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Génovo zrekombinované bakteridlne bunky
Escherichia coli

Vynélez sa tyka génovo zrekombinova-
nych bakteridlnych buniek Escherichia coli
exprimujucich bielkovinu pé60 anti-
génnej Specificity obalového glykoproteinu
virusu leukémie hovédzieho dobytka. Bunky
s uloZené v zbierke bakteriglnych buniek
Ustavu experimentdlnej onkologie SAV v Bra-
tislave pod oznagenim UED pEK17-5. Bielko-
vina p60 produkovand tymto bunkami je
vhodnd na poutitie v diagnostike zvierat
infikovanych virusom leukémie hovidzieho
dobytka stanaovenim hladiny cirkulujdcich
protildtok proti BLV antigénom metodami
rddioimunotestu /RIA/ & imunoenzymatic-
kom teste /ELISA/. Potencidlne je moZné
vyuzil bielkovinu p60 produkovand bakteri-
dlnymi bunkami pEK17-5 i k vakcindcii proti
infekcii zvierat virusom leukémie hovidzie-

ho dobytka.
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. Vyndlez sa tyka génovo zrekombinovanych bakteridlnych buniek Escherichia coli produ-
kujicich bielkovinu kddovani expresnym:plazmidom s naklonovanym génom pre syntézu obalo-
vych glykoprotefnov vivrusu leukémic hovidzicho dobytka /DLV/,

LeukOza hovadzieho dobytka je infek&né ochorenie, horizontdlne sa &iriace, ktorého
phvodeom je BLV. Virusom indukované lymlfoproliferat{vno ochoronic je sprevddzund zmonami
v krvi infikovanych zvierat, &o sa vyuifvalo v diagnostike. Sufasné testy véasnej diag-
nosliky cddivimunologické /RIA/ a  imunocenzymatické /ELISA/ sd nepriame a sd zaloZené na
pritomnost protildtok proti BLV v sérach infikovanych zvierat /Devare, S.G., Chander,
5., Samagh, B.S., Stephenson, J.R.: Evalution of radioimmunoprecipitation for the detec-
Lion of bovine leukemia virus infection in domestic cattle. J. Immunol. 113, /199/, 277;
Altaner, C., Zajac, V., B3n, J.: A simple and inexpensive method for detection of BLV
infected cottle based on o modified ELISA principle. Zb). Vet, Med. B, 29, /1982/, 503.
V Lychto testoch antigénmi  sd Strukturdlne bielkoviny BLV. Producentom virusu sd pre-
vazne embryondlne ovéle oblitkové bunky /FLK/ infikované BLV /Van Rer Maaten, M.J., Mil-
ler, J.M.: Repliculion of bovine leukemia virus in monolayer cell cultures. Biblio.
Hacmatol. 43, /1976/, 360. Virus produkovany bunkami FLK do rastového média sa z média
koncentruje a purifikuje centrifugédciou pri vysokych obrétkdch /centrifdgy ficrmy Beckman/.
Produkcia virusu FLK bunkami md uréityvlimlt a dlhodobyml kultivdciami sa zniZuje. Kul-
tovacia buniek produkujicich DLV jo velmi ndro&nd no vybovenie /termostaty, centrifapy/,
ns sterilitu a na trvalé é drahé rastové médis obohacované vyZivnymi telacimi sérami.
Biclkoviny telacieho séra z rastového média je velmi tazko oddelil od virusu, &o staiuje
diagnostické vyhodnocovanie vzhladom na to, Ze ide o pritomné homologne bielkoviny,
klord sposobujid pseudopozitivitu,

Uvedené nedostatky odstranuji génovo zrekombinované bakteridlne bunky Eschrichia
culi ULUO pEK17-5 produkujdce bielkoviny p60 antigénne]) Specificity obalového glykopro-
teina virusu leukémie hovadzieho dobytka. Bunky si uloZené v zbierke bakteridlnych
buniek Ustavu experimentdlnej onkologie SAV v Bratislave, ul. s, armidy 21, pod ozna-
genim UED pEK17-5.

Bunky UEO pEKL7-5 boli ziskané transformaciou buniek Escherichia coli kmen TK1046
/Weinstock, G.M., Rhys, C., Bermon, M. L., Hampar, B., Jackson, D., Silhavy, T.J., Wei-
“semann, J., Zweig, M.: Open reading frame expression vectors: A general method for
antigen production in Escherichia coli using protein fusions to B8-galactosidace. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80, /1983/, 4432, expresnym rekombinantnym vektorom pORF1l, v kto-
rom je naklonovany gén pre syntézu obalovych glykoprotefnov BLV - gpS51 a gp30. Takto
pripravené bakteridlne bunky syntetizujd okrem svojich bielkovin aj novi neglykozylovani
bielkovinu o molekulovej hmotnosti 50 000 aZ 60 000 daltonov /0alej p60/, ktord je pro-
duktom vneseného géna. Imunologické vlastnosti novej bielkoviny boli testované imuno-
clektroforetickou metodou /Western blotﬁing/ so sérami z krdv infikovanych BLV. Bunkami
ULO pLK17-5 produkujdca bielkovina pé0 je imunologicky reakt{vna so sérami z BLV infi-
kovanych zvierat. So sérami neinfikovanych zvierat dand bielkavina nereaguje. Ziadna
bielkovina o mol. hmotnosti 60 000 bak%griélnych buniek transformovanych expresnym plaz-
midom bez génu, ktory koduje obalové glykoproteiny BLV, nereaguje so sérami z BLV infi-
kovanych zvierat. Bunky UEQ pEK17-5 moZno mnozif v §tandardnych médidch pre bakteridlne
bunky - LB, M9 /Maniatis, T., Fritch, E.F., Sambrook, J.: Molecular cloning. A laborato-
ry manual, Cold Spring Harbor Laborato;y, 1982/. Bunky sa md%u uchovdval zmrazed pri
-180% a2y -20° » resp, v agare. Rozmrazenim sa zfskaji viabilné bunky, ktoré slizia
ako zdroj bielkoviny pé0. . a
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V odbornej literatire tykajucej sa leukémie hovadzieho dobyfka neboli doteraz publi-
kované prdce o priprave antigénnych #truktir cestou rekombinantnych bakteridlnych buniek.

Priklad

Sttopantm plazmidu phYID905-20, ktory obsshuje prakticky kompletny genom BLV, re-
strikénym enzymom 8glll /Biorad/ sa zisks 1224 bp DNA fragment, kiory reprszentuje ua
génu BLV kodujiceho obalové glykoproteiny. Tento fragment sa inkubuje s nukledzou S1
resp. Bal 31 a klonuje sa do vektora pORFl otvoreného restrikénym enzymom BamHI /Biorad/
a upraveného tieZ nukledzou Sl. Tymto rekombinantnym plazmidom sa transformovali bunky E.
coli kmen MH3000. Rekombinantné plazmidy boli separované z modrych kolonii narastenych
no LY agare obsahujicich X-gal /S-brém—h-chlér-3-indolyl-B-D-galaktozid/ a z ¢tervenych
Kotoni{ narastonych na Mac Gonkay agare. NNA tekombinantnych plazmidov beli hybridizava-
né s ONA fragmentom kodujucim obalové glykoproteiny BLV znatenym 32? /Amersham/., Restriké-
né enzymy Pvull, PstI, Smal /Boehringer/ boli pouzité na uréenie orientdcie inzertu.

DNA z plazmidov so sprévnou orientdciou inzertu bola transfekovand do buniek E.coli
kmen TK1046 a u izolovanych klonov sa sledovala expresia bakteridlnych bielkovin zvy-
senim kultivagnej teploty z 30°C na 37°C. Bakteridlne bunky boli dalej rozrudené ultra-
zvukom 3 lyzované v pufri 1.1072 mol.1"% Tris pH 7.8, 2.107° mol,17% fenylmetylsulfonyl
fluorid /PMSF/ a 2 mg lyzozym a elektroforeticky delené v 10 % polyakrylamidovom geli
/Leammli, U.K.: Cleavege of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, /1970/, 680/. Rozdelené bielkoviny boli analyzované meto-
dou Western blotting /Towbin, E., Staehelin, T., Gordon, J.: Elektrophoretic transfer
of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some appli-
cations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 16, /1979/, 4350/ na nitroceluloze /Amersham/.
Testované hovddzie séra a monoklonélne:protilétky proti réznym epitopom gp51 boli ria-
dené 1:200 v pufrl /5 % susend mlicko buz tuku, 5.1072 mul.l-1 feis ph 8.0, 61072
mol.171 NaCl, 2.107> mo1.17% CaCl,, 0.2 % Triton X-100/. Po 24 hod. inkubdcii pri 4 C
bola nitroceluléza s naviazanymi proteinmi premytd v TEN pufri /1.10-2 mol.171 Tris pH
7.8, 1.107} mo1.17! NaCl, 1.107% mol.1.”} EOTA /s 0,05 % Tween 20 a inkubovand s 1’1
znatenym protefnom A /Pharmacia/ 2 hod; Po vymyt{ nitrocelulozy v TEN pufri s 0.05 %
Tweenom 20 sa vysu$ila a viazand rédioaktivita sa sledovala na filme /Kodak/. Vysvet-

0

livky pouzivanych trividlnych ndzvov: Tris = tris /hydroxymetylaminometan; NaCl = chlo-
rid sodny; 08012 = chlorid vapenaty; Triton X-100 = oktylfenolpolyetylénglykolester;
EDTA = dvojsodnd sol kyseliny etyléndiaminotetraoctove).

Mno¥stvo bakteridlne produkovanej bielkoviny pé0 je za optimdlnych podmienok 1 aZ 4 %
z celkovych bakteridlnych bielkovin, &o je mnoZstvo dostatoiné na vyuzitie tejto bielko-
viny v diagnostike. Je vysoko citlivd a &pecifickd v reakcii s protilétkami proti plyko-
protefnu gpSl.

Ziskané bakterislne bunky UEOD pEK17-5 majd priemyselné vyuzitie pri velmi nizkych
vyrobnych ndkladoch /kultivédcia vo fermentoroch/ ako zdroj bielkoviny pé0, ktord sa
moze pouzit v diagnostike zvierat infikovanych BLV. V rédioimunoteste /RIA/ alebo
imunoenzymatickom teste /ELISA/ mé%e nahradit virusové bielkoviny a sldzit pre kvanti-
tativne a kvalitativne stanovenie cirkulujdcich protildtok proti virusu. Potencidlne
je moZné vyuzitie tychto buniek resp. izolovanej bielkoviny pé0 k vakcindcii zvierat.
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PREDMET VYNALEZU
Génovo zrekombinované bakteridlne bunky Escherichia coli (EQ pEK17-5 produkujdcu

bielkovinu p60 antigénne) Specificity obalového glykoprotefnu virusu leukémie hovid-
zicho dobytka,
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