 do 10 : 1. Poméry
obj./obj. bliZici se hodnoté 10 : 1 jsou vyhodné z toho
divodu, Ze umoZfiuji optimalni vyuZiti kolony. Oviem pom&rdm
vy$Sim nez je 10 : 1 je potfeba se vyhnout, nebot vzhledem
k nasyceni absorbé&ni kapacity matrice dochéazi pti téchto

pomérech k vysokym ztritim dimerni formy proteinu.

Zatimco PLGF-1 protein v monomerni forms jit perkoluje ve
stupnich promyvani za pou¥iti nizké iontové sily, eluovani
dimerni a multimerni formy se dosdhne zvyZenim iontové sily
vychoziho roztoku. Toto zvySeni iontové sily se dosahne
smichanim ekvilibracniho roztoku s ptedem stanoveném
procentudalnim podilem druhého roztoku obsahujiciho chlorid
sodny NaCl o koncentraci 1 M. Ve vyhodném provedeni podle
pfedmétného vynalezu se protein v dimerni formé eluuje
roztoky obsahujicimi 1 M roztok chloridu sodného NacCl o
koncentraci v rozmezi od 15 % do 25 %, coZ odpovida
koncentraci NaCl v rozmezi od 150 do 250 mM. Podle
nejvyhcdn&jsiho provedeni se protein eluuje za isochratickych
pedminek p¥i koncentraci chloridu sodného NaCl 200 mM.
Eluovani riznych latek se automaticky monitoruje mé&F¥enim
optické absorpce pf¥i 280 nm (viz obr, 2). Odebrané frakce
obsahujici PLGF-1 protein v dimerni formé& se v nésledné fazi
kontroluji SDS-PAGE elektroforézou (viz obr. 5). Ve vyhodném
provedeni podle pfedm&tného vynilezu se cely chromatograficky
postup automaticky provadi za pouziti pocitadového systému a
vhodného kontrolniho programu, napfiklad na pouZiti Software

FPCL Director Systém (Amersham Biosciences) .
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Stupenn (V) : Chromatografie s reverzni fézi.

Frakce pfichazejici z pfedchoziho stupn& a obsahujici
PLGF-1 protein obohaceny aktivnimi formami se shromazdi, zfedi
se vhodnym pufrem a plni se na chromatografickou kolonu
s reverzni fazi za 0Celem dalsiho vyZi3téni (purifikace)
proteinu v aktivni formé&. MnoZstvi plné&ného roztoku odpovida
0D280 v rozmezi od 4,5 do 5,5 na mililitr matrice
chromatografické kolony. Tato mnoZstvi je t¥eba povaZovat za

maximalni mnoZstvi.

V této souvislosti je moZno poufit jakoukoliv libovolnou
béZné komeréné dostupnou chromatografickou matrici vhodnou pro
uvaZované pouZiti do té miry, Ze jeji parametry tykajici se
plnici kapacity a rychlosti prétoku jsou kompatibilni
8 poZadavky postupu podle ptedm&tného vynadlezu. Ve vyhodném
provedeni podle vyndlezu m& pouZita pryskyfice té&liska o
takové velikosti, kterd zaruduje nejlep3i vyuZiti absorb&ni
schopnosti a soulasn& umoZfiuje co moZnd nejsnadné&jsi plnéni
kolony jako takové. Jako pfiklad t&chto matric je mo%no uvést
pryskyfice RP Source 15 nebo RP Source 30 (Amersham
Biosciences). VSechny roztoky pouZité pro ekvilibraci,
plnéni, promyvéani pryskyfice a eluovani jsou hydro-organické
roztoky obsahujici r0zné procentudlni podily organického
rozpoustédla. Jako pfiklad téchto roztokd je moZnoc uvést
roztoky obsahujici ethanol, methanol nebo acetonitril. Ve
vyhodném provedeni podle vyndlezu se poufivaji hydro-
alkoholické roztoky obsahujici zvyBujici se procentuidlni podil
ethanolu. Podle jednoho z provedeni podle pFedm&tného vynialezu
se smisi vhodné podily dvou roztokd pufrd, pfidem? prvni
obsahuje pufr A, jako je napfiklad 40 % ethanolu a 0,1 % TFA
(trifluoroctova kyselina), a druhy obsahuje pufr B, jako je

napfiklad 70 % ethanclu a 0,1 % TFA.
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Proteinovy materidl plnény na pryskyfici a vhodnym
zpusobem promyty se potom eluuje za pomoci eluéniho procesu
zahrnujiciho dva postupné provadéné stupné, pfidemZ se
pouziji eluéni roztoky obsahujici zvy3ujici se gradient
organického rozpoustédla. Prvni stupefl se provadi za podminek
zvy3ujiciho se gradientu organického rozpou3tédla az do
dosaZeni elucniho piku vztahujiciho se na monomerni formu.
Tento gradient se ziskd pfidavanim pufru B do pufru A
v procentudlnim podilu v rozsahu od 4 % do 40 % se zvy3ujicim
se podilem pufru B o 3 % pro kaZdy eluovany objem z kolony.
Poté, co se dosdhne tohoto elu&niho piku odpovidajiciho
monomerni formé& proteinu se v eluovani pokraduje za
isochratickych podminek aZ do vy&erpdni eluéniho piku pro
monomerni formu. Takto nastavené isochratické podminky
umoziiuji nejvét3i moZiné oddéleni chromatografickych pika
odpovidajicich uvedenym dvéma forméam, monomerni formé a
dimerni formé&, a dale nejlep3i dosaZitelné rozli3eni té&chto
forem v procesu provadéném v primyslovém méFitku a nikoliv
analytického typu. Druhy stupefl se provede znovu za podminek
zvySujiciho se gradientu organického rozpousté&dla, dokud se
nedosdhne celé eluce proteinu hlavné v dimerni formé. V tomto
druhém stupni, se gradient ziskd& pfidavanim pufru B do pufru A
v procentuédlnim podilu pohybujicim se v rozmezi od 10 % do
100 % se zvySujicim se podilem pufru B o 40,9 % pro kaZdy
eluovany objem z kolony. Eluovéani rlznych forem PLGD-1
proteinu se automaticky monitoruje mé&fenim optické absorpce
pfi 280 nm (viz obr. 3 a obr. 4). Odebrané frakce obsahujici
PLGF-1 protein v podstaté v dimerni formé se v nasledné fazi
kontroluji SDS-PAGE elektroforézou (viz obr. 5). Ve vyhodném
provedeni podle predmétného vyndlezu se cely chromatograficky
postup s reverzni f&zi automaticky provadi za pouZiti

politacového systému a vhodného kontrclniho programu,




. (Y] .e e

[EX XN L}

X3 b

casne
[ XX K]
s @
e &
.
sene
seus
s
]
sese
[ ]

17

napriklad na pouZiti Software FPCL Director Systém (Amersham

Biosciences) .

Vysledky elektroforézy ukazuji, ¥e PLGF-1 protein ziskany
ze druhého stupné& chromatografie s reverzni fazi je ve vysoce
¢isté aktivni formé&, konkrétnd obsahuje protein v dimerni
form& a Castedné& v multimerni form&, oviem je v podstatd
prosty vedkeré kontaminace monomerni formou. Takto ziskany
produkt obsahuje minim&lné& 98,5 % aktivni formy, ve vyhodném
provedeni minimdln& 99,5 % aktivni formy, pFfifem? minimalné
70 % je v dimerni formé&. Zbytek monomerni formy je pritomen
maximaln& v podilu 1,5 %. Protein v aktivni form& se zisk&
priamé&rné& v mnoZstvi 160 miligram® na litr bakterialni kultury.
Cisty protein ziskany timto vy3e popsanym zpUsobem podle
pfedmétného vyndlezu je moZno podrobit dalZim zpracovavacim
stupfiim, jako je napfiklad ultrafiltrace na membrin&. V tomto
pfipadeé se produkt zfiltruje na membrand s frakci o limitu
niZsim neZ 30 kD nebo rovnym této hodnoté a dile se podrobi
diafiltraci za pouZiti vody okyselené TFA do dosa¥eni faktoru
zfedéni 1 : 106. Takto ziskany findlni produkt je mozZno
vhodnym zplsobem formulovat s lyofiliza&nimi aditivy a provést

lyofilizaci za G&elem zachovani nejlep3i biologické aktivity.

Pfiklady provedeni vynalezu

Pfedmétny vyndlez bude v daldim popsan a blije vysvétlen
s pomoci konkrétnich p¥ikladli provedeni, které jsou ovsem

pouze ilustrativni a nijak neomezuji rozsah tohoto vynalezu.
Priklad 1

Fermentace

Nasledujici postup se tykd zpusobu provedeni fermentace a

indukce geneticky modifikovaného mikroorganismu (MOGM)
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(B121 (DE3)pLysS PLGF-1] ve fermenta&ni né&dob& za pouZiti 1 mM

IPTG.
PouzZité materidly:

Roztok SBM obsahujici:
Roztok A (na jeden 1litr)
kvasnicovy extrakt Bacto (Difco)
siran amonny
glycerol
voda doplnék do
Roztok B (10 X) (na 100 ml)
KH;PO,

K;HPO, - 3 H0

K;HPO,

voda doplnék do

34 g
2,5 g
100 ml
900 ml

1,7 g
20 g, nebo
15,26 g

100 ml .

Roztoky A a B byly oddélen& autoklavovany a smichany za

pouziti sterilnich podminek. V alternativnim provedeni byly

roztoky A a B smichlny a zfiltroviny za sterilnich podminek.

IPTG o koncentraci 200 mM (200 X) byl ziskan rozpuiténim 5

grami ¢isté latky ve 100 mililitrech destilované vody. Tento

roztok byl zfiltrovéan za pouZiti f£iltra 0,22 pm, potom

rozdélen na alikvdtni podily a zmrazen p¥i teploté -20 °C.

PouZitym protipénicim &inidlem byl produkt Antifoam 0-10

{nikoliv silikonového typu)} firmy Sigma Cat A-8207).

PouZitym bakteridlnim kmenem byl [Bl21pLysS P1GF-1 WCE]

(Working Cell Bank) .

Preinokulum: odebréna byla tuba lyofilizovaného geneticky

modifikovaného mikroorganizmu (MOGM) WCB a tento produkt byl

suspendovan v 1 mililitru SBM + 100 ug/ml ampicilinu + 34

ng/ml chloramfenikolu.
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Takto ziskand suspenze byla zfed&na ve 30 mililitrech SBM

+ 100 pg/ml ampicilinu + 34 pg/ml chloramfenikolu.

Tato suspenze byla inkubovana pfi teplot& 37 °C po dobu
pfes noc (O/N). Dal3i den bylo 30 mililitrh této O/N kultury
zfed€no za pomoci 800 mililitr( SBM + 100 Hg/ml ampicilinu +
34 ug/ml chloramfenikolu a potom byl tento podil rozd&len do 4
jednolitrovych Erlenmeyerovych nadob, kaZd& obsahovala 200

mililitrd.

Obsah kaZdé nadoby byl potom inkubovan pEi teplot& 37 °C
po dobu 24 hodin. Obsah t&chto 4 nadob byl potom smichin a
OD600 byl dosaZen zfedénim v pom&ru 1/20 ve vodé (50 ul + 950
ul vody).

Takto ziskany objem preinokula byl potom odstfedovan po
dobu 10 minut pfi 7500 x g pfi teplot& 4 °C ve sterilnich

trubicich.

Bakterie byly potom resuspendovdny ve 20 mililitrech SBM +
200 pg/ml ampicilinu + 10 pg/ml chloramfenikolu na litr
fermenta&niho prostfedi za souCasného michéni p¥i 420 ota&kach
za minutu a p#i teploté& mistnosti po dobu 20 minut. Souasng
byla pfipravena fermenta&ni nadoba a zkalibrovany kyslikové

sondy.

Tyto kyslikové sondy byly zkalibrovany p¥i teplot& 37 °C

PEi 0 % dusikem a potom pZi 100 % za pomoci vzduchu bez
pouZiti protipé&nicich pfisad a za michani p#i 600 otadkach za

minutu.

Fermentace byla provadé&na pti nasledujicich
experimentdlnich podminkach:
Médium SBM + 200 ug/ml ampicilinu a 10 ug/ml
chloramfenikolu;

Teplota 37 °C;
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% rozpusténého kysliku : 30 % (vztaZeno na nasyceni vzduchem):;
PH : v rozsahu od 6,4 do 7,4.

Protipénici pfisada: z¥ed&na v pom&ru 1 : 10 ve vodé&;
intenzivni michéni pfed jejim pfidédnim v mnoZstvi 140 ul na

750 mililitrl média.
Indukce:

Indukce byla provedena za nasledujicich experiment&lnich
podminek:
OD600 indukce : 16 aZ 20;
indukéni &inidlo : IPTG 1 mM (findlni);
% rozpuSténého kysliku : 10% (vztaZeno na nasyceni vzduchem);

Doba indukce : 3 hodiny a 20 minut.

Tésné pred provedenim indukce bylo odebrano 20 pl
bakterii, tento podil byl pfidan do 80 ul vody a produkt byl

uchovavén jako pre-induk&ni kontrola.

Ve fazi provedeni indukce bylo provedeno p¥idani IPTG,

pficemZ konelnad koncentrace odpovidala 1 mM.

Procentudlni podil rozpusténého kysliku byl upraven na
10 %.

Na keneci indukce byla zji%té&na kone&nd hodnota 0OD600 a

zméfen byl celkovy objem,

Potom bylo odebrano 10 pl bakterii, tento podil byl pfidan
do 90 ul vody a produkt byl uchovidvan jako post-induk&ni

kontrela.

Indukce byla kontrolovidna za pouZiti SDS-PAGE
elektroforézy naplnénim 20 pl pfedchozich dvou vzorku

Zzpracovanych varem.
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Médium obsahujici indukované bakterie bylo potom
odstfedovano pfi 7500 x g po dobu 10 minut a pfi 3000 x g po
dobu 25 minut pfi teploté 4 °C, naceZ byl odstranén

supernatant.
Vysledky:

Vysledky indukce byly zjiStovany SDS-PAGE elektroforézou,

pfiCemZ tyto vysledky jsou uvedeny na obr. 1.

Priklad 2

Extrakce a purifikace inkluznich télisek.

Nasledujici postup se tykd pfipravy a znovusestaveni
struktury (refolding) inkluznich té&lisek P1GF-1. Pomoci tochoto
znovusestaveni struktury (refolding) se PLGF-1 bakteridlni

protein castelné p¥fivede zpét na dimerni formu.

Materidl:

Mixér o vhodné kapacité.

Roztok pro 1¥zu : 1 mM Mg2804 + 20 mM Tris-HCl o pH 8 + Triton
X100, 1%.

Promyvaci roztok : 0,5 % triton X100 + 10 mM EDTA o pH 8.

BD (denaturaéni pufr) : 8 M mocovina, 50 mM Tris o pH 8,
ethylendiamin 20 mM.

RozpusSténi a Uprava na poZadovany objem vodou.

Oxidovany glutathion 200x : 100 mM ve vod&:;

Redukovany glutathion 200x : 250 mM ve vodéa.

Redici pufr : 600 uM findlni PEG 4000 (2,4 g/l), 50 mM Tris-
HCl o pH 8, 20 mM NacCl.

Protipénici &inidlo: Antifcam C-10 (nikoliv silikonového

typu), Sigma.

Pfiprava PLGF-1 inkluznich télisek.
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Roztoky pro lyzu a promyvani byly ekvilibrovany pgi
teploté& mistnosti (RT).

Byly provedeny dva cykly zmrazeni/roztaveni pri -80/37 °cC.

Pelety bakterii byly podrobeny lyze v 1 mililitru roztoku
pPro lyzu na podil 450 OD600 bakterifi.

Potom byla provedena inkubace pgi teploté mistnosti
probihajici po dobu 30 minut a za michani {250 ot&cek za

minutu) .

Roztok byl potom nalit do mixéru o vhodné kapacit& a
pfidan byl podil promyvaciho roztoku 3 mililitry na podil 450
OD600 bakterii.

V pfipadé potfeby bylo pfidano 0,4 pl nefedé&ného

protipéniciho ¢inidla na mililitr vzorku.

Potom byl roztok stdcen pfi maximalni rychlosti po dobu 1

minuty nebo do dcby, dokud nebylo dosaZeno dobré homogenizace.

Obsah tohoto mixéru byl potom pfeveden do nadoby o vhodné
kapacité&, naceZ bylo p#idano 6,5 mililitru promyvaciho roztoku
na podil 450 OD600 bakterii. Inkubace byla potom provadéna po

dobu 45 minut pfi teplot& mistnosti a za michéni.

Takto ziskanid suspenze byla odstfedovana pfi 13000 x g po
dobu 45 minut pfi teplot& 25 °C a supernatant (kapalina nad

usazeninou) byl odveden.

Usazené pelety byly potom resuspendovéany ve 4 mililitrech
promyvaciho roztoku na podil 450 OD600 bakterii a cyklus

provadény v mixéru byl podruhé opakovan.

Ziskanad suspenze byla potom prevedena do zasobniku o

vhodné kapacité&, nade? byla zfedéna 6,5 mililitry promyvaciho

L i e i s b i g PR
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roztoku na podil 450 OD600 a inkubovana po dobu 30 minut p¥i

teploté& mistnosti a za michéani.

Odstfedovani bylo potom opakovano za stejnych vyse

uvedenych podminek, na&eZ byl eliminovéan supernatant.

P¥iklad 3

Renaturace proteinu

Podle tohoto postupu byla inkluzni t&liska solubilizovana
v 7 mililitrech denatura&niho pufru BD (obsahujiciho modovinu
o koncentraci 8 M) a dale bylo provedeno z¥ed&ni v BD af do
dosaZeni OD280 0,8. Potom bylo p¥idano 0,6 objemu fediciho

pufru za u€elem dosaZeni kone&né koncentrace mocoviny 5 M.

V dal3im postupu bylo p¥idéno 1/200 redukovaného
glutathionu 200X (findlni koncentrace 1,25 mM) a 1/200
oxidovaného glutathionu 200X (fin&lni koncentrace 0,5 mM) .
Potom bylo odebrano 15 pl vzorku pro kontrolu (prerefol) a
roztok byl potom inkubovan p¥i teploté 20 °C po dobu 18 aZ 20

hoedin za michani.

Na konci této inkubace bylo médium odstfedovano po dobu 10
minut pfi teploté& 20 °C p#i 10000 x g, nale? bylo zfiltrovano
za pomoci 0,45 nebo 0,8 um filtrt a potom bylo odebrano 15 npl

vzorku pro kontrolu (postrefol).

Vysledky : Tyto 15 jl vzorky odpovidajici roztoklm pro pre- a
post- refolding (znovusestaveni struktury proteinu) byly potom

analyzovany za pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz obr. 5).

Priklad 4

Anexova chromatografie

Nasledujici postup se tyka prvniho stupné& purifikace P1GF-
1 proteinu po refoldingu {znovusestaveni struktury proteinu).

Po naplnéni tohoto vzorku na kolonu by zde mohla nastat
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vysokd ztrita neabsorbovaného P1GF-1 monomeru. Pln&né mnoistvi
nesmi proto pfekracovat desetindsobek objemu kolony, nebot by

jinak do3lo ke zna&né ztraté PLGF-1 dimeru.

Eluovani bylo provadéno za isochratickych podminek za
pouziti 20% pufru B (viz dale), coZ odpovidid koncentraci
chloridu sodného NaCl 200 mM. Eluovany pik stile obsahuje
glutathiony pouZité pro refolding (znovusestaveni struktury

proteinu), které pfispivaji asi 50% na OD280.
Materidly a parametry:

FPLC systém : Amersham Biosciences pracujici se softwarem
oznac¢ovanym FPLC Director.

Monitorované parametry:

U.V. : vlinovaé délka = 280 nm; horni bod stupnice = 2;
Teplota : 20 °C (minimum 15, maximum 25);

Pryskyfice : Q-Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences);
Objem/vySka kolony : Objem : 1/10 objemu vzorku ur&eného

k plné&ni; vySka : v rozmezi od 13 do 16 centimetru;
Ekvilibrace : 2 objemy kolony (CV) pufru B, potom 1,5 CV

pufru A,

Vzorek : renaturovany, odstfedény a/nebo zfiltrovany PlGF-1.
Plnéni maximalné 10 CV,

Pufr A : 20 mM ethanolamin-HCl o pH 8,5;

Pufr B : pufr A + 1 M NaCl;

Rychlost nast¥iku : 1 cm/minutu (maximalni rychlost nast¥iku
testovanad na malych kolondch = 1,887 cm/minutu; minimalni
testovand rychlost nastfiku = 0,5 cm/minutu).

Eluéni rychlest : 1 cm/minutu (maximdlni rychlost testovand na
malych koloné&ch = 1,887 cm/minutu; minima&lni testovana
rychlest nastfiku = 0,5 em/minutu).

Promyvani po nastfikovani : 1,5 CV za pouZiti 0% pufru B.
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Ziskany pik : pik eluovany p#¥i isochratickych podminkach za
pouziti 20% pufru B, pfi asi 3 Cv.
Konec¢né promyti : 2 CV za pouZiti 100% B.
Postup

Podil odpovidajici piku eluovanému za isochratickych
podminek za pouZiti 20% pufru B byl odebran a k nému bylo
pfidano 0,271 objemu vody, 0,0045 objemu TFA a 0,225 objemu
ethanolu. Timto zpusobem bylo dosaZeno 1,5 nasobné zfed&ni
vzorku, pfiCemZ vzorek obsahoval 15% ethanolu a 0,3% TFA.
Pfidavek té&chto dvou latek usnadnil vazani P1GF-1 na
pryskyfici pro chromatografii s reverznimi fézemi (viz obrizek

c. 5).

Vysledky : Prib&h chromatografického stupné& byl
kontinualné& kontrolovan monitorovanim optickych hustot pti 280

nm, jak je zndzornéno na obr. &. 2.

Cistota izolovaného proteinového materialu byla

analyzovina za pomoci SDS-PAGE elektroforézy (viz obr. &. 5).

Ptiklad 5

Chromatografie s reverznimi fazemi

Nasledujici postup je moZno provést za pouZiti pryskyfice
RP Source s pruimérnou velikosti &astic 15 pm (mikrond) nebo
30 pm (mikrond). OvSem pouziti pryskyfice RP Source o
velikosti ¢astic 30 pym (mikronu), i kdyZ nezachyti viechny
zmény pfi Cisticim procesu, umoZffiuje ekonomidt&jsi provedeni
postupu, to znamena ekonomické Uspory na pryskyfici jake
takove {asi 50%), snadnéj3i provedeni procesu plnéni kolony a

nizsi protitlak.

Postup se tyka druhé féze purifikace PIGF-1 proteinu po
zpracovani na QFF pryskyfici. B&hem nastfiku vzorku je moZno

pozorovat vysokou adsorbanci, cof odpovidd neadsorbovanému
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piku glutathioni, které se neva%ou na pryskyfici. Tento postup
sestdva ze dvou podstupiiti, pficemZ prvni podstupei se oznacuje
RPCmon a je pouZit k eliminovani vétiiny monomerni sloZky
PIGF-1, pfiCemZ druhy podstupefi se pouZiva k eluovani
podstatného podilu dimerni komponenty proteinu a oznacuje se

RPCdim.
Prvni podstupenni (RPCmon)

Materidly a parametry:

FPLC systém : Amersham Biosciences pracujici se softwarem
oznadovanym FPLC Director;

Monitorované parametry

U.V. : vlnova délka = 280 nm; plnd stupnice = 0,05;

Teplota : 20 °C (minimum 15, maximum 25) ;

Pryskyfice : Reverse Phase Source 30 (Amersham Biosciences).
Objem/vySka prysky¥ice : Objem : 1/5 a% 1/6 celkového OD280
vzorku urceného k plnéni do kolony; vyika : v rozmezi od 27 do
33 centimetri.

Ekvilibrace : 2 objemy kolony (CV) pufru B, potom 2 CV
pufru A.

Vzorek : P1GF-1 odvad&ny z pfedchoziho stupné (viz pf¥iklad 4),
zfedény 1,5 krat a obsahujici 15 % ethanolu a 0,3 % TFA,.
Plnéni maximalné 4,5 aZz 5,5 0OD280 na mililitr pryskyfice.
Pufr A : 40% ethanol + 0,1% TFA;

Pufr B : 70% ethanol + 0,1 % TFA;

Rychlost nastfiku : 1,887 cm/minutu;

Rychlost eluovani : 1,887 cm/minutu;

Promyvani po néstfiku : 1,5 CV za pouZiti 4% pufru B.

Pik monomeru : Gradient v rozsahu od 4 do 40% B ve 12 CV (3%
B/CV). OkamZit& po zah&jeni eluovani tohoto piku pfi OD280
dosahujici 25% plné stupnice bylo eluovani provadéno dale za

isochratickych podminek s pufrem B o koncentraci dosa¥ené




se @
ae &
.
ras®
(2 R A
8 a
e 9
L]
esve
L2 2 1]

27

v tomto okamZiku, dokud eluce piku nebyla Gpln&d (asi 2,5 aZ
3,5 CV}.
Pracovni postup:

Vhodné mnoZstvi tohoto roztoku odpovidajiciho piku
«mMonomeru® bylo odebrano a tento podil byl zkoncentrovan pro

kontrolu (,mon™ na obr. &. 5).
Druhy podstupenn (RPCdim)

Materidly a parametry

Bez nové ekvilibrace kolony, ale pouze s posunem rozsahu
stupnice UV monitoru na hodnotu 2 byl pouZit gradient
pohybujici se v rozmezi od 10 do 100 % pufru B ve 2,2 CV
(40,9% B/CV).

Pracovni postup:

shue
L2 214

Byly odebrany frakce odpovidajici piku ,dimer™. Na obr. &.

4 je ilustrovan pfiklad té&chto frakci. Tyto frakce byly
spojeny, naceZ byla zjiStén objem a optickd hustota pfi 280 nm

tohoto podilu.

Celkovy vyté&Zek (vyjadfeny v miligramech) dosaZeny pfred
lyofilizaci byl vypo&itan vynadscbenim OD280 krat objem krat
zfedéni. Celkova hodnota tohoto vyté&Zku byla 164 miligramd
Cistého PLGF-1 na litr bakteridlni kultury, pfidemZ standardni
odchylka byla 23,21. RovnéZi je mozZno jej vyjadfit
v miligramech na 1000 OD600 fermentovanych bakterii, &imZ se
dosahne hodnoty 5,58 miligramu ¢istého PLGF-1 na 1000 OD600

fermentovanych bakterii p¥i standardni odchylce O0,8.

Tak zvany dimerni roztok byl udrZovan pfi teploté& -20 °C
do ultrafiltrace a lyofilizace. Vzorek tohoto roztoku byl
podroben SDS-PAGE elektroforéze, pfifemZ vysledek je

ilustrovan na obr. &. 5.
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PATENTOVE NAROKY

1. ZplUsob extrahovani a purifikace rekombinantniho
placentérniho rdstového faktoru (PLGF) exprimovaného
v indukovatelném expresnim systému v modifikovanych
prokaryotickych bufikdch zahrnuji nasledujici stupné:

(I) fermentace prokaryotickych buné&k,

(II) extrakce a purifikace inkluznich té&lisek,

(III) renaturace exprimovaného proteinu,

(IV) iontomé&nicovéa chromatografie,

(V) chromatografie s reverznimi fazemi,
vyznacujici se tim, Ze stupefi (I) se provadi do dosaZeni
optické hustoty kultivaniho média v rozmezi od 1 do 50 p#i
600 nm (OD°°® 1 - 50), pricem? nasleduje indukce, stupen (II)
zahrnuje lyzu kultivadnich buné&k, naruseni DNA;a izolovani
inkluznich télisek, stupeh (III) zahrnuje solubilizaci
inkluznich té&lisek v denatura&nim pufru, pFidemz exprimovany
protein se pfevede pfinejmen$im G4sted&né zpé&t na dimerni
formu, a ve stupni (IV) a (V) se dimerni a multimerni forma

exprimovaného proteinu odd&li od moncmerni formy a izoluje se.

2. Zpusob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, Ze
placentérnim rdstovym faktorem (PLGF) je PLGF-1 lidského

puvodu nebo zvifeciho pavodu.

3. Zpusob podle nérocku 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze

prokaryotické bufiky jsou bakterialni bufiky

4. ZpUsob podle kteréhokoliv z narokd 1 a%¥ 3, vyznadujici
se tim, Ze stupell (I) se provadi v médiu umoZiiujicim ziskani
vysoké bakteridlni hustoty pfi provadé&ni fermentaéniho stupné
a prosteém veSkerého materi&lu Zivo&i3ného nebo lidského

puvodu.
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5. Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroku,
vyznacdujici se tim, Ze stupefl (I) se provadi v médiu
obsahujicim jedno nebo vice selekénich &inidel, kvasnicovy

extrakt, glycerol a amonné soli.

6. Zpuscb podle kteréhokoliv z pfedchozich narokil,
vyznacdujici se tim, Ze indukovatelny expresni systém je

expresni systém T7.

7. ZpUsob podle kteréhokoliv z p¥fedchozich narokd,
vyznadujici se tim, Ze bakteridlnimi bufkami jsou buiiky kmene

odvozeného od E. coli.

8. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki,
vyznacdujici se tim, Ze bakteridlnim kmenem je E. coli

{B121}DE3]pLysS}.

9. Zpusob podle kteréhokoliv z predchozich naroki,
vyznacdujici se tim, Ze exprese je indukovédna za pomoci
laktdzy, isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosidu (IPTG) nebo

funkéné ekvivalentnimi analogy.

10. Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroka,
vyznacujici se tim, Ze optick&d hustota kultury ve fézi indukce

je v rozmezi od 14 do 30 OD pfi 600 nm (14 aZ 30 OD®°°).

11. ZplUsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroks,
vyznacujici se tim, Ze stupenl (I) zahrnuje predstupet

preinockulace.

12. ZpUsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki,
vyznadujici se tim, Ze ve stupni (II) se lyza provadi za
pouziti zmrazeni/roztaveni, francouzského lisu (tak zvany

«French Press“) nebo jinych ekvivalentnich technik.

13. ZpUsob podle kteréhokoliv z pfedchozich narokil,

vyznaéujici se tim, Ze ve stupni (II) se narufeni DNA provede
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za pomoci DNAzy extrakéniho nebo rekombinantniho plvodu,
vyhodné& za pouZiti benzondzy, nebo chemicko-mechanickym

tCinkem.

14. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroka,
vyznadujici se tim, Ze ve stupni (II) se naruSeni DNA provadi

za pomoci mixéru.

15. ZplUsob podle kteréhokoliv z pfedchozich ndroki,
vyznaéujici se tim, Ze ve stupni (II) se inkluzni té€liska
izoluji za pomoci pfinejmensSim dvou cyklld odstfedovani a

promyvani do vhodného pufru.

16. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki,
vyznadujici se tim, Ze ve stupni (III) se inkluzni téliska
solubilizuji do denaturaé&niho pufru obsahujiciho moovinu,
guanidinisothiockyandt, guanidin-hydrochlorid nebo libovolné
jiné denaturac¢ni ¢inidlo a pfipadné jsou homogenizovany nebo

zpracovany sonikaci.

17. Zptsob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroka,
vyznadujici se tim, Ze ve stupni (III), po solubilizaci
inkluznich télisek, se roztok zfedi a proteinovy materidl se
renaturuje pfidanim roztoku oxidaénich/redukénich &inidel a
inkubovanim po dobu 10 aZ 30 hodin, ve vyhodném provedeni 18

az 20 hodin, pti teploté v rozmezi od 10 °C do 20 °C, a za

michani.

18. Zplsob podle narcku 17, vyznacujici se tim, zZe se
roztok z¥edl do dosaZeni coptické hustoty pfi 280 nm (OD?%%)
v rozmezi od 0,01 do 2, ve vyhodném provedeni 0,5, pricemz
oxidaéni/reduk&ni ¢&inidla jsou glutathion redukovany a
oxidovany v takovych podilech a koncentracich, Ze umoZnuje

dosdhnout maximdlni produkce dimerni formy.
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19. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchozich naroki,
vyznadujici se tim, ze ve Stupni (IV) se roztok pfichazejici
z pfedchoziho stupné Pini na anexovou kolonu PEi poméru objem
plnéni/objem kolony v rozmezi od 1

1 do 10 1.

20. ZplUsob podle naroku 19, vyznadujici se tim,

1.

Ze pomér

objem plné&ni/objem kolony je 10

21. Zplsob podle néroku 19 nebo 20, vyznadujici se tim, Ze
protein se eluuje za pomoci ethanolamin-HC1l, NacCl pufru a dale
tento protein v monomerni formé je hlavné& obsaZen ve frakcich
obsahujicich material, ktery neni v&zan na pryskyfici, p¥icems:
protein v dimerni form& je v podstatd obsaden v ndsledujicich
frakcich eluovanych PEi NaCl koncentraci v rozmez{ od 150 do

250 mM.

22. Zpusob podle kteréhokoliv z pfedchozich néaroka,
vyznadujici se tim, ze se roztok ve stupni (V) eluovany
v pfedchozim stupni o koncentraci NaCl od 150 do 250 mM zfedi
a plni do chromatograficksé kolony s reverznimi fazemi
v mnoZstvi odpovidajicimuy optické hustoté od 4,5 do 5,5 OD pfFi

280 nm na mililitr pryskyfice.

23. Zplsob podle naroku 22, vyznadujici se tim, Ze se
Protein eluuje ve dvou nasledna provadénych eludnich stupnich
eluénim pufrem obsahujicim zvy3ujici se gradient organického

rozpoustédla,

24. Zpisob podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze se
prvni eluéni stupen provadi za podminek zvysujiciho se
gradientu organického rozpoustédla aZ do dosaZeni eluéniho
piku odpovidajiciho monomerni formé&, dale se pokracuje za
isochratickych podminek a3 do vyCerpani elué&niho piku

odpovidajiciho monomerni formé, a dale druhy stupen se provadi
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za podminek zvy3ujiciho se gradientu organického rozpoustédlia

az do dosaZeni tGplné eluce proteinu hlavn& v dimerni forma

25. Zpusob podle kteréhokoliv z pftedchozich narokl 22 a3
24, vyznadujici se tim, Ze eludni pufr obsahuje ethanol,

methanol nebo acetonitril.

26. Zpusob podle kteréhokoliv z pIedchozich narokt 22 a¥
25, vyznadujici se tim, Ze eludnim pufrem je hydroalkoholicky

roztok obsahujici zvyZujici se procentuilni podil ethanolu.

27. Zplsob podle kteréhokoliv z pfedchozich narokd 22 a®
26, vyznadujici se tim, ze chromatografie s reverznimi fazemi
se provadi na pryskyfici s velikosti Castic o stfednim priméru

30 mikronn.

28. Zplhsob podle kteréhokoliv z pfedchoziph naroku,
vyznacujici se tim, Ze zahrnuje dodatedny stuped ultrafiltrace
pPo lyofilizaci provadény v pritomnosti nebo nepfitomnosti

vhodnych aditiv.

29. Placentdrni rastovy faktor v aktivni formé& ziskatelny
za pomoci postupu podle n&kterého z narokli 1 a3 25,
vyznaéujici se tim, e je v Cisté formé zbaveny znedidtujicich
latek hostitelského kmene a obsahuje monomerni formu
V procentudlnim podilu maximalnsd 1,5%, pficemz je v podstats

v dimerni a multimerni formé.

Zastupuje:

Dr. Milo3 V3etedka
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