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aterosklerozy, kardiovaskularich a kardiocirkulamich chorob
a trombozy pfi riznych klinickych stavech jak v trovni
arteridlni, tak vendzni. Dimer miZe také pasobit jako
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Dimerovy preparit apolipoproteinu AI-Milano, farmakologicky prostredek, zpiisob vyroby
dimeru a pouZiti

Oblast techniky

Tento vynilez se tykd v podstatd &istého dimeru apolipoproteinu Al-Milano (Apo
AI-M/Apo AI-M) a farmaceutickych prostiedki, které obsahuji tento dimer. Vynalez se také
tyka zplisobu jeho vyroby technickym postupem genového inZenyrstvi, stejné jako jeho izolace
z plazmy. Latka, stejné jako retardovana forma Apo AI-M, se miZe pouZivat pro o3etfovani
ateroskler6zy a kardiovaskularnich chorob.

Dosavadni stav techniky

Na zékladé epidemiologickych a dlouho trvajicich studii se opakované potvrdil jasny vzijemny
vztah mezi zvySenymi hladinami cholesterolu v séru a vyvojem koronarnich srde€nich chorob
(CHD). Vymezeni celkovych mechanizmii pfenosu cholesterolu v plazmé viak dovoluje zjisténi
selektivni funkce cirkulujicich proteint pfi stanoveni rizika koronarnich srde¢nich chorob.

Ve skutednosti existuji &tyfi hlavni cirkulujici lipoproteiny: chylomikromy (CM), lipoproteiny
o velmi nizké hustoté (VLDL), lipiproteiny o nizké hustoté (LDL) a lipoproteiny o vysoké
hustoté¢ (HDL). Zatimco chylomikrony tvofi produkt intestinilni absorpce tuku o kratké
Zivotnosti, lipoproteiny o velmi nizké hustot® a zejména lipoproteiny o nizké hustoté jsou
odpovédny za ptenos cholesterolu do tkani v&etn& naptiklad stén tepen. Naproti tomu lipo-
proteiny o vysoké hustoté pfimo maji za nasledek odstrafiovani cholesterolu z perifernich tkani
jeho zpétnym prenadenim do jater nebo pfevadénim na jiné lipoproteiny, mechanizmem znamym
jako ,reverzni transport cholesterolu“ (RCT).

,JOchranna“ aloha lipoproteini o vysoké hustoté je potvrzena fadou studii (napfiklad Miller
a kol., Lancet, 965-968 /1977/ a Whayne a kol., Atherosclerosis 39, 411-419 /1981/). Pfitom
zvy$ené hladiny lipoproteinti o nizké hustot&, tim méné lipoproteinit o velmi nizké hustot® se
ukazuji zfetelné spojené se zvySenym kardiovaskularnim rizikem, zatimco u vysokych hladin
lipoproteinii o vysoké hustoté se zda, ze prokazuji kardiovaskularni ochranu. Ochranné dloha
lipoproteinti o vysoké hustoté dale nachazi silnou podporu ve studiich in vivo, které ukazuji, Ze
infuzelipoproteini o vysoké hustoté u kralikii mohou zabranit vyvoji arteridlniho poSkozeni
vyvolaného cholesterolem (Badimon a kol., Lab. Invest. 60, 455461 /1989/) a/nebo vyvolavaji
Gstup stejného poskozeni (Badimon a kol., J. Clin. Invest. 85, 1 234-1 241 /1990/).

Nedavny z4jem o studium ochranného mechanismu nebo ochrannych mechanismi lipoproteint o
vysoké hustoté se soustfedil na apolipoprotein Al (Apo Al), ktery tvofi hlavni slozku lipoproteinu
o vysoké hustot&. Vysoké hladiny plazmy z Apo Al jsou spojeny se snizenim rizika koronérnich
srde¢nich chorob a projevy koronamich poskozeni (Maciejko a kol., N. Engl. J. Med. 309,
385-389 /1983/, Sedlis a kol., Circulation 73, 978-984—/1986/.

Plazmaticky Apo Al je jednoduchym polypeptidovym fetézcem s 243 aminokyselinami, jehoZ
primarni sekvence je znama (Brewer a kol., Biochem, Biophys. Res. Commun. 80, 623630
/1978/. Apo Al se syntetizuje v buiice jako prekurzor s 267 aminokyselinami. Tento pre—pro—
apolipoprotein je zpracovan 3tépenim na N-konci nejprve vnitrobunéné, kde se odstepi
18 aminokyselin a potom v plazmé& nebo lymf¥, kde se aktivitou specifickych protedz odstépi
dalsich 6 aminokyselin.

Za hlavni strukturni podminku Apo Al molekuly se poklada pritomnost opakujicich se jednotek
11 nebo 22 aminokyselin za predpokladu, Ze existuje amfipaticka spiralova stavba (Segrest a kol.,
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FEBS Lett. 38, 247-253 /1974/). Tato struktura dovoluje hlavni biologické aktivity Apo Al to
znamena lipidové vazani a aktivaci cholesterolcyltransferazy lecitinem (LCAT).

Jina nedévno popsané vlastnost Apo Al spo&iva v jeho protivirovém u&inku. Ten byl zjiitén ze
studii in vitro a uplatiiuje se jak proti kmentim Herpes viru (R. V. Srinivas a kol., Virology 1756,
48-57, /1990/), tak také proti viru lidské imunitni nedostate¢nosti HIV (Owe a kol., J. Clin.
Invest. 86, 1 142-1 150 /1990/). Tento i€inek se projevuje vzajemnou reakci mezi amfipatickymi
spirdlovymi ¢4stmi Apo Al a glykoproteiny na povrchu vird.

Studie in vitro ukazuji, Ze komplexy Apo Al a lecitinu mohou napomahat vytoku volného
cholesterolu z kultivovanych arteriélnich bungk hladkého svalu (Stein a kol., Ciochem. Biophys.
Acta 380, 106-118 /1975/). Timto mechanizmem mohou lipoproteiny o vysoké hustoté také
sniZovat proliferaci téchto bun&k (Yoshida a kol, Exp. Mol. Pathol. 41, 258-266 /1984/).

Nedavno bylo zji$t&no, Ze infuze Apo Al nebo lipoproteinu o vysoké hustotd experimentalnim
zvifatim ukazuje na signifikantni biologické zm&ny, stejn& jako na sniZeni rozsahu a obtiznosti
aterosklerotickych poskozeni. Podle piivodnich daji, které publikoval Maciejko a Mao
(Arteriosclerosis 2, 407a /1982/) a Badimon a kol. (viz obg studie citované vyse) bylo zjisténo, Ze
by se mohl signifikantng sniZit rozsah aterosklerotického poskozeni (—45 %) a obsah cholesterol-
esteru (~58,5 %) v tkani kralika bohaté na cholesterol infuzi lipoproteind o vysoké hustots
(d=1,063 az 1,325 g/ml). Autofi zmin&nych publikaci také zjistili, Ze infuze lipoproteini
o vysoké hustoté vede k 50 % regresi jiZz vzniklych poskozeni.

Je moZné také poukazat (Esper a kol., Arteriosclerosis 7, 523a /1987/), ze infuze lipoproteinti o
vysoké hustoté miiZe zfeteln& zménit sloZeni lipoproteini v plazmé kraliki Watanabe s vrozenou
hypercholesterolemii, kterd vede k vyvoji €asnych stadii arteridlniho poskozeni. Infuze lipo-
proteini s vysokou hustotou mohou vice nez zdvojnasobit pomér mezi ochrann& piisobicimi
lipoproteiny o vysoké hustoté a aterogennimi lipoproteiny o nizké hustotg.

Schopnost lipoproteintt o vysoké hustoté zabranit arteridlnim chorobam na zvifecich modelech
dale podporuje pozorovani, Ze Apo Al miiZe vyvolat fibrinolytickou aktivitu in vitro (Saku a kol.,
Thromb. Res. 39, 1-8 /1985/). Ronneberger (Xth Int. Congr. Pharmacol., str. 990, Sidney /1990/)
ukazuje, Ze extraktivni Apo Al muZe zvysit fibrinolyzu u psi Beagle a u opic Cynomologous.
Podobnd aktivita se miiZze pozorovat in vitro na lidské plazmé. Tento autor byl schopen potvrdit

rrrrrr

Apolipoprotein Al-Milano (Apo AI-M) je prvni popsana molekuldrni varianta lidského Apo Al
(Franceschini a kol., J. Clin. Invest. 66, 892-900/1980/). Tato varianta je charakterizovana
nahradou Arg 173 za Cys (Weisgraber a kol., J. Biol. Chem. 258, 2 508-2 513 /1983/). Mutantn{
apoprotein se pfenasi jako autosomalni dominantni znak, pfi¢emz bylo identifikovano 8 generaci
nositeld (Gualandri a kol., Am. J. Hum, Genet. 37, 1 0831 097 /1984/).

Stav nositele Apo AI-M je charakterizovan zfetelnym snizenim hladiny HDL—cholesterol.
Navzdory tomu, postiZeni jedinci zfejm& neprojevuji jakékoli zvysené riziko arterialni choroby.
Pfi genealogickém vySetfeni rodiny se vskutku ukazuje, Ze pacienti mohou byt ,.chrénéni* pred
aterosklerézou.

Mechanizmus moZného ochranného Gi¢inku Apo AI-M u nositelt se zda byt svazan s modifikaci
ve struktufe mutantniho apolipoproteinu, se ztratou jedné alfa—$roubovice a zvy¥enym obsazenim
hydrofobnich zbytki (Francheschini a kol., J. Biol. Chem. 260, 1 632-1 635 /1985/). Ztrata tésné
struktury nasobnych alfa-$roubovic vede ke zvy3eni flexibility molekuly, ktera je spojena s v&t3i
pfipravenosti na reakci s lipidy, v porovnani snormalnim Al Kromé& toho komplexy
apolipoproteinu s lipidem jsou citliv&jsi k denaturaci, co naznaduje, Ze uvoltiovani lipidu se také
zlepsi v pfipadé mutantu.
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Terapeutické pouziti apolipoproteinového Apo AI-M mutantu je v soutasné dob& omezeno tim,
¥e¢ neni kdispozici metoda, kterd by umoZiiovala vyrobu uvedenych apolipoproteini
v dostate¢ném mnoZstvi a ve vhodné formé.

Jiny velice specificky znak Apo AI-M spogiva v jeho schopnosti tvofit sam se sebou dimery
a vytvaret komplexy s Apo Al, v obou pfipadech v disledku pfitomnosti zbytku Cys. Vysledky
studii na frakcich krve, které obsahuji smés apolipoproteini, ukazuji, Ze pfitomnost dimerl
a komplexti v krevnim ob&hu mize byt odpovédna za vzristu polo¢asu eliminace téchto litek
u nositeld, jak nedavno popsal na klinickych studiich Gregg a kol. VNATO ARW on Human
Apolipoprotein Mutants: From Gene Structure to Phenotypic Expression, Limone SG /1988/.

Apo AI-M dimery (Apo AI-M/Apo AI-M) pisobi jako inhibujici faktor pfi vzajemné pfeméné
&astic lipoproteinu o vysoké hustotg in vitro (Franceschini a kol., J. Biol. Chem. 265, 12 224—
12 231 /1990/).

rrrr

krve osob s Apo AI-M, ktera byla dosaZitelna pouze v malych mnozstvich.

Obtize pri produkci Apo Al a zvlast& Apo AI-M z frakcionace plazmy jsou mimofadné
vyznamné (Franceschini a kol., J. Biol. Chem. 260, 16 321-16 325 /1985/). Izolace a produkce se
nemiize provadét ve velikém méfitku, protoZe je dostupné pouze malé mnoZstvi surového
materialu. Kromé toho se vyskytuje nékolik rizik spojenych s produkty z frakcionace plazmy,
jako je napiiklad kontaminace infek&nimi latkami. Je podstatné, Ze témto nebezpetim se da
vyhnout.

Byly provedeny pokusy vyrabét lidsky Apo Al cestou genového inZenyrstvi. V evropském
patentovém spisu &. 0 267 703 je popséna vyroba Apo Al z Escherichia coli. Zpisob popisuje
chimerické polypeptidy, kde Apo Al &ast je kondenzovina na aminokyselinovy zbytek na
N-konci B—galaktosidazy nebo na jeden nebo vétsi podet domén proteinu A vézicich IgG nebo na
pro-sekvenci lidského Apo Al

Exprese Apo Al a Apo AI-M na kvasinkovych kmenech a pouZiti produkovanych komponent pfi
oletfovani aterosklerozy a kardiovaskularnich chorob je popséno v patentové pfihlaSce podané
podle Smlouvy o patentové spolupraci (PCT) WO 90/12879. Geny kédujici Apo Al a Apo AI-M
se urdi pomoci DNA—sekvenci kodujicich sekreci zjistitelnou u kvasinek a zpracovanim signald
napojenych proti sm&su exprese genu pro hotové proteiny. PouZziva se modifikovana MF-alfa-1-
vedouci sekvence, ve které poslednimi zbytky jsou His—Gly—Ser-Leu-Asp-Lys-Arg.

Podstata vynalezu

Nyni s prekvapenim bylo nalezeno, Ze &iStény dimer Apo AI-M/Apo AI-M ma prodlouZeny
polodas Zivotnosti v plazm&, v porovnani k monomeru Apo AI-M a déle, Ze mé zfetelné
zlepSenou fibrinolyzu, ktera celkové povzbuzuje schopnosti v porovnani k normélnimu Apo Al
napiiklad je schopen pfimo aktivovat plazminogen (co normélni Apo Al schopen neni)
a pozoruje se, e miize byt biologicky dileZity a Ze také dokaze pusobit jako prekurzor 1é€iva pro
Apo AI-M.

Tato litka také tvori rekonstituovany lipoprotein o vysoké hustoté¢ (HDL) ve form& Eastic
o rovnom&rné velikosti, které se nachazeji v &asticich rekombinantniho lipoproteinu o vysoke
hustoté, které obsahuji Apo AI-M nebo Apo Al

Tento vynalez se tyka v podstaté &istych dimert apolipoproteinu AI-Milano, jez se déale oznacuji
jako Apo AI-M/Apo AI-M, s &istotou alespoii 90 %, vyhodn& nejméné 98 %, které byly nejprve
izolovany a charakterizovany z plazmy a které se také vyrab&ji zplisoby zaloZenymi na genovém
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inZenyrstvi. Vynélez se také tyka farmaceutickych prostfedki obsahujicich Apo AI-M/Apo Al-
M, popfipadé dohromady se stabilizatnim ¢&inidlem, naptiklad stabilizujici lipidovou
slou¢eninou, jako je fosfolipid a/nebo nosnou latkou.

Farmaceutické prostfedky mohou také obsahovat ptipravek snizujici obsah lipidti a/nebo jinou
1&Civou latkou, kterd je jiz pro oSetfovani aterosklerézy a kardiovaskuldrnich chorob, jako je
heparin, heparinové frakce a heparinové fragmenty nebo ptipravky snizujici obsah lipidi.

Apolipoprotein Apo AI-M se miiZe vyrabét tim, Ze se

a) vyrobi apolipoprotein AI-Milano metodou genového inZenyrstvi (rekombinantni
technologii) jako vnitrobunéény fuzni protein v Escherichia coli, od3tépi apolipoprotein
Al-Milano piisobenim kyseliny mravenéi a poté prevede libovolny pfitomny monomer na dimer
nebo

b) vyrobi apolipoprotein Al-Milano metodou genového inZenyrstvi (rekombinantni
technologii), pfi které se apolipropoprotein Al-Milano, monomer a dimer vyluuji do
bakteridlniho kultivaéniho prostfedi v expresnim systému v Escherischia coli a libovolny
pfitomny monomer potom pfevede na dimer a

Cisti se dimer na v podstaté &istou formu.

Podle zplisobu a) se Apo AI-M vyrabi vnitrobunééné jako fizni protein v bakterii. Partnerem
faze je modifikovana doména proteinu A vazici IgG a 3tépici misto pro kyselinu mravendi je
navrzeno mezi partnerem fize a Apo AI-M. Po lyze bakterie se protein ziskany fizi &isti na
immobilizovaném IgG a odtépi piisobenim kyseliny mraven&i. pfitomnost Apo AI-M a dimeru
se prokaZze postupy Western blot nebo SDS gelovou elektroforézou.

V piipad€ 3 je ukazano, Ze vyrobeny Apo AI-M by se mohl vyrabét v rekombinantni Escherichia
coli a Ze se tvofi dimery. Avsak pouzit kyseliny mravené¢i vede k produktu zkracenému o dvé
aminokyseliny na jejich N—koncich. Toto zkriceni nepfedpokladd zmé&nu aktivity Apo AI-M
molekuly.

Systém popsany pod b) je uveden v prikladg 4, ve kterém se tvori zcela spravna molekula.
Chranény dimer se miiZe také ziskat tim zplisobem, Ze se

¢) shromaZdi plazma od nositeld apolipoproteinu Al-Milano, izoluji HDL apolipoproteiny,
oddéli dimer za pouZiti chromatografie, napiiklad chromatografické metody Sephacryl
chromatography, v nékolika krocich nebo

d) shromazdi plazma od nositeld apolipoproteinu Al-Milano, &isti monomer a poté pfevede na
dimer a ¢isti dimer na v podstaté &istou formu.

Je dilezité, Ze déleni popsané pod c) se provadi v nékolika stupnich a vyhodn& na dlouhém
sloupci, napfiklad 300 cm.

Pokud je pfitomen monomer, mél by se vidy prevést na formu dimeru, jak je uvedeno
v pfikladech popsanych dale.

Tento vyndlez zahrnuje zpisob oSetfovani aterosklerozy a kardiovaskularnich chorob a dale
pouZiti dimeru pro vyrobu lé&iva. Dimer miZe také pisobit jako prekurzor 1é¢iva s monomerem
k o3etfovani aterosklerézy a kardiovaskularnich chorob.
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Toto 1é&ivo se mize pouZivat pro 1é&bu aterosklerézy a kardiovaskuldrnich chorob a k prevenci
a 16&bé zavaznych karidocirkuldmich zdravotnich potiZi, jako je infarkt myokardu, labilni angina,
akutni periferni vaskularni okluze a resten6za po korondmi angioplastice.

Pokud se 16&i chronické arterilni stavy, provadi se 1é¢ba jak koronarnich, tak také perifernich
tepen, které jsou charakterizovany okluznim platem (occlusive plague). Dimery se pouzivaji pro
infuze jako takové, s cilem vyvolat odstranéni tuku z plati nebo popfipadé ve spojitosti se
zavedenymi o¥etfenimi aterosklerézy a kardiovaskularnich chorob, jako pfi pouZiti heparinu,
heparinovych frakci a heparinovych fragmenti a/nebo léCivych latek sniZujicich hladiny
aterogennich lipoproteint v krevnim obéhu.

Létivo obsahujici dimer se miize pouZivat k prevenci a 1é¢bé trombézy pfi riiznych Klinickych
stavech a déle pouZivat pfi stimulaci fibrinolyzy.

Amfipatické struktury jsou ptitomny ve vysokém rozsahu v dimeru Apo AI-M a u dimeru se
proto pfedpoklada, Ze ma protivirovy G¢inek.

Nyni, nejdfive pfi pouiti tohoto vynilezu je moZné vyrdbét dimer v podstaté v Cisté formg, to
znamena s obsahem v&t3im nez 90 % a vyhodngji v&t3im nez 98 % a také je moZné ukazat, Ze
tento produkt ma prekvapivé lepsi biologicky Gtinek na biologické systémy v porovnani
k Apo Al jak dokladaji ptiklady 7 aZ 10, které se uvadgji v tomto popisu dale.

Piehled obrazkd na vykresech

Jsou pfipojeny dale uvedené obréazky:
Obr. 1 a 2 ilustruji vytézky v zévislosti na procentualni koncentraci proteinu, pfiklad 2b).

Obr. 3 ilustruje kinetiku tvorby Apo AI-M/Apo AI-M v pritbéhu 24 hodin, pfiklad 1 b2).

~ Obr. 4 ilustruje synteticky spojovnik (linker), pfiklad 3a).

Obr. 5 ilustruje plazmid, pfiklad 3a).

Obr. 6 ilustruje Western analyzu po od3tépeni fizniho proteinu, ptiklad 3d).
Obr. 7 ilustruje ultrafialové spektrum Apo AI-M/Apo AI-M, priklad 5.
Obr. 8 a2 10 ilustruji druhou derivaci ultrafialového spektra, pfiklad 5.

Obr. 11 ilustruje fluorescenéni spektroskopii, piiklad 5.

Obr. 12 ilustruje spektralni dichroismus (CD spektroskopii), ptiklad 5.

Obr. 13 ilustruje rekonstituované lipoproteiny o vysoké hustoté (rHDL) obsahujici Apo Al
Apo AI-M a Apo AI-M/Apo AI-M, pfiklad 6.
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Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Izolace dimeru z plazmy
a) Vyroba apolipoproteinti

Vzorky krve se shromazd'uji na 1 mg/ml sodné soli kyseliny ethylendimintetraoctové od riznych
nositeld apolipoproteinu Apo AI-M a plazma se pfipravi odstfed’ovanim pfi nizké rychlosti za
teploty 4 °C. Lipoproteiny o vysoké hustoté (HDL, d = 1,063 az 1,21 g/ml) se z plazmy izoluji
nasledujicim zpracovanim na rychlob&zné odsttedivce (R. J. Hasvel, H. A. Eder a J. H. Bragdon,
The Distribution and Chemical Composition of Ultracentrifugally Separated Lipoproteins in
Human Serum, J. Clin. Invest. 34, 1345-1354 /1955/), v rychlob&Zné odstfedivce Beckman
L5-50B, ktera je vybavena rotorem 50.2 Ti. Po rychlob&mém odstfed'ovani s frekvenci otadek
40 000 za minutu pfi teplot® 4 °C b&hem 48 hodin se horni frakce obsahujici lipoproteiny
o vysoké hustoté ziedi v poméru 1:1 0,15 M chloridu sodného a 0,01 % sodnou soli kyseliny
ethylendiamintetraoctové v roztoku bromidu draselného (hodnota pH 7,4,d=1,21 g/ml)
a opétovné se rychlob&Zné odstfed’uje pfi frekvenci otatek 40 000 za minutu pfi teploté 4 °C po
dobu 48 hodin. Lipoproteiny o vysoké hustoté se dikladné dialyzuji proti 5mM hydrogen-
uhli¢itanu amonného a 0,01 % sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové o hodnot& pH 7,4,
lyofilizuji a delipidatuji ptsobenim diethyletheru a ethanolu v objemovém poméru 3: 1.
Koncentrace proteinu se stanovi bud’ analyzou aminokyseliny, nebo zpiisobem, ktery popsal
Lowry a kol. (O. H. Lowry, N. J. Rosenbrough, A. L. Farr, R. J. Randall, Protein Measurement
with the Folin Phenol Reagent, J. Biol. Chem. 193, 265-275 /1951/).

b) Izolace Apo AI-M/Apo AI-M

K izolaci Apo AI-M/Apo AI-M se HDL apolipoproteiny z pfikladu 1a) solubilizuji v 0,1 M
Tris-HC1, 0,04 % sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové a 0,01 % azidu sodného, pfi
hodnoté pH 7,4, sobsahem 6 M hydrochloridu guanidinu (Gdn—HC1). Apolipoproteiny se
vnesou na sloupec Sephacrylu S-300 HR (o priméru 2,6 cm a délce 300 cm) ekvilibrovany
0,1 M Tris-HC1, 0,04 % sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové a 0,01 % azidu sodného
o hodnoté pH 7,4, s obsahem 4 M hydrochloridu guanidinu. Apolipoproteiny se eluuji stejnym
pufrem pfi rychlosti pritoku 1,5 ml/min a frakce o objemu 10 ml se zachycuji. Spojené frakce
obsahujici Apo AI-M/Apo AI-M se zahusti za snizeného tlaku a opé&t vnesou na stejny sloupec.

Frakce obsahujici ¢isty Apo AI-M/Apo AI-M se zachycuji a dialyzuji proti SmM hydrogen-
uhli¢itanu amonného a 0,01 % sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové o hodnoté pH 7,4,
lyofilizuji a skladuji za teploty —20°C v 0,1 M Tris-HC1, 0,04 % sodné soli kyseliny
ethylendiamintetraoctové a 0,01 % azidu sodného o hodnoté pH 7,4, s obsahem 3 M hydro-
chloridu guanidinu. Apo AI-M/Apo AI-M ma d&istotu vétsi nez 98 %, jak bylo pfezkouleno
vysokou€innou vyludovaci chromatografii (HPSEC, high—performace size—exclusion chromato-
graphy) a SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (SDS-PAGE) za neredukénich
podminek.

Timto zplisobem se izoluje &isty dimer Apo AI-M z plazmy z nosnych latek.
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Priklad 2
Ci$téni monomeru z plazmy a jeho nasledujici pfevedeni na dimer
a) Cisténi Apo AI-M

K &i3téni monomeru Apo AI-M se HDL apolipoproteiny z pfikladu 1a solubilizuji v 0,1 M Tris—
HC1, 0,04 % sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové a 0,01 % azidu sodného o hodnot&
pH 7,4, s obsahem 6 M hydrochloridu guanidinu a 1% 2-merkaptoethanolu. Po inkubaci za
teploty 37°C trvajici 4 hodiny se redukovany apo-HDL vnese na sloupec Sephacrylu
S-200 (o priméru 2,6 cm a délce 150 cm), ekvilibrovany 0,1 M Tris-HCl, 0,04 % sodné soli
kyseliny ethylendiamintetraoctové a 0,01 % azidu sodného o hodnoté pH 7,4, s obsahem 4 M
hydrochloridu guanidinu a 0,1 % 2-merkaptoethanolu. Apolipoproteiny se eluuji stejnym pufrem
pii nizkém pritoku 1,0 ml/min a frakce o objemu 5 ml se zachycuji. Spojené frakce odpovidajici
apo Al + apo AI-M se dielyzuji proti 5 mM hydrogenuhli¢itanu amonného a 0,01 % sodné soli
kyseliny ethylendiamintetraoctové o hodnoté pH 7,4 a a lyofilizuji. Apolipoproteiny se rozpusti
v 0,1 M Tris-HCl, 0,04 % sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové a 0,01 % azidu sodného
o hodnoté pH 7,4, s obsahem 6 M hydrochloridu guanidinu a 1% 2-merkaptoethanolu. Po
inkubaci za teploty 25 °C po dobu 4 hodin se 2-merkaptoethanol odstrani chromatografii na
Sephadexu G25 a apolipoproteiny se hned vnesou na sloupec thiopropylsepharosy (o priméru
1 cm a délce 10 cm), ekvilibrovany 0,1 M Tris—HCl, 0,04 % sodné soli kyseliny ethylendiamin-
tetraoctové a 0,01 % sodné soli kyseliny dusikovodikové o hodnoté pH 7,4, s obsahem 4 M
hydrochloridu guanidinu. Ve se recirkuluje pres noc pfi nizké rychlosti pritoku 0,15 ml/min
a normalni Apo Al se eluuje 0,1 M Tris—-HCI, 0,04 % sodné soli kyseliny ethyldiamintetraoctové
a 0,01 % azidu sodného a hodnoté pH 7,4, s obsahem 4 M hydrochloridu guanidinu. Apo AI-M
se potom eluuje stejnym pufrem, ktery obsahuje 4 M hydrochloridu guanidinu a 1%
2-merkaptoethanolu. Frakce obsahujici Apo AI-M se spoji, dialyzuji proti 5 mM hydrogen-
uhligitanu amonného a 0,01 % sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové o hodnoté pH 7,4,
lyofilizuji a skladuji za teploty —20 °C v 0,1 M Tris-HCl, 0,04 % sodné soli kyseliny ethylendi-
amintetraoctové a 0,01 % azidu sodného o hodnot& pH 7,4, sobsahem 3 M hydrochloridu
guanidinu a 0,1 % 2-merkaproethanolu. Preparaty Apo AI-M maji Cistotu v&tSi neZ 98 %, jak
bylo prezkouseno vysokotinnou vyludovaci chromatografii, SDS—polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou a isoelektrickou fokusaci.

b) Syntéza Apo AI-M/Apo AI-M

Roztoky Apo AI-M se dialyzuji proti 25 mM Tris—HCI pufru o hodnot& pH 9,0. Redukovany
Apo AI-M se ziedi na pozadovanou konecnou koncentraci (3,6 az 53,6 uM) 25 mM Tris-HCI
pufrem, ktery obsahuje 1 az 5 mM glutathionu (GSH) a neché se preinkubovat za teploty 25 °C
po dobu 5 minut. Oxidace se inniciuje pfidanim 0,1 az 10,0 mM oxidovaného glutathionu
(GSSG) a reakce se necha probihat v nepropustné uzaviené trubici za stejné teploty po dobu
24 hodin. Oxidace se sleduje SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (viz udaje
uvedené vyse). Po napuiténi barvou a odstranéni vzniklych skvin se gely podrobi méfeni na
laserovém mikrofotometru LKB Ultroscan XL a vypogita se procentudlni distribuce jednotlivych
past proteint za pouZiti sodtwaru LKB 2400 Gelscan XL. Oxidagni kinetika se sleduje vysoko-
i¢innou vyluéovaci chromatografii.

Za Ggelem dosaZeni optimélni syntézy dimeru se provadély pokusy s dostateSnou oxidaci
v ptitomnosti glutathionu/oxidovaného glutathionu + hydrochloridu guanidinu a glutathionu/-
oxidovaného glutathionu + thioredoxinu (V. P. Pigiet a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83,
7 643-7 647 /1986/).

Oxidace Apo AI-M se provadi v uzaviené trubici v pfitomnosti proménnych koncentraci
redukovaného nebo oxidového glutathionu (glutathionuw/oxidovaného glutathionu). Vyt€zky
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dimeru pfi reakci zavisi jak na koncentraci proteinu (obr. 1, tabulka 1), tak na koncentraci nebo
poméru glutathionu/oxidovaného glutathionu (obr.2, tabulka 1). Pfi zvy3eni koncentrace
proteinu z 8,9 na 53,6 pM vzroste procentudlni obsah Apo AI-M/Apo AI-M z 26 na 51 %
(obr. 1, tabulka 1). Pokles molarniho poméru glutathionu/oxidovaného glutathionu z 1:2 na
1:16 ma za vysledek sniZeni vytézku o 43 %. Naproti tomu zvy3eni koncentrace glutathionu/-
oxidovaného glutathionu, s konstatnim molarnim pomé&rem glutathionu k oxidovému glutathionu,
je spojeno se zvySenim tvorby Apo AI-M/Apo AI-M aZ na 42 % (obr. 2, tabulka 1). Jak reak&ni
teplota, tak pfitomnost latky denaturujici protein (hydrochloridu guanidinu) neovlivituji stupeii
tvorby Apo AI-M/Apo AI-M. Signifikantni tvorby Apo AI-M/Apo AI-M se také dosshne pii
inkubaci Apo AI-M s glutathionem/oxidovanym  glutathionem v pfitomnosti 0,2 mM
thioredoxinu (tabulka 1).

Kinetika oxidacni reakce se sleduje analyticky pomoci vysokouginné vyludovaci chromatografie.
Dimerni a monomerni Apo AI-M maji charakteristické piky pfi dobé retence 10,8 a 12,7 minut.
Syntéza AI-M/AI-M (2 mM glutathionu a 4 mM oxidovaného glutathionu, 8,9 pM koncentrace
AI-M) je takika hotova za 3 hodiny a prodlouZeni inkubace aZ na dobu 24 hodin nepfinasi dal3i
zvySeni tvorby AI-M/AI-M (obr. 3).

Tabulka 1

Oxidace Apo AI-M

Protein uyM GSH mM GSSGmM  VytéZzek % Poznamka
3,6 1,0 0,1 34,8 thioredoxin 0,2 mM
8,9 1,0 2,0 9,1
89 1,0 2,0 9,9 4°C
89 1,0 4,0 7,2
8,9 1,0 4,0 7,7 4°C
8,9 1,0 8,0 6,6
8,9 1,0 16,0 5,2
8,9 2,0 4,0 19,6
8,9 4,0 8,0 18,7
8,9 5,0 10,0 239
89 1,0 2,0 9,8 Gdn HCI 4M
17,9 2,0 4,0 233
17,9 4.0 8,0 25,5
17,9 5,0 10,0 27,5
35,7 2,0 4,0 25,9
35,7 4,0 8,0 27,7
35,7 5,0 10,0 27,9
53,6 2,0 4,0 25,4
53,6 4,0 8,0 30,4
53,6 5,0 10,0 36,1

Reakéni podminky:Pufr: Tris—~HCI 25 mM, hodnota pH: 9,0
Teplota: 25 °C
Doba: 24 hodiny
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Priklad 3
Zpisob rekombinantni vyroby Apo AI-M/Apo AI-M
a) Konstrukce expresniho vektoru pKP644

Replikaéni forma bakteriofigu M13mp18 obsahujiciho komplementarni ¢DNA kédujici
apolipoprotein AI-M (C. R. Sharpe a kol., Nucleic Acids Research, sv. 12, €. 9, str. 3 917 /1984/
a M. C. Cheung a kol., Biochem. Biophys. Acta 960, 73-82 /1988/) se digeruje s restrikénim
enzymem bamHI a gisti gelovou elektroforézou na agaréze pfi nizké teploté gelovani (LGT).
Fragment 822 bp odpovidajici genu Apo AI-M se vyfizne a liguje na plazmid pUC9, pfedtim
digerovany s BamHI a zpracuje s teleci intestinalni fosfodiesterazou.

Ligatni sm&s se pouije pro transformaci pfisluiné Escherichia coli JM83 a bilé kolonie se
sejmou z agarovych ploten, které obsahuji ampicilin, X—Gal a isopropyl-b-D-galaktosid (IPTG).
Plazmid-DNA se pfipravi a &isti na sloupcich QuiaGene (QuiaGene Inc., 9259 Eton ave.,,
Chatsworth, California 91311, USA) podle doporu&eni vyrobce. Derivovany plazmid, oznageny
jako pUC/Apo AI-M, se digeruje s Eco RI a Ncol. Alikvot digeraéni smési se analyzuje
elektroforézou na agaréze k potvrzeni spravné orientace. Jiny alikvot se pouZije k ligaci
syntetického spojovniku ,,AApoAl-Eco (obr.4) na konec 5° genu Apo AI-M za ucelem
vytvoreni genu AApo Al, obsahujiciho 724 bp. AApo AI-M sekvence vytvafi misto Asp—Pro
u N-konce kédovaného proteinu, coz umoZiluje $tépeni piisobenim kyseliny mraventi. Pfislusna
Escerichia coli JM83 se transformuje ligaéni smési a derivovany plazmid (oznaCeny jako
pUC/AApo AI-M) se izoluje na sloupcich QuiaGene, jako je popsano vyse.

Plazmid pUC/AApo AI-M a expresni vektor pEZZ se digeruji s Eco RI a BamH], &isti gelovou
elektroforézou na agaréze pfi nizké teploté gelovani a 799 bp fragment pUC/AApoAI-M se vaze
k 2 763 bp fragmentu pf pEZZ. Ligaéni smés se pouZije k transformaci pfisluSné Escherichia coli
ER308 a plazmid DNA se pfipravi jak je uvedeno vyse.

Udaje o experimentélnich zptsobech uvadi J. Sambrook, E. F. Fritsch a T. Maniatis v Molecular
Clonings, A Laboratory Manual, 2 vyd., Cold Spring Harbor Lasboratory, Cold Spring harbor, N.
Y. /1989/.

Derivovany plazmid se oznaGuje jako pKP644 (obr. 5).
b) Exprese fizniho proteinu ZZ-AApo AI-M

40 ml kultury Escherichia coli RV308/pKP644 udrZzované pfes noc za teploty 30 °C v prostfedi
Luria Bertani (LB) s 50 mg/ml kanamycinu se naotkuje dvakrat vzdy 500 ml minimalniho
prostiedi A (Curr. Meth. v Mol. Biol), za ptidavku 0,2 g/l kaseinového hydrolyzétu (Casamino
Acids), 1 mM siranu hofe&natého, 0,25 % glukézy a 50 mg/ml kanamycinu. Kultura se inkubuje
za teploty 37 °C po dobu 24 hodin za intenzivniho tfepéni.

¢) Pocatecni ¢isténi Apo AI-M

1,0 litr kultury Escherichia coli RV308/pKP644 obsahujici popsany plazmid se odstfedi
a peletové buiiky se znovu suspenduji ve 30 ml 1xTS (25 mM Tris-HCI, 0,2 M chloridu sodného
a 1mM kyseliny ethylendiamintetraoctové) a 6 M hydrochloridu guanidinu a homogenizuji
jedinym priichodem pres Fresch Press (SLM Instruments Inc.) pfi pracovnim tlaku 687 kPa.
Vysledna suspenze se podrobi inkubaci za teploty mistnosti pfi opatrném tfepéni po dobu
1 hodiny a odstedi. Supernatant se poté zfedi na kone&nou koncentraci hydrochloridu guanidinu
1M (to znamena 3estkrat) a vnese na sloupec 15 ml Sepahrose FastFlow IgG ekvilibrovany
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IXTS. Po naplnéni se sloupec promyje 1xTS o objem odpovidajicim p&tindsobku objemu sloupce
a poté promyvé 20 mM octanu amonného o hodnot& pH 5,4, dokud hodnota pH eluatu nedosahne
hodnoty 5,4. Vézany materiél se eluuje 25 ml 0,2 M kyseliny octové a poté se stanovi absorbance
pfi vinové délce 280 nm (Ayso). Vyt&Zek z 1 litru kultury odpovida 1,9 mg, vztaZeno na hodnotu
Az

d) St&peni fuzniho proteinu

Eluat se rozdéli na alikvoty. lyofilizuje a znovu suspenduje v 75 %, 50 % a 25 % kyselin&
mravenci. Roztoky se inkubuji za teploty 37 °C po dobu 28 hodin a poté lyofilizuji, aby se
odstranila kyselina mravenéi. Produkty 3tépeni se hodnoti za pouZiti SDS—polyakrylamidové
gelové elektroforézy a poté Western analyzy. Priblizné 5 mg z veskerého proteinu se naplni na
gel k SDS—polyakrylamidové gelové elektroforéze, pti gradientu 8 aZ 25 % za nereduktivnich
podminek. Vzorky se zpracovavaji dvojmo. Jeden gel se obarvi barvivem Coomassie a druhy gel
se pouZije pro Western analyzu. Vysledky jsou uvedeny na obr. 6. Jeden ze $tépnych produkti
migruje spoleén€ s Eistym pfirodnim Apo Al a zplisobi vzestup signalu pfi Western analyze.
Western analyzy se provadgji za pouZiti polyklonalnich protildtek konjugovanych s peroxidazou
ziskanou z kfenu selského (The Binding Site Ltd., Cambridge, Velk4 Briténie) a vizualizuji za
pouZiti standardni procedury.

Obr. 6 ukazuje analyzu vyslednych proteinti po $t&peni fiizniho proteinu.

Plocha A: Gel pro SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou obarveny barvivem
Coomassie (8-25 %). Pruh 1: 25 % kyselina mraven&i, pruh 2: 50 % kyselina mraven&i, pruh 3:
75 % kyselina mraventi, pruh 4: &idténi Apo Al (Sigma) a pruh 5: znatkovaé LMW (Pharmacia).

Plocha B: Western analyza duplikatu gelu. Pruh 1: &i$tény ptirodni Apo Al (Sigma), pruh 2:
75 % kyselina mravenci, pruh 3: 50 % kyselina mravendi a pruh 4: 25 % kyselina mravengi.
Pfitomnost pasu pfi dvojnasobné molekulové hmotnosti Apo AI-M pti Western analyze ukazuje,
Ze jsou pritomny dimery Apo AI-M.

Priklad 4
Produkce Apo AI-M v bioreaktorech

Konstrukce vektorli pro pfimou sekreci Apo AI-M v periplazmatickém prostoru a ristové
prostfedi

Kmeny a vektory: Pouzité kmeny Escherichia coli K12 jsou HB101 F, hsd S20 (rB, mB) supE44,
HB101 F, hsd S2 % (rB, mB), supE44, aral4, I, galK2, lacY1, proA2, rspL20, xyl-5, mtl-1,
recAl3, rp—, mg—, mcrB, (Boyer a kol, J. Mol. Biol. 41, 459-472/1969/), DH5aF,
F80DlacZDM15, D(lacZYA~-argF)U169, recAl, endAl, gyrA, I', thi-l, hsdR17, (r—, myt),
supE44, erlAl, (BRL USA), RV308 DlacX74, galOP::1S2(galOP308), strA, I" (Maurer a kol., J.
Mol. Biol. 139, 147-161/1980/) a BC50 xyl-7, ara-14, T4-R, I". Kmeny HB101 a DH5a se
pouZivaji pro subklonovani fragmenti DNA. Plazmid pUC9 (Vieira a kol., Gene 19, 259-268)
/1982/) se poutzije pro subklonovéni fragmentu 821 bp BamHI z komplementarni DNA kopie
lidského Apo Al ktery byl ziskan od S. Sidoli (Milano, Italie). Nukleotidova sekvence lidského
Apo Al komplementdarni DNA se miZe ziskat z GenBank pod pfiriistkovym &islem uloZeni
X02162 (Seilhammer a kol., DNA 3, 309-317 /1984/). Tento vektor je oznatovén jako pKP575.
Také fragment 856 bp Eco RI-Pst I lidského Apo AI-M DNA (cDNA kopie ziskana od S. Sidoli)
se subklonuje v plazmidu pUCY. Tento derivat je oznaéovan jako pKP576. Plazmidy pKP683
a pKP764 jsou derivaty plazmidu pTrc 99 (Amann a kol., Gene 69, 301-315 /1988/) a derivatu
pUC se signdlnim znakem odolnosti viiéi kanamycinu (kanamycinovy marker) odvozenym od
transpozonu (Tn903) z pUC4-K (Vieira a kol., Gene 19, 259268 /1982/ a Oka a kol., J. Mol.
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Biol. 147, 217 /1981/) a transkrip&nich terminatorti (T1T2) bakteriofagu fd z pUEX2 (Bressan
a kol., Nucleic Acid. Res. 15, 10 056 /1987/).

Pouzité zpisoby

Bakteridlni kmeny se nechaji rtst v prostfedi Luria Bertani (LB) nebo v prostiedi yeast trypton
(2xYT) s ampicilinem (Ap) v koncentraci 50 pg/mg nebo kanamycinem (Km) v koncentraci
70 pg/ml pro ptipravu plazmidu DNA a pro expresni analyzu malého rozsahu (Sambrook a kol,
Cold Spring Harbor Laboratory Press /1989/). Tryptose blood agar base (Difco, USA), dopln€ny
50 pg/ml ampicilinu nebo 70 pg/ml kanamycinu se pouZije pro rist bun€k na agarovych
plotnach. Postupuje se zpiisobem genového inZenyrstvi (rekombinantnimi DNA technikami),
podle Gdaj, které uvedl Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press /1989/. restrikéni
endonukleazy a T4 DNA ligaza se dostanou od firem Boehringer Mannheim (SRN), New
England Biolabs (Beverly, USA) nebo Pharmacia (Uppsala, Svédsko). Isopropyl-b-D-galaktosid
(IPTG) se zisk4 od firmy Sigma (USA). K isolaci DNA fragmenti se pouZiva agaréza s nizkou
teplotou gelovani a tani (NuSieve GTG, FMC Bioproducts, USA). PCR amplifikace se provadi
za pouziti DNA tepelného cyklovate a Taq DNA polymerazy od firmy Perkin—Elmer/Cetus
Instruments (Norwalk, USA). Oligonukleotidové spojovniky a primery se syntetizuji na zafizeni
Pharmacia-LKB Gene Assembler Plus od firmy Pharmacia (Uppsala, Svédsko) za pouiti
triesteru kyseliny fosforité v pevné fazi. Stanoveni nukleotidovych sekvenci se provadi na
systému Applied Biosystem 373A DNA za pouZziti vybavy Taq DyeDeoxy™ Terminator Cycle
Sequencing Kit od firmy Applied Biosystem (USA).

Pouzivané DNA pocitacové programy

Program MacIntosh PlazmidARTIST (verse 1,2) (Clontech, USA), ktery se pouZziva pro
znazornéni plazmidovych map, a GCG Seguence Anlysis Software Package (Genetics Computer
Group, Inc., Madison, Wisconsin, USA), ktery se pouziva pro fizeni DNA sekvenci na
digitalnich pocitatich VAX.

Konstrukce, exprese a sekvence Apo AI-M v bakteriich

Cilem konstrukce vektorti je ziskani produkéniho sekre¢niho systému pro Apo A-M
v Escherichia coli s velmi vysokou Girovni sekrece Apo AI-M do riistového prostiedi.

Oba oligonukleotidy se syntetizuji pro fiizi Apo Al a Apo AI-M cDNA kopii na DNA fragmenty
kédujici bakterialni signalni sekvenci. 14 bp Eco RI a Nco I fragment a 40 bp Nco I fragment
pKP575 se nahradni sysntetickym fragmentem 37 bp Eco RI Nco I v plazmidu oznaCeném jako
pKP580. Bbs I §tépici misto tohoto syntetického DNA fragmentu poskytuje stejné misto Stépeni
jako Mlu I, coZ usnadiiuje klonovani riiznych fragmentii kodujici bakterilni signdlni sekvenci.
Plazmid pKP631 je konstruovan nahradou 702 bp Nco I — Dra III fragmentu z pKP575 (Apo Al)
fragmentem 702 bp Ncol-Dralll zpKP576 (Apo AI-M). Z plazmidu pKP 631 se izoluje
fragment 820 bp Bbs I — Hind IIl a zavede se do Mlu I a Hid Il plazmidového vektoru, ktery je
oznaten jako pKP682. Tento vektor obsahuje tac—promotor (Ptac), derivat signélni sekvence
ompA, dva terminétory prepisu (transkripce) a kanamycinovy marker. Fragment 1501 bp NruI-
Nrul se izoluje z pKP682 a zavede do podobného vektoru s tim rozdilem, Ze se Ptac nahradi
promotorem Ptrc. Tento expresni vektor je oznatovan jako pkP683. Plazmid pkP764 je
konstruovan nahradou 88 bp Dra Il — Hind IIl z pkP683 za 14 bp synteticky DNA fragment,
ktery obsahuje siln&j3i terminatory translace a rozruuje misto Dra III zavedenim A na konec Dra
Il presahujiciho 3’—konec. Transformace kmene Escherichia coli se provadi jak popsal
Sambrook a kol., Cold Spring Harbor Laboratory Press /1989/. Konstrukce plazmidu pouZitych
pro expresi pfi pokusech a pro vyrobu Apo AI-M se analyzuji za pouZiti restrikéniho
enzymového mapovani s strukturalni gen Apo AI-M se potvrdi stanovenim nukleotidych
sekvenci Kmeny Escherichia coli s pfislusnymi plazmidy pouzitymi pro rist v bioreaktorech se
ptipravuji jako je uvedeno déle. Buiiky se nechaji riist pfes noc v prostfedi Luria Bertani nebo
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2xYT doplnéném kanamycinem v tfepané batice za teploty 30 °C. Po odstfedéni se buiiky
suspenduji v polovi¢nim objemu skladovaciho prostredi zchlazeného na hlubokou teplotu, podle
Gdaju, které uvedl Gergen a kol. v Nucleic Acid Res. 7, 2 115 /1979/. Alikvoty se disperguji
v lahvi€kach pro skladovéni za mrazu o objemu 1 ml a skladuji za teploty ~75 °C az do pouziti.

Rustova prostiedi pro rist bun&k v bioreaktorech

Prostfedi A: 16 g/l tryptonu (Difco, USA), 8 g/l kvasinkového extraktu (Difco, USA), 5 g/l
chloridu sodného a 0,05 g/l kanamycinu.

Prostfedi B: 2,5 g/l siranu amonného, 3 g/l dihydrogenfosfore¢nanu amonného, 2 g/l hydrogen-
fosfore¢nanu amonného, 0,5 g/l citratu sodného a 5 g/l kvasinkového extraktu (Difco, USA). Po
sterilizaci se prosttedi doplni 10 g/l pogatetni glukézy, 0,05 g/l kanamycinu, 1 g/l heptahydratu
siranu hote¢natého a 0,07 g/l hydrochloridu thiaminu a déle se p¥ida 1 ml/l roztoku stopovych
prvki a 0,65 ml/l roztoku vitamini. Roztok stopovych prvkii obsahuje 27 g/l hexahydratu
chloridu Zelezitého, 4 g/l heptahydratu siranu zine&natého, 7g/l hexahydratu chloridu
kobalnatého, 7 g/l dihydratu molybdenanu sodného, 8 g/l pentahydratu siranu mé&d'natého, 2 g/l
kyseliny borité, 5 g/l tetrahydratu siranu manganatého, 11 g/l dihydratu chloridu vipenatého
a 50 ml/l kyseliny chlorovodikové. Roztok vitaminii obsahuje 0,5 g/l pantothenatu vapenatého,
0,5 g/I cholinchloridu, 0,5 g/1 kyseliny listové, 1 g/l inositolu, 0,5 g/l nikotinamidu, 0,5 g/l hydro-
chloridu pyridoxinu, 0,05 g/l riboflavinu a 0,5 g/l hydrochloridu thiaminu. Jako prostfedek
zabratiujici pénéni se pouZije adecanol v mnoZstvi 0,2 ml/l. Pokud je zapotiebi, béhem kultivace
se miZe pouzit dal$iho pfidavku prostfedku zabraiiujiciho pénéni.

Kultivace Escherichia coli RV308/pKP683 v bioreaktoru o objemu 3,5 litra

K naoCkovéni 500 ml prostiedi A se pouZije lyofilizovand zisobni kultura a prekultivace se
provadi ve 2-litrové Erlenmeyerové baiice opatfené michaci zarazkou, za teploty 30 °C po dobu
8 aZ 10 hodin. Naogkovany objem odpovidajici 10 % pracovniho objemu bioreaktoru se prenese
do bioreaktoru. Kultivace se provadi v bioreaktoru o objemu 3,5 litri (Belach AB, gvédsko)
s pracovnim objemem 2,5 litrii. Teplota se udrZzuje na 30 °C b&hem ristové fize pred privedenim
a potom se zvySi na 37 °C. Hodnota pH se udrzuje 7,0 pomoci 25 % roztoku amoniaku. Intenzita
provzduSiiovani (aerace) se zajituje v éirovni 1 vvm a tenze rozpousténého kysliku (D.O.T.) se
udrzuje 30 %, tpravou rychlosti rychlob&Zného michadla. Poté co se spotiebuje po&ate&ni
mnoZstvi glukézy, uvede se do chodu glukézova fermentace fed—batch, udrzujici systém pti
limitaci glukézy davkovanim 60 % roztoku glukézy. Pogatedni rychlost davkovani 0,04 g/min se
udrZuje po dobu 3 hodin a poté se postupng zvysi na 0,4 g/min b&hem 3 hodin. Riist Apo AI-M
v supernatantu se stanovuje radioimunologickym stanovenim (Apolipoprotein AI RIA 100 kit,
vyrobek ¢&islo 109152-01, Kabi Pharmacia, Svédsko). Po 16 hodinach kultivace pfi optické
hustoté¢ 58 % se syntéza proteinu indukuje pridavkem 0,5mM isopropyl-b-D-galaktosidu
a teplota se zvysi na 37 °C. Po 4 hodinich od zadatku indukovani &ini koncentrace Apo AI-M
2,3 g/l a po dalSich 2 hodinach odpovida koncentrace 2,5 g/1.

Kultivace BC50/pKP 764 v bioreaktoru o objemu 3,5 litr

Kultivace se provédi jak je popsano vyse s tim rozdilem, Ze se do prosttedi v bioreaktoru nep¥ida
kanamycin. Po 15 hodinach, pfi optické hustot® 60, se vnese isopropyl-b—D-galaktosid a dojde
ke zvySeni teploty. O 10 hodin pozdéji &ini koncentrace Apo AI-M v supernatantu 3,7 g/l a za
22 hodiny po vyvolani indukce &ini koncentrace 4,4 g/1.

Kultivace BC50/pKP764 v bioreaktoru o objemu 300 litr

Pouzije se bioreaktoru o objemu 300 litrd (Chemoferm AB, Svédsko) s pracovnim objemem

180 litrdi. Inokulum se pfipravi jak je popsano vyse pro riist RV308/pKP683 v bioreaktoru
o objemu 3,5 litrti s tim rozdilem, Ze doba prekultivace v tfepané batice &ini 14 hodin. Inokulum
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se prenese do 50-litrového nisadového bioreaktoru s pracovnim objemem 18 litr. PouZitym
prostfedim v tfepané baiice, stejné jako v bioreaktoru je prostfedi A. Prostfedi pro nasadovy
bioreaktor se doplni 5 g/l glukézy a udrZuje pfi teplot¢ 30°C. Hodnota pH se udrZuje
a provzdudiiovani se provadi jak je popsino vySe pro rist RV308/pKP683 v bioreaktoru
o objemu 3,5 litrii, pfiem% tenze rozpusténého kysliku neni nikdy niz3i nez 30 %. KdyZ se
kultura obohati na optickou hustotu 4, obsah nésadového bioreaktoru se prenese do bioreaktoru
o objemu 300 litrG. V tomto bioreaktoru je teplota, hodnota pH a provzduSiiovani prostfedi
stejné, jako je popsano vySe pro riist RV308/pKP683 v bioreaktoru o objemu 3,5 litrd. Pfed
indukei se tenze rozpousténého kysliku udrzuje na hodnot& 30 % nebo vyse zvySovanim rychlosti
rychlob&zného michadla aZ na jeho maximum a poté se zvysi tlak vzduchu. Po inkubaci se tlaku
vzduchu zvedne na 200 kPa, ¢im2 se doséhne tenze rozpousténého kysliku 15 az 20 %. Po
16 hodinéch kultivace v bioreaktoru, pokud kultura ma optickou hustotu 51, se pfida isopropyl-
b-D—galaktosid a teplota se zvysi na 37 °C.

Koncentrace Apo AI-M jako monomeru a dimeru &ini 1,3 g/l za 5 hodin po inkubaci a b&hem
nasledujici hodiny, kdy se bioreaktor chladi, koncentrace Apo AI-M vzroste na 1,5 g/l.

Veskery monomer se pfevede na dimer a ten se &isti podle obvyklych zpiisobi.

Piiklad 5
Charakterizace Apo AI-M/Apo AI-M z plazmy

Vy&istény Apo AI-M/Apo AI-M z ptikladu 1 poskytne jediny pas v pfeplnénych nereduko-
vanych gelech pfi SDS—polyakrylamidové gelové elektroforéze. Pri analytické SDS—polyakryl-
amidové gelové elektroforéze &ini podle otekévani zdanliva relativni molekulovd hmotnost
proteinu 56 kD. Apo AI-M/Apo AI-M ukazuje komplexni charakteristicky rys isoformy, ktery je
charakterizovan ptitomnosti alespoti 6 rozdilnych proteinovych pasti v rozmezi isoelektrického
bodu od 5,3 do 5,6 (pl) v neredukovanych denaturovanych IEF gelech.

1,1 mg/ml Apo AI-M/Apo AI-M v ultrafialovém spektru projevuje typické ~maximum
absorbance pfi vinové délce 280 nm, s posunem pfi 290,2 nm (obr. 7). vypottena E hodnota
proteinu (1 cm, 1%) p¥i vinové délce 280 nm &ini 16,9. K vyhodnoceni expozice tyrosinovych
zbytkii v Apo AI-M/Apo AI-M se provede sekundarni derivaéni analyza ultrafialového spektra,
jak popsal R. Ragone a kol. v Determination of Tyrosine Exposure in Proteins by Second-
derivative Spectroscopy, Biochemistry 23, 1872-1875 /1984/. Sekundami derivace ultra-
fialového spektra obvykle projevuji 2 maximélni hodnoty soustfedéné okolo 283 a 290,5 nm
a 2 maximalni hodnoty soustfedéné okolo 287 a 295 nm (obr. 8 aZ 10). Relativni stupeii expozice
() tyrosinu, vypodteny pro ptirodni Apo AI-M/Apo AI-M a Apo AI-M/Apo AI-M + DMPC
(dimyristoylfosfatidylcholin), €ini 0,75 a 0,49 (tabulka 2).
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Tabulka 2
Charakteristiky Apo AI-M/Apo AI-M proteinu

Apo AI-M/Apo AI-M  Apo AI-M/Apo AI-M + DMPC

Molekulova hmotnost (kD) 56,0

Isoelektricky bod 5,3-5,6'

UV spektroskopie:

E (1 cm, 1 %) 16,97

Expozice tyrosinu () 0,75 0,49

Fluorescenéni spektroskopie:

Exc vlnova délka (nm) 280 280

Em vinové délka max (nm) 344 338

CD spektroskopie:

~Sroubovice % 52,23 66,1°
57,8

alespoﬁ 6 isoforem v denaturovanych IEF gelech
vysoka hodnota ukazuje zvy$enou expozici tyrosinu
koncentrace proteinu 0,1 mg/ml

* koncentrace proteinu 1,1 mg/ml

Zazmamendvd se jak excitace, tak emise fluorescentniho spektra ApoAIl-M/Apo AI-M
v koncentraci 0,1 mg/ml. Maximum vinové délky pFi excitaci tryptofanylovych zbytkd
v Apo AI-M/Apo AI-M je pfi 280 nm a nemé&ni se dal¥im uvedenim do styku s dimyristoyl-
fosfatidylcholinem. Emisni spektrum (excitace pii 280 nm) ukazuje maximum pfi vlnové délce
344 nm (obr. 11). Uvedeni do styku s dimyristoylfosfatidylcholinem vyvolavd posun smérem
k modfi od tohoto maxima (338 nm), spojeny s 24 % vzristem intenzity fluorescence pfi maximu

(obr. 11).

Spektrum Apo AI-M/Apo AI-M daleké ultrafialové oblasti cirkularniho dichroismu je
charakterizovano typickymi minimy pfi 208 a 222 nm a maximem okolo 195 nm (obr. 12).
Obsah —3roubovice se signifikantné zvySuje se vzristem koncentrace proteinu od 0,1 do
1,1 mg/ml (obr. 12, tabulka 2). Uvedeni Apo AI-M/Apo AI-M v koncentraci 0,1 mg/ml do styku
s dimyristoylfosfatifdylcholinem vyvolava daldi vzestup v —8roubovicové struktuie proteinu
(obr. 12, tabulka 2).

Zpusoby charakterizace produktu

Inkubace s fosfolipidy

Odvazené hmotnostni mnoZstvi dimyristoylfosfatidylcholinu (DMPC) se rozpusti v ethanolu
aroztok se odpafuje pod dusikem. P¥ipadn& zbyvajici rozpoustédlo se odstraiiuje za snizeného
tlaku po dobu 2 hodin. Disperze dimyristoylfosfatidylcholinu ve 20 mM fosfatového pufru
0 hodnoté pH 7,4 se smicha s Apo AI-M/Apo AI-M (0,1 mg/kone&ny ml) p¥i molarnim poméru
dimyristoylfosfatidylcholinu a Apo AI-M/Apo AI-M odpovidajicim 100 : 1.

Spektroskopie

Roztoky Apo AI-M/Apo AI-M se dialyzuji proti 20mM fosfatového pufru o hodnoté pH 7,4
a zfedi stejnym pufrem na poZadovanou koncentraci proteinu.
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Normalni a sekundarni derivace ultrafialového spektra roztokii Apo AI-M/Apo AI-M a Apo Al-
M/Apo AI-M s dimyristoylfosfatidylcholinem se zaznamenéava na spektrometrech Jasco Uvidec—
610 a Perkin Elmer Lambda—2 za teploty 25°C pii pouziti 1-cm kfemikovych kyvet.
Topografické umisténi tyrosinovych zbytkii se stanovi podle rovnice, kterou popsal Ragone a kol.
(R. Ragone, G. Colonna, C. Balestrieri, L. Servillo a G. Irace, Determination of Tyrosine
Exposure in Proteins by Second-derivative Spectroscopy, Biochemistry 23, 1 871-1 875 /1984/)

= (rn_ra) / (ru“ra)
ve které
znamen4 stupefi expozice tyrosinu k rozpoustédlu,

r,ar, jsou poméry derivaci piki (a/b) pro pfirodni a rozvinuty (v 6 M hydrochloridu
guanidinu) Apo AI-M/Apo AI-M a

I znamena pomér druhé derivace pikdi roztoku obsahujiciho volny tyrosin a tryptofan,
které jsou smiseny ve stejném molarnim poméru jako v ptipadé Apo AI-M/Apo AI-M.

Vnitini  fluorescen&ni spektrum roztokdi Apo AI-M/Apo AI-FM a  Apo AI-M/Apo AI-M
s dimyristoylfosfatidylcholinem se registruje na spektrofluormetru Jasco FP-550 za teploty
25°C. Cirkularni dichroismus (CD spektra) roztoki Apo AI-M/Apo AI-M a Apo Al-
M/Apo AI-M s dimyristoylfosfatidylcholinem se zaznamenavaji spektropolyrimetrem Jasco
J500A za teploty 25 °C. Stfedni hodnoty elipti¢nosti zbytku (THEYA) se vyjadiuji ve stupnich
x cm’ x dmol™ a vypottou se z rovnice

(THEYA) x 106

( THEYA ) =
10 x1xc
ve které
(THEYA) znamena pozorovanou elipti¢nost, vyjadfenou ve stupnich,
106 znamena sttedni molekulovou hmotnost zbytku proteinu,
1  znamena délku drahy, vyjadfenou vcm a

¢ znamena koncentraci proteinii, vyjadienou v G/ml.

Procento a—§roubovice se vypotita za pouZiti rovnice

% a-Sroubovice =
33 000 - 4 000

(N. Greenfield N a G. D. Fasman, Computed Circular Dichroism Spectra for the Evaluation of
Protein Conformation, Biochemistry §, 4 108—4 116 /1969/).
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Elektroforéza

Analyticka isoelektricka fokusace a SDS~polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)
se provadéji jak jiz bylo dfive popsano (G. Franceschini, M. Sirtori, G. Gianfranceschi a C. R.
Sirtori, Relation between the HDL Apoproteins and Al Isoproteins in Subjects with the AI-M
Abnormality, Metabolism 30, 502-509 /1981/).

Isoelektrickd fokusace se provadi v 10 % akrylamidovych gelech, které obsahuji 6 M mocoviny
a4 % amfolini (o hodnot& pH 4 aZ 6). Po celonodni fokusaci se gely fixuji a obarvi barvivem
Coomassie Brilliant Blue R-250 ve smési kyseliny octové a isopropylalkoholu. Isoelektricky bod
(pD) libovolnych neznamych past proteinu se vypodte vynesenim isoelektrického bodu zndmych
proteinii (standardy od firmy Bio-Rad a apo-HDL) proti pfisluiné migra&ni vzdalenosti.

Pro SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (SDS-PAGE) se pouzije 14 % akryl-
amidovych geld, které obsahuji 0,1 % SDS. Gely se zpracuji jak je popsano vy3e a molekulova
hmotnost nezndmych proteind se vypodte vynesenim logaritmu molekulové hmotnosti
standardnich proteinii (KABI-Pharamcia) proti vzdalenosti migrace.

Vysokot€inna vyluovaci chromatografie

Analytickd odd&lovani vysokotginnou vyluovaci chromatografii (HPSEC) se provadéji za
pouZiti kapalinového chromatografu Jasco, ktery je opatien sloupcem 10 um TSK-G3000 SW
o priméru 7,5 mm a délce 300 mm. Sloupec se pfi vysokouginné vylu€ovaci chromatografii
ekvalibruje a eluuje 0,1 M fosfatovym pufrem a 0,1 M chloridem sodnym o hodnots pH 7,2,
s obsahem 8 M mocCoviny. Proteiny se eluuji pfi rychlosti pritoku 0,5 ml/min a od&itani se
provadi pfi vinové délce 220 nm. Oblasti piki se integruji za pouZiti integrainiho pfistroje
HP-3390.

Priklad 6

Vyroba &éstic rekonstituovanych lipoproteinti o vysoké hustotg, obsahujicich Apo Al, AI-M
nebo Apo AI-M/Apo AI-M

Castice rekonstituovanych lipoproteinii o vysoké hustoté (rHDL) se vyrab&ji za pouziti
technického postupu, ktery uvedl A. V. Nichols a kol. V Biochim. Biophys. Acta 750, 353-364
/1983/ a C. E. Matz a kol. v J. Biol. Chem. 257, 4 5354 541 /1982/.

Rekombinantni Apo AI-M dimer (z ptikladu 4) a normalni Apo Al vy&istény z lidské plazmy, se
rozpusti v 10 mM Tris—HCI, 0,15 M chloridu sodného, 0,01 % kyselin& ethylendiamintetraoctové
a 0,006 % azidu sodného, o hodnoté pH 8 (pufr A), s obsahem 4 M hydrochloridu guanidinu pfi
koncentraci 6 mg(ml. Pro srovnani se disulfidovd vazba v nékterych Apo AI-M/Apo AI-M
redukuje pfidavkem 20 mM DTT k pufru A a hydrochloridu guanidinu. Proteiny se dialyzuji
proti pufru A a fedi na obsah 5,2 mg/ml stejnym pufrem.

Fosfolipidy, bud’ vajeény fosfatidylcholin (EPC), nebo palmitoyloleylfosfatidylcholin (POPC), se
rozpusti v chloroformu, vysusi pod dusikovou atmosférou a udrZuje za snizeného tlaku pres noc.
Poté se pfida choldt sodny v hmotnostnim poméru cholétu a PC odpovidajicim 0,55, smés se
intenzivné micha po dobu 3 minut za teploty mistnosti a potom inkubuje za teploty 4 °C po dobu
2 hodin. Potom se pfid4 protein v hmotnostnim poméru PC k proteinu 2,17 (fosfatidylcholin)
nebo 2,47 (palmitoyloleylfosfatidylcholin) a smés se micha po dobu 3 minut za teploty mistnosti
a inkubuje za teploty 4 °C pfes noc. Po dialyze proti pufru A po dobu 5 dnii se smés odstied’uje
pi frekvenci otadek 11 000 za minutu po dobu 5 minut na odstfedivce Beckman Microfuge
a supernatant se zachyti.
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Rekonstituovany lipoprotein o vysoké hustotd se odd&li nedenaturujici polyakrylaminovou
gradientovou gelovou elektroforézou (CGE) a velikost &astic se stanovi jak jiz dfive popsal
A. V. Nichols a kol. v Meth. Enzymol., 128, 417-431 /1986/.

V3echny testované apolipoproteiny jsou po popsanych postupech takika naprosto vZdy spojeny
s lipidy, jak je doloZeno velmi malymi piky apolipoproteinu zbaveného lipidu na gelech pfi
nedenaturujici polyakrylaminové gradientové gelové elektroforéze. VytéZek proteinu v rekonsti-
tuovanych lipoproteinech o vysoké hustoté se kolisa od 68 do 100 % pfi 10 riznych pfipravéch.

Tvary z nedenaturujici polyakrylamonové gradientové gelové elektroforézy &astic rekonstituo-
vaného lipoproteinu o vysoké hustotd jsou uvedeny na obr. 13. Lipoprotein o vysoké hustoté
rekonstituovany s Apo Al a vajeénym fosfatidylcholinem poskytuje hlavni pik pfi nedenaturujici
polyakrylaminové gradientové gelové elektroforéze s primérem 9,6 nm, pfiCemZ minoritni
slozky jak v oblasti v&t3ich, tak mengich &astic se daji také stanovit. Rekonstituovany lipoprotein
0 vysoké hustotd obsahujici vajeSny fosfatidylcholin a Apo AI-M/Apo AI-M sestéva ze dvou
hlavnich slozek (o priméru 8,6 a 12,9 nm) a dvou minoritnich slozek (o priméru 7,9 a 10,8 nm).
Stejna velikost &astic se dosdhne, pokud Apo AI-M/Apo AI-M se rekonstituuje s plamitoyloleyl-
fosfatidylcholinem.

V3echny tfi apolipoproteiny jsou takika Giplné vpraveny do stabilnich komplexi lipidu a proteinu,
s rozdilnymi velikostmi &4stic rekonstituovaného lipoproteinu o vysoké hustotg, jejich distribuci
a sloZenim. Zvlasté rekonstituovany lipoprotein o vysoké hustoté pfipraveny s rekombinantnim
Apo AI-M/Apo AI-M sestava ze dvou hlavnich sloZek, pfitemz vétsi je jedineZnou latkou ze
skupiny rekonstituovanych lipoproteint o vysoké hustoté, které obsahuji Apo Al

Biologické ohodnoceni Apo AI-M/Apo AI-M

Priklad 7
Kinetické chovéni dimeru Apo AI-M ve srovnani s monomerem Apo Al u normalnich pfijemci

Dimery vykazuji prodlouZenou dobu setrvani v krevnim obghu, jak se ukazuje pfi dale popsanych
kinetickych studiich na lidech.

Zdravi dobrovolnici obdrzi intravenézné Apo AI-M nebo Apo AI-M/Apo AI-M, které jsou
znateny 'Z’I. V tabulce 3 jsou uvedeny hodnoty Bti, v plazmé (v hodindch), vypottené podle
dvou rozdilnych modeld, stejné jako frakcionovana katabolickd rychlost (FCR). Obé tyto
hodnoty potvrzuji zfeteln& snizeny katabolismus dimeru ve srovnani s monomerem.

Velmi pomaly katabolismus Apo AI-M/Apo AI-M ukazuje, Ze tyto molekuly mohou poskodit
konverzi lipoproteinu a mohou piisobit jako (€inny prekurzor pro Apo AI-M. V tomto pfipadg se
pfi injekci Apo AI-M/Apo AI-M dé predpokladat, Ze dimer miZe zistat vplazmé pro
prodlouzené &asové obdobi, co je piimo ve vzdjemném vztahu s metabolismem lipoproteinu
a fibrinolytickym systémem.
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Tabulka 3

Kinetické chovani Apo AI-M/Apo AI-M ve srovnani s monomerem Apo Al u normélnich
piijemci (n = 2)

Apo AI-M Apo AI-M/Apo AI-M

Monoexponenciélni zpisob Bt1/2 (h) 16,07 52,04
MRT (h) 23,19 75,09

Biexponenciélni zplisob Bt1/2 (h) 22,61 70,29
MTR (h) 28,97 89,16
FCR (h) 2,3 % za hodinu 1,1 % za hodinu

Ukinek Apo Al-M/Apo AI-M na fibrinolyticky systém
Uvod

Fibrinolyticky systém ptedstavuje hlavni obranu proti ukladéni fibrinii na sténach cév a jako
takovy hraje dileZitou ilohu mezi mechanismy, kterymi se brani trombéze.

Enzym odpovédny za lyzu fibrinu je plazmid. Plazmid se tvofi z inaktivovaného prekurzorového
plazminogenu u¢inkem specifickych aktivatord (tkafiového aktivatoru plazminogenu, t-PA
a urokinazy, uPA). (Zde i v nasledujici &sti popisu jde o urokinizu se dv&ma fetézci, pokud neni
uvedeno jinak). Jak aktivatni proces, tak Gi&inek plazminu se reguluji specifickymi inhibitory,
inhibitorem 1 aktivatoru plazminogenu (PAI) a o, — antiplazminem. Schéma fibrinolytického
systému je toto:

PLASMINOGEN
ARTIVATORY®

PAL

PLASMINOGEN ~—————+ PLASHMIN

ay ANTIPLASMIN

FIBRIN ————= FOP

FDP = produkt degradace fibrinu

Pomoci zkouSek uvedenych v piikladech 7 aZ 9 bylo nalezeno, jak Apo AI-M dimer piisobi na
lidsky fibrinolyticky systém. Jak autoaktivace plazminogenu, tak aktivace plazminogenu
pisobenim urikindzy a tkafiového aktivitoru plazminogenu se studuji v pritomnosti nebo
nepfitomnosti Apo AI-M/Apo AI-M. Apo Al &loveka izolovany zplazmy se pouZije ke
kontrolnimu stanoveni (produkt firmy Sigma, &. A 9284).

Aktivace fibrinolytického systému se m&fi pomoci chromogennich substratd. Tyto substraty
obsahuji chromoforovou skupinu p-nitroanilinu, kterd miiZe odst&pit ze substratové molekuly
plisobenim plazminu. Volny p-nitroanilin ma intenzivné Zlutou barvu, kterd se miiZe snadno
sledovat pfi vinové imémé mnoZstvi vytvofené enzymatické aktivity.
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Vegkeré vysledky méfeni se dosahuji za pouZiti zdznamovych mikrodesek THERMOmax
fizenych programem SOFTmax™ verse 2,01, ziskanych zMolecular Devices, Medlo Park,
Kalifornie, USA.

Pouzité 3arze pfi téchto studiich se vyrabg&ji rekombinantné podle pfikladu 4. Cisténi zahmuje
pouziti iontoméniZe, hydrofobni vzajemné reakce a gelové filtratni chromatografie s nasledujici
ultrafiltraci a lyofilizaci, coZ ve viech ptipadech jsou b&Zné biochemické zpiisoby. V3echny
zkouSené ¥arZe obsahuji 90 nebo vice % dimerni formy, jak je stanoveno vysokouginnou
kapalinovou chromatografii na reverzni fazi. Koncentrace se stanovuje za pouZiti zkousky Kabi
Pharmacia apolipoprotein AI RIA 100.

Vyhodnoti se tfi ptipravky, A, B, a C.

Pfiklad 8
Autoaktivace plazminogenu v pfitomnosti Apo AI-M/Apo AI-M a Apo Al

Glu—plazminogen (o kone¢né koncentraci 94 pg/ml) se inkubuje po dobu 3 hodin za teploty
37°C v 0,1 molVl Tris pufru o hodnott pH7,6. Vznik plazminu se sleduje pomoci
chromogenniho  substratu  $-2251 (H-D-Val-L-Leu-Lys—pNA) ziskaného od firmy
Chromogenix AB, Médlindal, Svédsko. tento substrat se pouziva vkonetné koncentraci
0,6 mmol/l. Plazminogeny pouzivané pfi téchto zkouskéch se ziskaly od firmy Chromogenix AB
nebo od firmy IMCO Inc., Stockholm, Svédsko.

Pfi této zkousce se testuji Sarze Apo AI-M/Apo AI-M (o kone&né koncentraci 3,9 az 75 pg/ml)
amnostvi plazminu vzniklého v jejich pfitomnosti se porovndvd se mnoZstvim plazminu
vytvoteného v pritomnosti Apo Al (pti kone&né koncentraci 125 pg/ml) a s mnozstvim plazminu
vzniklého v nepfitomnosti jakychkoli pfisad (kontrolni stanoveni) (tabulka 4).

S prekvapenim bylo nalezeno, ¢ APO AI-M/Apo AI-M muZze zvySit aktivaci plazminogenu
v nepfitomnosti libovolnych aktivatorii plazminogenu. Apo Al pochazejici z plazmy Zadnym
zplisobem neovliviiuje molekulu plazminogenu.

Tabulka 4

Spontanni vznik plazminové aktivity v plazminogenu. Utinek Apo AI-M/Apo AI-M a Apo Al
Plazminova aktivita se vyjadfuje jako optické hustota (OD) pfi vinové délce 405 nm.

Vzorek Koneéna koncentrace Apo, pg/ml OD 405 nm
Kontrolni stanoveni 0 0,052

+ Apo Al 125 0,049

+ Apo AI-M/Apo AI-M

A 75 0,288

B 31,3 0,325

B 15,6 0,153

B 7,8 0,104

B 3,9 0,067

DosaZen4 aktivita se miize pficitat Apo AI-M/Apo AI-M. Av3ak na zéklad¢ t&chto idaji se neda
vyloutit, ¢ Apo AI-M/Apo AI-M je kontaminovan n&jakym proteolytickém enzymem nebo
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proteolytickymi enzymy, ktery by mohl nebo které by mohly aktivovat plazminogen.
K vylougeni této moznosti se provedly experimenty.

Veskeré pfipravky Apo AI-M/Apo AI-M pouzité pfi fibrinolytickych zkouskich se testuji
s chromogennim substratem S-2251 (H-D—Val-L-Lys—-pNA), ktery je citlivy k aktivité podobné
plazminu, a substritem S-2288 (H-D-lle-Pro-Arg-pNA), ktery je citlivy k proteazim
specifickym na Arg. Substraty se ziskaji od firmy Chromogenix AB. Konen4 koncentrace
Apo AI-M/Apo AI-M pii zkouskach je stejna, jako koncentrace pouZivana pro fibrinolytickych
zkouskach a mohla by se ménit mezi riznymi $arzemi.

Zkouska: 25 pg/ml Apo AI-M/Apo AI-M, kone&na koncentrace 60 aZ 70 pg/ml,
150 ul 0,1 mol/l Tris pufru o hodnot& pH 7,8,
50 ul 0,6 mml/1 S-2251 nebo
50 pul 1,0 mmol/l S-2288.

Vzorek obsahujici pouze pufr a substrat se pouZije jako kontrolni k nespecifické hydrolyze
substratu. Viechny vzorky se zkouseji dvojmo.

Mikrotitraéni deska se inkubuje za teploty 37°C a absorbance se odegitd v hodinovych
intervalech.

Tabulka 5

Amidolytickd aktivita dvou 3arzi Apo AI-M/Apo AI-M (A a B) po inkubaci za teploty 37 °C
b&hem 4 hodin (opticka hustota stanovena pfi vinové délce 405 nm).

Apo AI-M/Apo AI-M Substrat
S-2251 A 0,023 0,022
B 0,022
S-2288 A 0,037 0,034
B 0,037

Pfi jiné fadé experimentd se na Apo AI-M/Apo AI-M piisobi irreversibilnim inhibitorem
serinproteazy, diisopropylfluorfosfitem (DFP, produkt firmy Sigma, & D 0789). Koneéna
koncentrace Apo AI-M/Apo AI-M v 0,2 mol/l hydrogenuhligitanu draselném o hodnot& pH 7,6,
Jjako v pufru je pfiblizn& 75 pg/ml. Diisopropylfluorfosfat v kone&né koncentraci 123 mmol/l se
prida k tomuto roztoku a po 4 hodinich se inkubovany vzorek dialyzuje pfes noc proti dvéma
Sarzim uhli¢itanového pufru.

Stanoveni aktivity, za pouZiti stejnych podminek jako jsou popsany vyse, se provadi na Apo Al-
M/Apo AI-M zpracovaném s diisopropylfluorfosfitem a na nezpracovaném Apo AI-M/Apo Al-
M. Po tfihodinové inkubaci s plazmogenem a S-2251 opticka hustota pfi vlnové délce 405 nm
¢ini 0,209 pro vzorky obsahujici Apo AI-M/Apo AI-M zpracovany s diisopropylfluorfosfatem,
0,234 pro vzorky obsahujici nezpracovany Apo AI-M/Apo AI-M a 0,030 pro vzorky, které
obsahuji toliko plazminogen.

Ztoho se miize usuzovat, Ze pozorovany uginek aktivujici plazmogen je piimo spojen

s pfitomnosti Apo AI-M/Apo AI-M a neni disledkem né&aké pfipadné proteolytické
kontaminace.
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Priklad 9

Uginek Apo AI-M/Apo AI-M na aktivaci plazminogenu s plazminogenovymi aktivétory,
tkafiovym aktivatorem plazminogenu a urokinazou.

Urokindza (uPA) a tkaflovy plazminogenovy aktivator (t-PA) konverguji plazminogen na
plazmin proteolytickym 3t&penim jediné peptidové vazby Arg560-Val 561 v molekule
plazminogenu. zatimco dva fetdzce urokinazy mohou aktivovat plazminogen pfimo, tkafiovy
aktivator plazminogenu vyZzaduje pfitomnost fibrinu pro svou optimélni aktivaci plazminogenu.
Ptitomnost katalytickych mnozstvi fibrinu, ktery dohromady s tkafiovym aktivtorem
plazminogenu a plazminogenem tvofi ternarni komplex, bude zvySovat enzymatickou u¢innost
tkatiového aktivatoru plazminogenu pfiblizn€ 600krat.

Aktivace plazminogenu tkafiovym aktivitorem plazminogenu se studuje za pouZiti komercné
dostupné soupravy Spectrolyse® (fibrin) t-PA/PAI od firmy Biopool AB, Ume, Svédsko.

Pii této zkoudce se plazminogen inkubuje tkafiovym aktivatorem plazminogenu v pfitomnosti
chromogenniho substratu D-But-CHT-Lys—pNA a desAA fibrinogenu (monomerniho fibrinu),
ktery piisobi jako stimulitor aktivace. Vznikly plazmin $t&pi substrat a uvoliiuje volny p-nitro-
anilin.

Apo AI-M/Apo AI-M se pfida do tohoto systému a porovné s pfipravkem Apo Al od firmy
Sigma. Uginek obou apolipoproteind se testuje v systému jak v pfitomnosti, tak v nepfitomnosti
fibrinu.

Ptiklad zku$ebniho systému:

25 pl pufru Spectrolyse,

25 wl Apo ptipravku nebo pufru,

20 pl tkatiového aktivatoru plazminogenu (kone&né koncentrace 1,7 mez. jednotek/ml),
150 pl reakéniho &inidla Spectrolyse PAR (smés plazminogenu a substratu) a

10 pl Desa fib (monomerniho fibrinu) nebo

10 pl pufru.

Vzorky se inkubuji na mikrotitra¢ni desce za teploty 37 °C po dobu 3 hodin.

Tabulka 6

Utinek Apo AI-M/Apo AI-M a Apo Al na plazminogenovou aktivaci tkafiovym aktivétorem
plazminogenu v pFitomnosti nebo v neptitomnosti fibrinu. Vysledky jsou vyjadfeny jako opticka
hodnota (OD) po 3 hodinach inkubace pfi teplot& 37 °C pfi vinové délce 405 nm.

Vzorek Kone&né konc. Apo, OD 405 nm + fibrin  OD 405 nm — fibrin
pg/ml

t-PA, kontrolni stanoveni 0 0,656 0,048

+ Apo Al 54 1,050 0,066

+ Apo AI-M/Apo AI-M

A 65 1,665 0,446

B 54 2,366 0,225
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Signifikantni stimulace aktivity plazminogenu se pozoruje sApo AI-M/Apo AI-M, jak
v pfitomnosti, tak v nepfitomnosti fibrinu. Apo Al stimuluje aktivaci v men3im stupni
v pfitomnosti fibrinu. V neptitomnosti fibrinu je stimulace Apo AI-M/Apo AI-M velmi zfetelna,
v porovnani k velmi malé stimulaci zpisobené Apo Al.

Apo AI-M/Apo AI-M ma také signifikantn& potencilni u&inek, pokud se plazmogen aktivuje
pusobenim urokinazy. Urokindzu pouZitou pfi t&chto zkouSkach predstavuje pripravek o vysoké
molekulové hmotnosti, ziskany od firmy Calbiochem.

Uronikéaza (o kone&né koncentraci 2,5 mez. jednotek/ml) se smich4 s plazminogenem (o koneéné
koncentraci 94 pg/ml) s chromogennim substratem S—2251 (o kone&né koncentraci 0,6 mmol/l).
K tomuto vzorku se pfidd Apo AI-M/Apo AI-M v kone&né koncentraci 75 nebo 62 pg/ml.
Reakce se provadi v 0,1 mol/l Tris pufru o hodnot& pH 7,6.

Podobné jako s urokindzou se pozoruje s tkafiovym aktivatorem plazminogenu silna stimulace
tvorby plazminu, pokud se Apo AI-M/Apo AI-M piida ke zkuSebnimu vzorku (tabulka 7).

Tabulka 7

Ukinek Apo AI-M/Apo AI-M na aktivaci plazminogenu piisobenim urokinazy. Vysledky jsou
vyjadfeny jako opticka hustota (OD) po inkubaci za teploty 37 °C v trvani 4 hodin pfi vinové
délce 405 nm.

Vzorek Kone¢na koncentrace Apo AI-M/Apo AI-M,  OD 405 nm
pg/ml

uPA, kontrolni stanoveni 0 0,325

+ Apo AI-M/Apo AI-M 1,263

A 75 1,868

B 62

Tento potencia¢ni i¢inek na fibrinolyzu také pfetrvava, pokud se Apo AI-M/Apo AI-M zpracuje
na farmaceuticky prostfedek dohromady s nosnou latkou. Jako pfipadna nosn4 latka se pouzivaji
liposomy, které obsahuji fosfatidylcholin, PC (12 mg/ml). Koncentrace Apo AI-M/Apo AI-M
(3arze C) v liposomech ¢ini 3,6 mg/ml.

Aktivace plazminogenu (o konetné koncentraci 94 pg/ml) urokinazou (o konetné koncentraci
2,5mez. jednotek/ml) se testuje v pFitomnosti Apo AI-M/Apo AI-M uloZeného s liposomy
a porovnava s aktivaci dosahovanou v pfitomnosti liposomi zbavenych proteinu. Vzorky se
inkubuji za teploty 37 °C po dobu 4 hodin s S-2251 a vznik plazminu se sleduje kontinualng.

Tabulka 8

Aktivace plazminogenu piisobeni urokinazy. Uginek Apo AI-M/Apo AI-M, 3ar¥e C, na
liposomy. Vysledky jsou vyjadfeny jako opticka hustota (OD) pfi vlnové délce 405 nm.

Vzorek OD 405 nm
uPA + plazminogen 0,221
+ liposomy zbavené proteinu, 250 pg/ml PC 0,499
+ Apo AI-M/Apo AI-M, 75 pg/ml, v liposomech, 250 pg/ml PC 1,084
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Pritomnost samotnych liposom stimuluje aktivaci plazmogenu pfiblizn€ dvojnasobné. Pfidavek
Apo AI-M/Apo AI-M k liposomiim zvy$uje tento i¢inek Etyndsobné, v porovnani se vzorkem
obsahujicim pouze urokinazu jako aktivator.

Priklad 10
Utinek Apo AI-M/Apo AI-M na konverzi jediného fetézce urokinazy na dva fet€zce urokinazy

Urokinéza s jedinym fetézcem (scuPA) je prekurzorem urokindzy se dvéma fetézci (uPA). Na
rozdil od urokinizy se dvéma fetézci méa urokiniza s jedinym fetézcem pouze velmi nizkou
amidolytickou aktivitu, vzhledem k malym syntetickym substratem. Amidolyticka aktivita &ini
nejvyse 0,4 % zaktivita urokindzy. Aviak urokiniza sjedinym fetézcem, kterd je presto
proenzymem, ma schopnost aktivovat plazminogen na plazmin. Ve smésich plazminogenu
aurokindzy sjedinym Fatézcem byl navrzen sled 3 reakei, které maji za nasledek aktivaci
plazminogenu na plazmin:

1) scuPA + plazminogen — scuPA + plazmin
2) plazmin + scuPA ——— plazmin + uPA
3) uPA + plazminogen ——> uPA + plazmin

Pavodci tohoto vynalezu studovali sled reakei vedoucich ke konverzi urokindzy s jedinym
fetézcem na urokindzu se dvéma v pritomnosti plazminogenu. Aktivita urokinazy se stanovuje
pomoci chromogenniho substratu specifického pro urokindzu S-2444 (pyro—-Glu-Gly—-Arg—pNA,
Chromogenix AB). Sarze Apo AI-M/Apo AI-M a Apo Al se pfedaji do systému a mnoZstvi
vytvofené urokindzy se dvéma fetézci se porovnd s aktivitou dosaZenou u vzorku bez ptidavku
apolipoproteinu. Urokindza s jedinym fetézcem pouZita pfi téchto zkouskach je rekombinantnim
produktem ziskanym od firmy Griinenthal GmbH, Aachen, SRN (obchodni partie &. 0088808).

25 ul Apo nebo pufru,
75 ul 0,05 mol/l Tris o hodnoté pH 7,6, ktery obsahuje 0,1 mol/l chloridu sodné¢ho a 0,02 %
Tween 80,

25 pl scuPA, o koneéné koncentraci 454 pmol/l,
50 ul S-2444, o koneZné koncentraci 1 mmol/l a
25 pl plazmogenu, o kone&né koncentraci 52,1 nmol/l.

Vzorky se inkubuji za teploty 37 °C po dobu 90 minut. Vzrist optické hustoty, ktery je méfitkem

jakosti tvorby urokinizy se dvéma fetdzci, se zaznamenava kontinuilné béhem poslednich
30 minut inkubace.
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Tabulka 9

Utinek Apo Al-M/Apo AI-M na konverzi urokinazy s jednim fet&zcem na urokinazu se dvéma
fet€zci. Vysledky jsou vyjadieny jako mOD/min pti vinové délce 405 nm.

Vzorek Kone&na koncentrace Apo, pg/ml mOD/min
scuPA 0 0,073

+ plazminogen 0 13,2

+ Apo Al 62 11,8

+ Apo AI-M/Apo AI-M

B 62 20,0

A 75 24,0

Konverze urokindzy sjednim fet®zcem na urokindzu se dvéma fetézci v pFitomnosti
plazminogenu je podporovéna Apo AI-M/Apo Al-M, zatimco Apo Al izolovany z plazmy nem4
signifikantni G¢inek na tento systém.

Pozorované cinky Apo AI-M/Apo AI-M na fibrinolytické zkousky pouZité pti téchto studiich
Jjsou vy33i v porovnani s tginky, které jsou ziejmé u Apo Al izolovaného z plazmy. Apo Al-
M/Apo AI-M m4 silnou schopnost stimulovat fibrinolytickou aktivitu, ktera predéi Apo Al Je
pravd€podobné, Ze tento zvy3eny u&inek Apo AI-M/Apo AI-M pied&ici Apo Al bude také
zji$tén in vivo.

PATENTOVE NAROKY

1. Dimerovy preparat apolipoproteinu AI-Milano s &istotou dimeru alespoii 90 %.

2. Dimer apolipoproteinu AI-Milano podle naroku 1, ktery ma &istotu dimeru alespoit 98 %.
3. Dimer apolipoproteinu AI-Milano podle naroku 1, ktery pochazi z plazmy.

4. Dimer apolipoproteinu AI-Milano podle naroku 1, ktery je vyroben rekombinantné.

S. Farmakologicky prostfedek, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje dimer podle naroku
1 spolu s nosnou latkou.

6. Farmakologicky prostiedek, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje dimer podle naroku
1 spolu se stabiliza¢nim prostfedkem a popiipadé s nosnou ltkou.

7.  Farmakologicky prostfedek podle néroku 5 nebo 6,vyznaéujici se tim, Ze je spolu
s pfipravkem sniZujicim lipidy a nosnou latkou.

8. Farmakologicky prostfedek podle naroku 5, vyzna&ujici se tim, Ze obsahuje

dimer spolu se sloudeninou stabilizujici lipidy, poptipad€ s pfipravkem snizujicim lipidy
a popfipad€ s nosnou latkou.
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9. Farmakologicky prostfedek podle naroku 5, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje
fosfolipid popfipadé s ptipravkem sniZujicim lipidy, a popfipadé s nosnou latkou.

10. Zpisob vyroby dimeru podle niroku 1, vyznaéujici se tim,zZese

a) vyrobi apolipoprotein Al-Milano rekombinantni technologii, jako vnitrobunéény fuzni
protein v Escherichia coli, potom pfevede libovolny p¥itomny monomer na dimer a poté se dimer
&isti na &istotu dimeru alespofi 90 %, vyhodng na €istotu dimeru alespori 98 %, nebo

b) vyrobi apolipoprotein AI-Milano rekombinantni technologii, pfi které se apolipoprotein Al-
Milano, monomer a dimer vyluéuji do kultivainiho média pro bakterie v expresnim systému
v Escherischia coli, libovolny pfitomny monomer potom pfevede na dimer a poté se dimer &isti

na &istotu dimeru alespoii 90 %, vyhodng na &istotu dimeru alespoti 98 %, nebo

¢) zachyti plazma od nositelii apolipoproteinu Al-Milano, izoluji HDL apolipoproteiny
a oddgli dimer za pouziti chromatografie v nékolika krocich nebo

d) zachyti plazma z apolipoproteinu Al-Milano na nosnych latkach, Cisti monomer a poté
prevede na dimer a &isti dimer na Cistou formu.

11. Pouziti dimeru podle naroku 1 pro vyrobu 1é&iva obsahujiciho dimer, k 16€b& aterosklerézy
a kardiovaskularnich chorob.

12. Pouziti dimeru podle naroku 1 pro vyrobu légiva obsahujiciho dimer, ktery pisobi jako
prekurzor 1é¢iva s monomerem, k 1é£b& aterosklerozy a kardiovaskularnich chorob.

13. Pouziti podle naroku 11 nebo 12 pro vyrobu lé&iva k prevenci a 1é€b& zévainych kardio-
cirkularnich zdravotnich potizi, jako je infarkt myokardu, labilni angina, akutni periferni
vaskularni okluze a restenéza po koronarni angioplastice.

14. Pouziti podle néroku 11 nebo 12 pro vyrobu lé€iva k 1é¢b& chronickych arteridlnich stavi.
15. Pouziti podle naroku 11 nebo 12 pro vyrobu légiva k prevenci a 1€€b& trombozy.

16. Pouziti podle naroku 15 pro vyrobu lé&iva ke stimulaci fibrinolyzy.

17. Pouiti podle naroku 11 nebo 12, pfi kterém lé€ivo také obsahuje ptipravek snizujici lipid.
18. Zpisob podle naroku 10, vyzna&ujici se tim, Ze protein z vnitrobunéiné fuze

v odstavci a) se zpracuje kyselinou mravendi, poté co se pfipravil v Escherichia coli a pfed
prevedenim libovolného pfitomného monomeru na dimer.

13 vykrest
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KONCENTRACE PROTEINU: 53,6 mH |

2/4 4/8 5/10

Obr. 2
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spojovnix-AApoAl-Eco

Délka spojovnik-DApoAI-Eco (cyklické): 28 bp; 8 bp;
Jednoducha restrikce: od 1 do 28;

>< Avall >< BanII
>< Bspl286

>< ECORI >< Dsal
>< EcoTl4l

>< NcoI
>< NspII
>< Styl
GAATTCGGAC CCACCGCAGA GCCCATGG
AsnSerAsp ProProGlnSerProTrp
10 20 28

DApoAl-Eco-5 : 22 bp; +1 pxzi: a-
5'-AATTOGGACC CACCGCAGAG CC

10 20 22
DApoAl-Eco-3 : 22 bp; +1 prdi=: 27

5" -CATGEECICT GOGGIGEGEIC GG
10 20 22

Obr. 4

-29-




CZ 289879 B6

Notl(1024)

BamHI(1203)

BamHI(2364)

EcoRl(1583)
Dralli(2314)

Ncol(1605)

obr. 5
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VLNOVA DELKA (nm)
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ELIPTICNOST (M° x 10%)

CZ 289879 B6

180 270

VLNOVA DELKA (nm)

l“ﬁAJA%W(DJ mg/mi
cereeennns Alyg-Aly 1,1 mg/ml
—m==e AlyAly+DMPC 01 mg/mi

Obr. 12
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