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Regeni se tyka zpisobu rekombinantni produkce
pozadovaného heterologniho polypeptidu s jasné
definovanym homogennim N-koncem v bakteidlnim hostiteli,
kdy fiizni protein obsahujici peptid s autoproteolytickou
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peptidu s autoproteolytickou aktivitou

Oblast techniky

pr¥edklédany vynilez se tykd zpusobu rekombinantni vyroby
po¥adovaného heterologniho polypeptidu s jasn& definovanym
homogennim N-koncem Vv bakteridlni hostitelské buifice, p¥idemZ
nejd¥ive exprimovany £fdzni protein, ktery obsahuje peptid
majici autoproteolytickou aktivitu autoprotedzy N° pestiviru a
heterologni polypeptid, se tvo¥i ve form& inkluznich télisek
v cyzoplazm&, tato inkluzni téliska se pak izoluji a oSetfi
tak, %e pofadovany polypeptid je vySté&pen z fGzniho proteinu

pisobenim autoproteolytické aktivity NP,

P¥i priprav& rekombinantnich proteind v heterolognich
organismech jako nap¥. p¥i expresi humédnnich nebo jinych
eukaryotickych proteind v bakteridlnich buiikdch Jje ¢&asto
obti¥né ziskat jasn& definovany N-konec, ktery by byl pokud
mo¥no 100% homogenni. a¥%¥ se tykd pfedev3im rekombinantnich
farmaceutickych proteint, jejichZ aminokyselinové sekvence by
v mnoha p¥ipadech m&la byt shodnd s aminokyselinovou sekvenci
proteinti p¥irozen& se vyskytuj icich u &lovéka/zvitat.

P¥i normilni, pY¥irozené expresi, nap¥. u &lovéka, mnohé
farmaceutické proteiny, které se uZivaji, jsou transportovény

do extraceluldrniho prostoru, p¥iemZ Zté&peni signdlni sekvence
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p¥itomné v prekurzorovém proteinu pravé pro tento Ggel vede ke
vzniku jasn& definovaného N-konce. Takovy homogenni N-konec
neni vZdy snadné p¥ipravit, nap¥. p¥i expresi v bakterié&lnich
butikdch, a a¥% z n&kolika duvodil. |

K produkci v pramyslovém mé&ritku jsou mnohé
farmaceutické proteiny produkovény v cytoplazmé& bakteridlnich
bun&k (nap¥. Escherichia coli), jelikoZ je zde moZné dosé&hnout
akumulace v poZadovaném mnoZstvi, a kromé& toho se dasto tvo¥i
nerozpustnd inkluzni t&liska (IB), kterd jsou velmi vyhodnéd pro
dal8i zpracovani a purifikaci. Navic protein exprimovany ve
form& IB je chréné&n intraceluldrnimi protedzami proti degradaci
proteézami (R. Rudolph, in: Protein Engineering: Principles
and Practices. Eds. Jeffrey L. Cleland and Charles S. Craik,
John Wiley & Sons Inc., (1995), ISBN 0-471-10354-3).

AvSak produkce materidlu ve form& 1IB vyZaduje in vitro
nové svinuti ("refolding") exprimovaného proteinu. To lze
provést v mnoha pIipadech metodami, které jsou odbornikim znamy
(R. Rudolph et al. (1996), in: Protein Function: A Practical
Approach, Ed.: Creighton, T.E., 1-39). P¥i t&chto postupech se
protein ve form& IB solubilizuje p¥iddnim silného denatura&niho
%inidla v redukujicich podminkéch a pak se renaturuje.

Jen ve vyjimednych p¥ipadech Jje moZny export do
bakteridlniho periplazmatického prostoru pomoci eukaryotické
prosekvence nebo signdlni sekvence, protoZe se zde mizZe
akumulovat jen velmi malé mnoZstvi produktu z davodu nizké
transportni kapacity bakterialniho exportniho mechanismu.

Bakteridlni cytoplazma se vyrazné 1is1 od
extraceluldrnfho prostoru eukaryot. Na jedné strané€ jsou zde
redukujici podminky, na druhé stran& zde neni Z24dny mechanismus

pro odstépeni N-koncové vedouci ("leader") sekvence
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z maturovaného (zralého) proteinu. Syntéza vSech
cytoplazmatickych proteint za&ind methioninem, ktery je kdédovan
p¥isludnym iniciadnim (startovnim) kodonem (ATG = iniciace
translace). Tento N-koncovy methionin je u mnoha proteint
zachovan, zatimco u jinych je odit&pen methioninaminopeptidézou
(MAP), kterd je p¥itomna v cytoplazm& a je vlastni hostiteli.
(&innost Zt&peni zavisi v podstaté& na dvou parametrech:

1. povaha nédsledujici aminokyseliny a

2. Lokalizace N-konce v trojrozm&rné struktu¥e proteinu.

N-koncovy methionin je p¥ednostn& odstranén, kdyZ
nisledujici aminokyselinou je serin, alanin, glycin, methionin
nebo valin a kdy¥ N-konec je exponovédn, tzn. kdyZ neni "ukryt"
uvnit¥ proteinu. Na druhé stran&, kdyZ Jje nésledujici
aminokyselina jind, p¥edev3im nabitd aminokyselina (kyselina
glutamovéd, kyselina asparagova, lysin, arginin), nebo kdyZ je
N-konec 1lokalizovadn uvnit¥ proteinu, ve vét3in& p¥ipada k
od&t&peni N-koncového methioninu nedojde (Knippers, Rolf (1995)
Molekulare Genetik, 6th edition, Georg ThiemeVerlag, Stuttgart,
New York. ISBN 3-13-103916-7).

Dokonce i kdy% aminokyselina podporujici Stépeni je
p¥itomna v poloze 2, 3té&peni je zridkakdy Uplné. Obvykle
vyznamné mno¥stvi (1-50%) zlstane neovlivné&no MAP.

V minulosti produkce rekombinantnich farmaceutickych
proteint v bakteridlnich buiikdch se jednoduse vklédal
methionin-kédujici ATG startovni kodon p¥ed otev¥eny éteci
rédmec (ORF) pro maturovany protein (tj. bez signédlni sekvence
nebo jinych extenzi N-konce). Exprimovany protein pak mé&l
sekvenci "H,N-Met-cilovy protein". Pouze v né€kolika p¥ipadech
bylo moZné dosdhnout uplného odit&pené N-koncového methioninu

MAP hostitele. V&tZina proteinQi p¥ipravovanych timto zplisobem




byla tudi¥ budto nehomogenni na svém N-konci (jednalo se o smés
Met-formy a formy bez Met) nebo wm&ly vSechny molekuly
dodate&nou cizorodou aminokyselinu (Met) ne svém N-konci(pouze
Met-forma) .

Tato nehomogenita nebo odchylka od p¥irodni sekvence je
v8ak v mnoha p¥ipadech nepfijatelnd, nebot takové produkty
Zasto vykazuji odliZné imunologické (nap¥. indukce protiléatek)
a farmakologické vlastnosti (biologicky polodas,
farmakokinetika) . 7Z t&chto diuvodd je nyni nutné produkovat
vétdinou p¥irodn& identické produkty (homogenni a bez cizorodé
aminokyseliny na N-konci). V pfipadé cytoplazmatické exprese je
népravou zpravidla fdze Bt&pné sekvence ("leader" sekvence) pro
specifickou endopeptidézu (nap¥. Faktor Xa, enterokindza, KEX
endopeptidazy, IgA proteaza) nebo aminopeptidézu (nap¥.
dipeptidylaminopeptidédza) na N-konec cilového proteinu. AvSak
a¥ predstavuje dal3i krok a vynaloZeni dalZich nékladd a
materidlu p¥i nésledném (tzv. downstream) zpracovani produktu.
Navic v p¥ritomnost IB v mnoha p¥ipadech vedouci sekvence
naruduje a n&kdy zcela zabrafiuje svinuti proteinu.

Tak¥e existuje stdld pot¥eba novych zplusobu pEipravy
po¥adovaného heterologniho cilového proteinu, ktery je
exprimovén v bakteri&lnich butikdch ve form& inkluznich télisek,
ze kterych pak mi¥e byt p¥ipraven cilovy protein s poZadovanym
uniformnim N-koncem. Takovy zplsob p¥ipravy poZadovaného
cilového proteinu z inkluznich t&lisek uzitim virové
autoprotedzy N z pestiviru je p¥edmétem p¥edkladaného

vynélezu.

Pestiviry tvo¥i skupinu patogend, které zplisobuji znacné

ekonomické ztradty v chovech prasat a pfeZvykavcia po celém




svét&. Zv1a3té vyznamnym patogenem je klasicky virus horelky
prasat (CSFV, "Clasical swine fever virus"), ktery zplsobuje
prenosné onemocn&ni a podléh& tudiZ ohlaSovaci povinnosti.
Ztraty zpusobené virem prujmu hov&ziho dobytka (BVDV, "bovine
viral diarrhoea virus") jsou také znalné, =zejména z diavodu
pravidelného vyskytu intrauterinni infekce ploda.

Pestiviry jsou malé obalové viry, jejichZz genom
velikosti 12,3 kb plsobi p¥imo jako mRNA, ze které jsou v
cytoplazm& transkribovany virové produkty. K tomu dochézi wve
form& jediného polyproteinu, ktery obsahuje p¥ibliZn& 4000
aminokyselin a ktery Jje na3t&pen virovym a bunéénymi
protedzami na 12 zralych proteinu.

Do nyn&jdka byly identifikovény dv& virové kbédované
protedzy u pestivirli, a sice autoproteaza NP*® a serinova
protedza NS3. N-koncovd protedza N° je 1lokalizovéna na
N-konci polyproteinu a ma& 2zjevnou molekulovou hmotnost
23000 (D). Katalyzuje St&peni, ke kterému dochdzi mezi jejim
vlastnim C-koncem (Cys168) a N-koncem (Ser169)
nukleokapsidového proteinu C (R. Stark et al., J. Virol. 67
(1993), 7088-7095) . Navic duplikace genu NPe byly
popsény u cytopatogennich vird BVDV. V nich je druhd kopie NF™
na N-konci podobné& duplikované NS3 protedzy. Autoproteolytické
t&peni proteinu NPF°-NS3 bylo pozorovano i v tomto p¥ipadé
(R. Stark et al., viz vySe).

N*° je autoprotedza délky 168 aminokyselin a zjevnou M,
20000 (Dalton, D) (in vivo). Je prvnim proteinem v polyproteinu
pestivirt (CSFV, BVDV nebo BDV ("border disease virus")) a
podléhd autoproteolytickému odstépeni od nédsledujiciho
nukleokapsidového proteinu C (M. Wiskerchen et al., J. Virol.

65 (1991), 4508-4514; Stark et al., d. Virol. 67 (1993),




7088-7095) . Toto Stépeni se uskutedniuje za  posledni

aminokyselinou sekvence N?*°, tj. Cyslé8.

Podstata vyndlezu

Nyni byloc p¥ekvapiv& zjiSténo, Ze autoproteolyticka
funkce autoprotedzy N° miZe Dbyt vyuZita k vyStépeni
heterologniho polypeptidu z fdzniho proteinu, ktery Dbyl
exprimovan ve form& inkluznich t&lisek v bakteridlnim expresnim
systému a ktery obsahuje autoproteazu NP 2z pestiviru a
heterologni polypeptid. TakZe neSt&peny NF° fdzni protein je
izolovadn =z inkluznich t&lisek, solubilizovdn a pak Stépen
v prib&hu "znovusvinuti" ("refolding").

Jeden aspekt predkladdaného vyndlezu se tykd zplsobu
rekombinantni produkce heterologniho polypeptidu, ktery
obsahuje kroky, kdy

(I) kultivuji se bakteridlni hostitelské buriky, které
jsou transformované expresnim vektorem obsahujicim molekulu
nukleové kyseliny, kterid kéduje fazni protein, p¥icemZ fdzni
protein obsahuje prvni polypeptid, ktery md& autoproteolytickou
funkci autoprotedzy NP z pestiviru, a druhy polypeptid, ktery
je navézan na prvni polypeptid na C-konci prvniho polypeptidu
takovym zplsobem, Ze druhy polypeptid miZe byt vysStépen
z fdzniho proteinu autoproteolytickou aktivitou prvniho
polypeptidu, a druhy polypeptid je heterologni polypeptid,
p¥idemZ kultivace probihd za podminek, které vedou k expresi
fdzniho proteinu a k vytvé¥eni odpovidajicich cytoplazmatickych
inkluznich télisek,

(II) izoluji se inkluzni t&liska z hostitelskych bun&k




(III) izolovand inkluzni té&liska se solubilizuji,

(IV) solubilizat se natedi tak, aby vznikl reakéni
roztok, ve kterém prob&hne autoproteolytické vyStépeni
heterologniho polypeptidu z fizniho proteinu a

(V) izoluje se vy3té&peny heterologni polypeptid.

Polypeptid s autoproteolytickou funkci autoprotedzy N°°
pestiviru je pYedev8im autoprotedza N° pestiviru, nebo jeji
derivat s autoproteolytickou aktivitou.

V popisu pt¥edkladaného vynalezu termin "heterologni
polypeptid" znamend polypeptid, ktery neni v p¥irod& odit&povan
autoprotedzou NP*° pestiviru z p¥irodné€ se vyskytujiciho fazniho
proteinu nebo polyproteinu. K p¥ikladim heterolognich
polypeptidd pat¥i primyslové enzymy nebo polypeptidy
s farmaceutickou aktivitou, ptedeviim farmaceutickou aktivitou
u &lovéka.

K p¥ikladim vyhodnych polypeptidld s humanni
farmaceutickou aktivitou pat¥i cytokiny jako jsou interleukiny,
nap¥. IL-6, interferony jako jsou leukocytdrni interferony,
napt. interferon o2B, rastové faktory, p¥edevS8im rustové
faktory udastnici se hematopoezy hojeni poranéni, jako jsou
nap¥. G-CSF, erythropoetin nebo IGF, hormony jako je nap¥.
huménni rastovy hormon (hGH), protilatky anebo vakciny.

Ve zpusobu podle vyndlezu je pestivirus vyhodné vybran ze
skupiny obsahujici CSFV, BDV a BVDV, 2zvla3té vyhodné je
pestivirus CSFV.

Vyhodny zplisob podle p¥edkléddaného vynédlezu je takovy,
kdy prvni polypeptid £fdzniho proteinu obsahuje nasledujici
aminokyselinovou sekvenci autoprotedzy N°° z CSFV (viz také

sekvence s pristupovym &islem X87939 v databazi EMBL)




(aminokyseliny 1 aZ 168, &teno ve sméru od N-konce do C-konce)

(1) -MELNHFELLYKTSKQKPVGVEEPVYDTAGRPLFGNPSEVHPQSTLKLPHDRGRGDIRTT
LRDLPRKGDCRSGNHLGPVSGIYIKPGPVYYQDYTGPVYHRAPLEFFDEAQFCEVTKRIGRVT
GSDGKLYHIYVCVDGCILLKLAKRGTPRTLKWIRNFTNCPLWVTSC- (168) ,

nebo aminokyselinovou sekvenci jejiho derivéatu, ktery mé
autoproteolytickou aktivitu.

Polypeptidy s autoproteolytickou aktivitou autoproteédzy
NP*° pestiviru mohou byt derivaty autoprotedzy N*° pestiviru,
ziskané =z autoprotedzy N pestiviru mutagenezi, =zejména
uZitim substituci, deleci, adici a/nebo inzerci aminokyselin,
pokud je uchovéna poZadovand autoproteolytickd -aktivita,
predev8im pro vytva¥eni poZadovanych heterolognich polypeptidu
s homogennim N-koncem. Zplsoby p¥ipravy takovych derivatl
mutagenezi jsou odbornikim zndmy. Takovymi mutacemi je moZné
optimalizovat aktivitu autoprotedzy N° vzhledem k riznym
heterolognim proteintim, které maji byt vyS8té&€peny =z fdzniho
proteinu. Po p¥iprav€ nukleové kyseliny, kterd kdéduje fazni
protein, ktery krom& poZadovaného heterologniho proteinu
obsahuje derivat autoprotedzy N°° vykazujici jednu nebo wvice
mutaci vzhledem k p¥irodn& se vyskytujici autoprotedze N°, se
uréi, zda je poZadovana funkce p¥itomna stanovenim
autoproteolytické aktivity.

Autoproteolytickd aktivita miZe byt nap¥. detekovéna
nejd¥ive solubilizaci izolovanych/purifikovanych IB v roztoku
7 M guanidin/HCl a pak nafedé&nim 1:100 v reak&nim pufru. Po
inkubaci 24 hodin se reak&ni roztok vySet¥i SDS-PAGE, zda do8lo
ke Zt&peni. Pro identifikaci podilu na¥tépenych a nenaStépenych

molekul se provede Western p¥enos (Western blot). Podil




nast&peného materidlu se stanovi denzitometrickou analyzou SDS-
PAGE gell obarvenych Coomassie mod¥i.

Vyhodny zplsob podle predkléddaného vynédlezu Jje napf.
takovy, kdy expresni vektor obsahﬁje nukleovou kyselinu, kteréa
kéduje fiazni protein, ktery mé& N-koncovy usek, kde byla jedna
nebo n&kolik aminokyselin deletovéno nebo substituovéno v lsek
aminokyselin 2 a% 21, pokud vznikly derivat nadale vykazuje
autokatalytickou funkci autoprotedzy N°*° v poZadovaném rozsahu.
Podle vyndlezu vyhodny derivat autoprotedzy N*° ve fdznim
proteinu obsahuje nap¥. aminokyselinovou sekvenci autoproteazy
N°* z CSFV s deleci aminokyselin 2 aZ 16 nebo 2 aZ 21. Je také
mo¥né prost¥ednictvim substituce nebo adice aminokyselin zménit
nebo vloZit aminokyselinovou sekvenci, nap¥. se vnese
aminokyselinovad sekvence, kter& napomidhd p¥i purifikaci.

Molekula nukleové kyseliny, kterd je zvlasté& vyhodnd ve
zpisobu podle vyndlezu kéduje takovy fdzni protein, kde prvni
polypeptid obsahuje aminokyselinovou sekvenci Glu22 aZz Cyslés
autoprotedzy N°° z CSFV nebo jeji derivat s autoproteolytickou
aktivitou, p¥idem¥ prvni polypeptid dédle m& Met jakoZto N-konec
a heterologni polypeptid je napojen p¥imo na aminokyselinu
Cysl68 autoprotedzy N°*° z CSFV.

Molekula nukleové kyseliny, kterd je podobné€ vyhodnad ve
zpisobu podle vyndlezu, kéduje fazni protein, kde prvni
polypeptid obsahuje aminokyselinovou sekvenci Prol7 az Cyslés8
autoprotedzy NP z CSFV nebo jeji derivédt s autoproteolytickou
aktivitou, p¥i&emZ prvni polypeptid ddle mé Met jakoZto N-konec
a heterologni polypeptid je napojen p¥imo na aminokyselinu
Cys168 autoprotedzy N°° z CSFV.

Molekula nukleové kyseliny ve zplsobu podle vyndlezu je

predevEim ve form& molekuly DNA.
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Expresni vektor pro zpisob podle pFfedkléddaného vynédlezu
vyhodn& obsahuje alespoil jednu sekvenci pro kontrolu exprese.
Sekvence pro kontrolu exprese jsou p¥edev3im promotory (napf.
lac, tac, T3, T7, trp, gac, vhb, lambda pL nebo phoA), vazebna
mista ribozomd (nap¥. p¥irozend vazebnd mista ribozoml pat¥ici
k vySe zmin&nym promotorlm, cro nebo syntetickd vazebnd mista
ribozoml), nebo termindtory transkripce (nap¥. rrnB T1T2 nebo
bla). Zmin&né hostitelské butiky jsou vyhodn& bakteridlni bulky
rodu Escherichia, p¥edev8im E. coli. AvS8ak mohou byt uZity i
jiné bakteridlni buiiky. Ve vyhodném provedeni vynalezu jJe
expresnim vektorem plazmid.

Bakteridlni hostitelské bunky pro zpusob podle
p¥edklédaného vyndlezu mohou byt vybrény ze skupiny obsahujici
nasledujici mikroorganismy: Gram-negativni  baktérie rodu
Escherichia, nap¥. E. coli, nebo jiné Gram-negativni baktérie,
nap¥. Pseudomonas sp., jako je nap¥. Pseudomonas aeruginosa,
nebo Caulobacter sp., jako je nap¥. Caulobacter crescentus,
nebo Gram-pozitivni  baktérie jako Jjsou baktérie rodu
Bacillus sp., pYredevdim Bacillus subtilis. 2Zv1ast& vyhodné
hostitelské buiiky jsou E. coli.

Bakteridlni hostitelské buiiky, tj. expresni kmen téchto
bun&k, se kultivuje obvyklym mikrobiologickym zpusobem, ktery
je odbornikovi znadm. Kmen je kultivovén z jedné vychozi kolonie
na %ivném médiu, ale je také mo¥né jako vychoziho materidlu
u¥it kryoprezervovanou suspenzi bunék (bun&fné banky). Kmen se
obecn& kultivuje v n&kolika stupifiovém procesu, aby byla ziskéna
dostatednd biomasa pro dal3i zpracovéni.

V malém m&¥itku probihd kultivace v prot¥epavanych
kultiva&nich lahvich, ve v&t3in& p¥ipadd je moZné uZit Uplné

médium (nap¥. LB #¥ivné médium). AvSak miZe se uZit také




specificky definované wmédium (nap¥. citratové médium). Pro
kultivaci se p¥ipravi maloobjemovd prekultura hostitelského
kmenu (inockulovand jedinou kolonii nebo kryoprezervovanou
bun&&nou suspenzi), teplota p¥i této kultivaci obvykle neni
kritickd pro pozd&€jsi vysledky exprese, takZe se rutinné
provéddi p¥i vy38ich teplotéch (nap¥. 30°C nebo 37°C). Hlavni
kultura se nasadi ve vét3im (nap¥. 500 ml), kde je p¥edev3im
nutné zajistit dobré provzduZnéni (velky objem kultivaéni
nddoby proti objemu obsahu, vysokd rychlost rotace). JelikoZ
je fmyslem dosdhnout exprese ve formé nerozpustnych inkluznich
t&lisek, hlavni kultura se ve vét8iné p¥ipadl provaddi pfi
relativné vysokych teplotéach (nap¥. 30 nebo 37 °QC).
Indukovatelné systémy jsou zv1lasté vhodné k produkci inkluznich
t8lisek (nap¥. uZitim promotoru trp, lac, tac nebo phoA). Po
té, co bylo dosa¥eno pozdni logaritmické féze (obvykle pfi
optické hustot& 0,5 aZ 1,0 v t¥epanych lahvich) se v té&chto
systémech p¥idd induktor (nap¥. indolylakrylovad kyselina,
isopropyl B-D-thiogalaktopyranosid = IPTG) a inkubace pokraduje
ddle 1 a¥ 5 hodin. V prtb&hu této doby se vétS8ina N° fdzniho
proteinu deponuje v bakteridlni cytoplazmé& ve form&€ inkluznich
t&8lisek. Buriky je pak moZné sklidit a déle zpracovat.

Ve vét3im m&¥itku vicestupiiovy kultivadni proces probihéa
v ¥ad® Dbioreaktortt (fermentortl), p¥ifemZ Jje vyhodné uZit
definovand %ivnd média, aby bylo moZné zlepSit ovladani a
kontrolu procesu. Krom& toho je moZné vyznamné zvyS8it narust
biomasy a tvorbu produkﬁu davkovanim urditych Zivin ("Zivna
divka"). Jinak je proces analogicky procesu v malém m&¥itku
v t¥epanych 1lahvich. Tak nap¥. se uZije fermentor pro

p¥edb&¥nou fazi a fermentor pro hlavni fézi a =zvoli se

kultiva¥ni teploty shodné s teplotami p¥i kultivaci v lahvich.




Fermentor pro predb&Znou f&zi je inokulovédn inokulem, které se
vyp&stuje z jediné kolonie nebo z kryokultury v kultivadni
lahvi. Ve fermentoru je také t¥eba zajistit dobré
provzdusiiovdni a p¥itomnost dostate&né koncentrace induktoru,
zejména pak v hlavni f&zi. Indukéni f&ze v3ak musi byt nékdy
jinak dlouh& ne¥ indukce v kultivadni lahvi. Vysledné buliky se
pak u%iji pro dalsi zpracovani.

Ve zpusobu podle p¥edklddaného vynédlezu se inkluzni
t&liska izoluji =z hostitelskych bun&k zplsobem, ktery je
odbornikim znadm a byl popsan nap¥. v publikacich: R. Rudolph et
al., in: Creighton, T.E. (Ed.), Protein Function, A Practical
Approach, IRL Press, (1996), 1-39; R. Rudolph , 1in: H.
Tschesche (Ed.), Modern Methods in Protein and Nucleic Acid
Research, De Gruyter, Berlin, (1990), 149-171; R. Rudolph, in:
J.L. Cleland & C.S. Craik (Eds.), Protein Engineering:
Principles and Practices, Wiley-Liss Inc., (1995), 283-2098.

Tak nap¥iklad po ukoneni fermentace se bulky sklidi
centrifugaci. Inkluzni t&liska (IB) p¥itomnd v buiikkdch se
ziskaji po rozruSeni bun&€k nap¥. vysokotlakou disperzi
jednodufe centrifugaci p¥i nizkych ot&dkach rotoru. Cistota
2z hlediska po¥adovaného cilového proteinu -=se miZe zlepSit
opakovanym resuspendovanim IB v ruznych pufrech, nap¥. s NaCl
(nap¥. 0,5 aZz 1,0 M) a/nebo s detergenty (napf¥. Triton
X-100). To obvykle vede k odstran&ni vétdiny cizorodych
proteint z IB. Zbytky cizorodych proteini obvykle nenaruduji
autoproteolytické Stépeni.

Solubilizace se rutinn& provddi rozpudténim IB nap¥.
v pufru obsahujicim guanidin (nap¥. 0,1 M tris/HCl, 6,0 M
guanidin/HCl, 5 mM EDTA, 50 mM DTT) (viz napf. R. Rudolph et
al., (1996); R. Rudolph (1990), R. Rudolph (1995), cit. vyse) .




Po odstran&ni nerozpustného materidlu nap¥. centrifugaci 1lze
v supernatantu provést stanoveni koncentrace proteinu.

Autoproteolytického vySt&peni heterologniho polypeptidu
z fdzniho proteinu se dosdhne na¥ed&nim solubilizdtu Stépicim
pufrem (nap¥. v pomé€ru 1 ml solubilizdtu + 99 ml Stépiciho
pufru), nap¥. pufrem obsahujicim Tris, vyhodné& v koncentraci
0,8-1,0 M, nebo 3t&picim pufrem obsahujicim arginin, vyhodné s
0,4-0,6 M argininem, nap¥. p¥i neutrdlnim pH, vyhodn& p¥i
pH 7,0-7,5, a p¥i teplot& nap¥. niZ?8i neZ 30°C, vyhodné& 10 az
20°C, gim¥ se vytvori reak®ni roztok (viz také R. Rudolph
(1996), cit. vyZe). St&pici roztok se pak inkubuje po urditou
dobu, nap¥. 12 hodin, a mira Stépeni NP pak maZe byt
analyzovana nap¥. pomoci SDS-PAGE.

Ve vyhodném provedeni je  solubilizat na¥é&dén pufrem
obsahujicim arginin tak, aby vy¥sledn& koncentrace argininu byla
do 1,0 M, vvyhodn& 0,4 aZ 0,6 M. Alternativné se na¥é&déni
provede dialyzou solubilizovanych inkluznich télisek proti
vhodnému 3té&picimu pufru obsahujicimu arginin.

Teplota reak&niho pufru pro Stépeni je v rozmezi 0 °C aZ
30°C, vyhodni teplota je 10 °C aZ 20 °C.

pH reak&niho pufru je nap¥. v rozmezi °5,0 aZ 9,0. pH je
vyhodn& 7,0 a% 8,0, zvl1asté vyhodné& 7,0 aZz 7,5.

Tam, kde je to vhodné, reak&ni pufr obsahuje také DIT
v koncentraci 0,5 a¥ 100 mM. DDT koncentrace je vyhodné
p¥ibliZn& 5,5 mM.

Koncentrace proteinu v reak&nim roztoku pro Stépeni je
nap¥. Vv rozmezi 20 aZ 150 pg/ml. Koncentrace proteinu je
vyhodné ni%8i neZ 40 pg/ml.

Reakéni pufr p¥i 3St&peni mhZe obsahovat Tris/HC1

v koncentraci nap¥. do 1,0 M. Koncentrace Tris/HCl je vyhodné




0,8 M azZ 1,0 M.

Misto pufru obsahujiciho arginin nebo Tris/HCl pufru je
moZné uZit i jiny pufrovaci systém.

Ve zvla3té& vyhodném provedeni vynédlezu je pH 8tépiciho
pufru 7,0 a% 7,5, teplota p¥i Sté&peni je 10 °C aZ 20 °C,
koncentrace proteinu nep¥esahuje 40 a% 50 pg/ml, a p¥itom
St&pici pufr obsahuje jakoZto redukéni &inidlo 5mM DTT.

A nakonec, heterologni polypeptid, ktery byl vyStépen
z fdzniho proteinu, je izolovén zpusobem, ktery je odbornikim
zndm (viz nap¥. M.P. Deutscher, in: Methods in Enzymology:
Guide to Protein Purification, Academic Press Inc., (1990),
309-392).

Nasledujici p¥iklady slouZi k ilustraci a p¥edkladaného

vyndlezu, aniZ by jakkoliv omezovaly jeho rozsah.

P¥ik v i nélez
P¥iklad 1
Exprese a in vitro Bt&peni NP°-hGH (humdnni ristovy hormon)

FGzni proteiny jsou produkovany heterologni expresi
v bakteridlnim expresnim systému Escherichia coli (vektor
pl60TP1 s hostitelem W3110). VBechny elementy pro konstrukci
vektoru tohoto systému pochdzeji z genomu E. coli.

pl60TP1 je vektor odvozeny vz pBR322, ve kterém je
exprese ¥izena  modifikovanym E. coli trp promotorem
s deletovanym atenuétorem. Sekvence Shine-Dalgarnova

v atenudtorovém peptidu ze stejného operonu byla uZita jako




vazebné misto ribozomd (RBS). Dvojity termindtor T1T2 2z genu
E. coli rrnB zajiBtuje, spolené s termindtorem genu bla
ponechanym v konstruktu, G&innou terminaci transkripce.

Expresni kazeta byla vloZena do mista EcoRI v pBR322
v opadném sm&ru (proti sm&ru hodinovych rufifek, tj. opalné&
orientovand ne% je gen rezistence k tetracyklinu). Gen pro
B-laktamdzu (bla) byl deletovdn spolen€ s promotorem.
Strukturni geny pro heterologni proteiny, které maji byt
exprimovany, jsou vloZeny (obecn& jako PCR fragmenty p¥im&fené
nastdpené) prost¥ednictvim 3t&pného mista Xbal v poloze 3506.

Expresni plazmid (NPH-pPET) slouzil jako zdroj
strukturniho genu NP°-hGH. Plazmid obsahuje zna&my expresni
vektor pET1lla (F.W. Studier et al., Methods. Enzymol. 185
(1990), 60-89). Nejd¥ive byl fdzni protein sestévajici z N a
CSFV nukleokapsidového proteinu klonovén do expresniho vektoru.
To umo¥nilo prvnich 16 aminokyselin (aa) p¥irodni sekvence N°*°
(MELNHFELLYKTSKQK) nahradit 10 aa dlouhou oligo-histidinovou
sekvenci (MASHHHHHHH) napomé&hajici purifikaci. étépné misto
Spel bylo vneseno do vysledného expresniho plazmidu v misté
spojeni mezi N a nukleokapsidovym proteinem cilenou
mutagenezi. To umoZnilo deletovat strukturni gen pro
nukleokapsidovy protein z vektoru restrikci Spel (na 5'-konci)
a XhoI (na 3'-konci). Odpovidajici linearizovany vektor N**°-
pET1lla byl oddé&len od fragmentu nukleokapsidového genu
preparativni gelovou elektroforézou. Pak bylo moZné vloZit
strukturni gen hGh prost¥ednictvim "lepivych" konci Spel a
XhoTI.

Byly pot¥ebné nésledujici p¥ipravné préce. Strukturni

gen byl amplifikovdn pomoci vysoce p¥esného systému PCR

(napfiklad Pwo systém od firmy Roche Biochemicals, postup byl
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proveden podle pokynd vyrobce) z cDNA knihovny hum&nniho mozku.

Pro tento Gfel byly pouZity nésledujici oligonukleotidy:

Oligonukleotid 1 ("N-koncovy"):
5°- ATAATTACTA GTTGTTTCCC AACCATTCCC TTATCCAGGC C -3°

Oligonukleotid 2 ("C-koncovy") :
5°- ATAATTGGAT CCTCGAGTTA TTAGAAGCCA CAGCTGCCCT CCAC -3~

Pomoci t&chto oligonukleotidl bylo vneseno 3té€pné misto
Spel na 5°-konec, a 3t&pné misto Xhol bylo vneseno na 3’-konec.
Navic byl na 3‘'-konec strukturniho genu vloZen dvojity stop
kodon ochre (TAATAA) kvili G&inné terminaci translace. 35t&pné
misto Spel na p¥ednim konci dovoluje ligaci ve shodé se Ctecim
ramcem vektoru NP-pETlla popsaného vySe. St&pné misto XhoI na
zadnim konci umoZfiuje p¥imé klonovéni. Takto pYipraveny plazmid
byl nazvédn NPH-pET.

Tento plazmid NPH-pET byl, jak jiZ bylo zminé€no, uZit
jako zdroj strukturniho genu pro fizni protein NP°-hGH. Pro
tento G&el byla uZita vysoce p¥esnd PCR s Pwo polymerézou, kdy
templatem byl plazmid NPH-pET linearizovany XhoI. Pro p¥ipravu

fragmentu vhodného pro klonovédni byly uZity nésledujici

primery:

P¥edni konec (odpovidd N-konci proteinu) strukturniho genu:

5 -AGGGTATCTA GAATTCTATG CCAGTGGGAG TGGAGGAACC G-3°

Zadni konec (odpovidad C-konci proteinu) strukturniho genu:

5°-AGAATTAAGC TTCTAGATTA TTAGAAGCCA CAGCTGCCCT CCAC-3°




St&pnd mista Xbal (p¥edni a zadni) pouZitd pro nésledné
klonovédni jsou vyznadena podtrZenim, a start-kodon (ATG) a
stop-kodon (TAATAA) jsou vyznaleny vét3imi typy.

Tyto dva oligonukleotidy vedly k amplifikaci
strukturniho genu s otev¥enym &tecim rémcem (ORF) pro  fdzni
protein (FP), kde purifika®ni pomicka His, a pYredchézejici
aminokyseliny (s vyjimkou methioninu nezbytného pro =zah&jené
translace) byly zcela odstranény.

Sekvence PCR fragmentu (1072 bp), ktery obsahuje
otev¥eny &teci ramce pro fGzni protein NP°-hGH je uveden niZe.
Start-kodon a dva stop-kodony jsou vyznaleny tuné& a Eté€pna

mista Xbal u¥itd pro klonovéani jsou vyznadena podtrZenim.

5' - AGGGTATCTAGAATTCTATGCCAGTGGGAGTGGAGGAACCGGTGTATGACACCGCGGGGA
GACCACTATTTGGGAACCCAAGTGAGGTACACCCACAATCAACGCTGAAGCTGCCACACGACA
GGGGGAGAGGAGATATCAGAACAACACTGAGGGACCTACCCAGGAAAGGTGACTGTAGGAGTG
GCAACCATCTAGGCCCGGTTAGTGGGATATACATAAAGCCCGGCCCTGTCTACTATCAGGACT
ACACGGGCCCAGTCTATCACAGAGCTCCTTTAGAGTTCTTTGATGAGGCCCAGTTCTGCGAGG
TGACTAAGAGAATAGGCAGGGTCACGGGTAGTGATGGTAAGCTTTACCACATATATGTGTGCG
TCGATGGTTGCATACTGCTGAAATTAGCCAAAAGGGGCACACCCAGAACCCTAAAGTGGATTA
GGAACTTCACCAACTGTCCATTATGGGTAACTAGTTGTTTCCCAACCATTCCCTTATCCAGGC
CTTTTGACAACGCTATGCTCCGCGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGG
AGTTTGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAGAAGTATTCATTCCTGCAGAACCCCCAGACCT
CCCTCTGTTTCTCAGAGTCTATTCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCA
ACCTAGAGCTGCTCCGCATCTCCCTGCTGCTCATCCAGTCGTGGCTGGAGCCCGTGCAGTTCC
TCAGGAGTGTCTTCGCCAACAGCCTGGTGTACGGCGCCTCTGACAGCAACGTCTATGACCTCC
TAAAGGACCTAGAGGAAGGCATCCAAACGCTGATGGGGAGGCTGGAAGATGGCAGCCCCCGGA
CTGGGCAGATCTTCAAGCAGACCTACAGCAAGTTCGACACAAACTCACACAACGATGACGCAC
TACTCAAGAACTACGGGCTGCTCTACTGCTTCAGGAAGGACATGGACAAGGTCGAGACATTCC
TGCGCATCGTGCAGTGCCGCTCTGTGGAGGGCAGCTGTGGCTTCTAATAATCTAGAAGCTTAA




TTCT-3'

Tento ORF tedy kéduje fizni protein zndzornény niZe, kde
proline v pozici 2 odpovidd prolinu v pozici 17 puvodniho
p¥irodniho proteinu N°. Sekvence fizniho proteinu N°°-hGH
(344 aminokyselin, =z toho 153 aminokyselin je N° a 191
aminokyselin je hGH) je nésledujici (&teno ve sméru od N-konce
k C-konci), kde prolin 17 (pozice 2 fazniho proteinu)
z p¥irodni sekvence N*° je uveden kurzivou a sekvence hGH je

vyznalena tulné:

MPVGVEEPVYDTAGRPLFGNPSEVHPQSTLKLPHDRGRGDIRTTLRDLPRKGDCRSGNHLGPV
SGIYIKPGPVYYQDYTGPVYHRAPLEFFDEAQFCEVTKRIGRVTGSDGKLYHIYVCVDGCILL
KLAKRGTPRTLKWIRNFTNCPLWVTSCFPTIPLSRPFDNAMLRAHRLHQLAFDTYQEFEEAYI
PKEQKYSFLQNPQTSLCFSESIPTPSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFAN
SLVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGL
LYCFRKDMDKVETFLRIVQCRSVEGSCGF

Fazni protein mi& M, 39316,92 (D) v redukovaném stavu, a
po ptipadném rozit&€peni by &ast N (redukovand) méla M,
17220,02 (D) a &&st hGh (redukovania) by m&la "22114,88 (D). N
obsahuje #est cysteini a hGh &ty¥i. Je pravd€podobné, Ze
v bakteridlni cytoplazmé jsou tyto cysteiny vét&inou
v redukované form&. V prtb&u dal8iho opracovani dochézi
pravdépodobn& alespoii k &&stefnému vytvo¥eni disulfidickych
mistkd. Je t¥eba predpoklédat, Ze N-koncovy methionin ve faznim
proteinu (nebo Césti NP7°) je vét3inou Stépen
methioninaminbpeptidézou (MAP) vlastni hostiteli, coZ by

redukovalo M, p¥ibli¥n& o 131 (D) na 39186 (D) (FP) a 17089
(D) (NP®) .




PCR fragment s popsanym strukturnim genem pro FP byl
purifikovdn a naSt&pen Xbal, a dva produkty &té&peni byly
odd&leny od cilového fragmentu. Tento fragment byl pak ligovan
do expresniho vektoru pl60TP1.

Vektor byl nejd¥ive linearizovén &tépenim Xbal a na
5’ -konci defosforylovadn plsobenim teleci intestindlni fosfatazy
(CIP). Pro ligaci byla uZita T4 DNA ligédza. Ligovand DNA byla
vnesena eletroporaci do bun&k Escherichia coli K-12 DH1O0B a
buiiky pak byly naneseny na plotny s LB ("Luria broth") agarem
obsahujicim 15 mg/l tetracyklinu. Z této transformace vznikly
Zetné kolonie. Plazmidovad DNA byla izolovéna z nékolika klonl a
byla vySet¥ena restrikéni analyzou na p¥itomnost inzertu
sprédvné velikosti a orientace. Jeden klon byl vybran a byla
provedena jeho podrobnd analyza a charakterizace restrikénimi
enzymy a sekvencovdnim. Plazmid odpovidal vSem p¥edchozim
vypodtim a analyzdm. Tento plazmid byl nazvédn pNPH1 a byl
pouZit v dalSi préci.

Sekvence NP°-hGH expresniho plazmidu pNPH1 (4840 bp) je
uvedena ni¥e. Start-kodon a stop-kodon fdzniho proteinu NP*°-hGH
jsou podtrZeny. Otev¥eny &teci ramec probihd v opa&né orientaci

ne¥ jak je zndzorn&no v této formé.

5' -GAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTTAATGCGGTAGTTTATCACAGTT
AAATTGCTAACGCAGTCAGGCACCGTGTATGAAATCTAACAATGCGCTCATCGTCATCCTCGG
CACCGTCACCCTGGATGCTGTAGGCATAGGCTTGGTTATGCCGGTACTGCCGGGCCTCTTGCG
GGATATCGTCCATTCCGACAGCATCGCCAGTCACTATGGCGTGCTGCTAGCGCTATATGCGTT
GATGCAATTTCTATGCGCACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCCGCCGCCCAGT
CCTGCTCGCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCGTCCT
GTGGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGG
CGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGC
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TTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTT
GCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCT
AATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGACCGATGCCCTTGAGAGCCTTCAACCCAGTCAG
CTCCTTCCGGTGGGCGCGGGGCATGACTATCGTCGCCGCACTTATGACTGTCTTCTTTATCAT
GCAACTCGTAGGACAGGTGCCGGCAGCGCTCTGGGTCATTTTCGGCGAGGACCGCTTTCGCTG
GAGCGCGACGATGATCGGCCTGTCGCTTGCGGTATTCGGAATCTTGCACGCCCTCGCTCAAGC
CTTCGTCACTGGTCCCGCCACCAAACGTTTCGGCGAGAAGCAGGCCATTATCGCCGGCATGGC
GGCCGACGCGCTGGGCTACGTCTTGCTGGCGTTCGCGACGCGAGGCTGGATGGCCTTCCCCAT
TATGATTCTTCTCGCTTCCGGCGGCATCGGGATGCCCGCGTTGCAGGCCATGCTGTCCAGGCA
GGTAGATGACGACCATCAGGGACAGCTTCAAGGATCGCTCGCGGCTCTTACCAGCCTAACTTC
GATCACTGGACCGCTGATCGTCACGGCGATTTATGCCGCCTCGGCGAGCACATGGAACGGGTT
GGCATGGATTGTAGGCGCCGCCCTATACCTTGTCTGCCTCCCCGCGTTGCGTCGCGGTGCATG
GAGCCGGGCCACCTCGACCTGAATGGAAGCCGGCGGCACCTCGCTAACGGATTCACCACTCCA
AGAATTGGAGCCAATCAATTCTTGCGGAGAACTGTGAATGCGCAAACCAACCCTTGGCAGAAC
ATATCCATCGCGTCCGCCATCTCCAGCAGCCGCACGCGGCGCATCTCGGGCAGCGTTGGGTCC
TGGCCACGCGTGCGCATGATCGTGCTCCTGTCGTTGAGGACCCGGCTAGGCTGGCGGGGETTGC
CTTACTGGTTAGCAGAATGAATCACCGATACGCGAGCGAACGTGAAGCGACTGCTGCTGCAAA
ACGTCTGCGACCTGAGCAACAACATGAATGGTCTTCGGTTTCCGTGTTTCGTAAAGTCTGGAA
ACGCGGAAGTCAGCGCCCTGCACCATTATGTTCCGGATCTGCATCGCAGGATGCTGCTGGCTA
CCCTGTGGAACACCTACATCTGTATTAACGAAGCGCTGGCATTGACCCTGAGTGATTTTTCTC
TGETCCCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCCTCACAACGTTCCAGTAACCGGGCATGT
TCATCATCAGTAACCCGTATCGTGAGCATCCTCTCTCGTTTCATCGGTATCATTACCCCCATG
AACAGAAATTCCCCCTTACACGGAGGCATCAAGTGACCAAACAGGAAAAARACCGCCCTTAACA
TGGCCCGCTTTATCAGAAGCCAGACATTAACGCTTCTGGAGAAACTCAACGAGCTGGACGCGG
ATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCAGCTGCC
TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAG
CTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCG
GETCTCGGGGCGCAGCCATCGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGGCTTAACTA
TGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATG
CGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTC
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GGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGA
ATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAA
AAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCG
ACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGG
AAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCT
CCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGT
CGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATC
CGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCAC
TGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCC
TAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTT
CGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCARACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTT
TGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTC
TACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATC
AAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTAT
ATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCTCGAGGCCATCCGTCAGGATGGCCTTCTGCTTAA
TTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGGCCGTTGCTTCGCAA
CGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGA
TAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTCTAGATITATTAGAAGCCAC
AGCTGCCCTCCACAGAGCGGCACTGCACGATGCGCAGGAATGTCTCGACCTTGTCCATGTCCT
TCCTGAAGCAGTAGAGCAGCCCGTAGTTCTTGAGTAGTGCGTCATCGTTGTGTGAGTTTGTGT
CGAACTTGCTGTAGGTCTGCTTGAAGATCTGCCCAGTCCGGGGGCTGCCATCTTCCAGCCTCC
CCATCAGCGTTTGGATGCCTTCCTCTAGGTCCTTTAGGAGGTCATAGACGTTGCTGTCAGAGG
CGCCGTACACCAGGCTGTTGGCGAAGACACTCCTGAGGAACTGCACGGGCTCCAGCCACGACT
GGATGAGCAGCAGGGAGATGCGGAGCAGCTCTAGGTTGGATTTCTGTTGTGTTTCCTCCCTGT
TGGAGGGTGTCGGAATAGACTCTGAGAAACAGAGGCGAGGTCTGGGGGTTCTGCAGGAATGAAT
ACTTCTGTTCCTTTGGGATATAGGCTTCTTCAAACTCCTGGTAGGTGTCAAAGGCCAGCTGGT
GCAGACGATGGGCGCGGAGCATAGCGTTGTCAAAAGGCCTGGATAAGGGAATGGTTGGGAAAC
AACTAGTTACCCATAATGGACAGTTGGTGAAGTTCCTAATCCACTTTAGGGTTCTGGGTGTGC
CCCTTTTGGCTAATTTCAGCAGTATGCAACCATCGACGCACACATATATGTGGTAAAGCTTAC
CATCACTACCCGTGACCCTGCCTATTCTCTTAGTCACCTCGCAGAACTGGGCCTCATCAAAGA
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ACTCTAAAGGAGCTCTGTGATAGACTGGGCCCGTGTAGTCCTGATAGTAGACAGGGCCGGGCT
- TTATGTATATCCCACTAACCGGGCCTAGATGGTTGCCACTCCTACAGTCACCTTTCCTGGGTA
GGTCCCTCAGTGTTGTTCTGATATCTCCTCTCCCCCTGTCGTGTGGCAGCTTCAGCGTTGATT
GTGGGTGTACCTCACTTGGGTTCCCAAATAGTGGTCTCCCCGCGGTGTCATACACCGGTTCCT
CCACTCCCACTGGCATAGAATTCTAGATACCCTTTTTACGTGAACTTGCGTACTAGTTAACTA
GTTCGATGATTAATTGTCAACAGCTCATTTCAGAATATTTGCCAGAACCGTTATGATGTCGGC
GCAAAAAACATTATCCAGAACGGGAGTGCGCCTTGAGCGACACGAATTATGCAGTGATTTACG
ACCTGCACAGCCATACCACAGCTTCCGATTGGCTGCCTGACGCCAGAAGCATTGGTGCACCGT
GCAGTCGAGATGCGCGTCGGCACCCTGGCGATCACCGACCATGACACCACAGCAT-3!

Hostitelsky kmen Escherichia coli pro expresi fdzniho
proteinu N®°-hGH byl vybré&n na z&dkladé€ zvaZeni produktivity a
biologické bezpelnosti. Kmen Escherichia coli K-12 je nejlépe
charakterizovand linie druhu E. coli (viz B.J. Bachmann; in:
J.L. Ingraham et al., (Ed.) Escherichia coli and Salmonella
typhimurium: cellular and molecular biology. American Society
for Microbiology, Washington D.C. (1987a), pp. 1191-1219; B.J.
Bachmann 1987b; Barbara J. (1987b) Linkage map of Escherichia
coli K-12, edition 7. 1In: Escherichia coli and Salmonella
typhimurium, Vol. 2. Ed.: F. C. Neidhard. Am. Soc. Microbiol.,
Washington DC (1987b), 807-876; K.F. Jensen, J. Bacteriol. 175
(1993), 3401-3407) a je obecnd povaZovédna za bezpednou.

Escherichia coli K-12 W311l0 (ATCC 27325) je prototropni
derivat siln& p¥ibuzny s divokym typem Escherichia coli K-12 a
je &Gasto vyuZivdn jako hostitelsky kmen pro expresi
heterolognich proteinu. Byl uloZen v Americké sbirce
mikroorganismi (American Type Culture Collection, ATCC) a ma

nasledujci genotyp:

[F- mcrA mcrB IN(rrnD-rrnk)l lambda’]
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Kmen byl =zakoupen ze sbirky ATCC. Jeho 1rlst byl
vynikajici na pln€ syntetickém médiu bez komplexniho zdroje
dusiku a G&inné ¥izeni rustového procesu p¥i primyslovém
zpracovdni je proto moZné.

Expresni kmen W3110[pNPH1] byl p¥ipraven transformaci
jiZ popsaného expresniho plazmidu pNPH1 do W3110. Transformace
byla provedena elektroporaci uZitim 10% glycerolu jako média
pro resuspendovdni. 50 ng (1 pul) roztoku pNPH1 ve vodé€ bylo
smichédno se 30 ul suspenze bunék W3110 a pak podrobeno pulzu
1800 V v 1 mm kyvet& (Eppendorf Electroporator 2510). Builky
pak byly resuspendovény v médiu SOC, t¥epény 1 hodinu ve 37°C a
pak vysety na plotny s LB (Luria broth) agarem a 15 mg/l
tetracyklinu. Z této transformace po inkubaci ve 37 °C (pZes
noc) vznikly &etné klony.

St¥edn& velké kolonie s odliSitelnymi okraji Dbyly
odebrany a staly se zdkladem pro expresni kmen W3110 [pNPH1].
Klon byl kultivovdn a pak konzervovén v kryoampulich v teploté
-80°C (hlavni bun&®nd banka, MCB, "master cell bank"). Pro
b&%nou denni praci byl kmen vZdy nanesen na plotnu s LB agarem
obsahujicim tetracyklin.

Kmen W3110 [pNPH1] z jediné kolonie na agarové plotné&
byl pouZit pro inokulaci p¥edkultury v LB médiu s tatracyklinem
15 mg/1l (200 ml v 1 1 kultivadni l&hvi s michacimi p¥epéZkami) .
P¥edkultura byla t¥epana p¥i 250 rpm ve 30 °C po dobu 14 hodin,
kdy dosadhla OD,, p¥ibl#n& 1,0. 10ml alikvot p¥edkultury byl
u¥it k inokulaci hlavni kultury (v 330 ml citrdtového média v
1 1 kultivadéni 1l&hvi s michacimi p¥epédZkami) (3% inokulum).
Hlavni kultura pak byla byla kultivovédna ve 37 °(250 rpm) aZ do

dosa¥eni OD,, 0,8, kdy byla indukovédna produkce fdzniho
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proteinu p¥idénim 50 ug indolylakrylové kyseliny na 1 ml
kultury (vyslednd koncentrace, z&dsobnd roztok byl 5 mg/ml ve
100 % ethanolu analytické <d&istoty). Kultury byly dale
kultivovédny 4 hodiny, wve 37 °C pf¥i 250 rpm dokud nebylo
dosa¥%eno ODg, 1,5 az 3,0. |

Kultury pak byly pfeneseny do sterilnich 500 ml
centrifuga&nich lahvi a centrifugovany 30 minut p¥i 10,000 g.
Supernatant po centrifugaci byl odstranén a pelety byly
zamra¥eny v -80 °C aZ do dal8iho zpracovéani.

P¥ibli¥n& 12 g (8erstvd hmotnost) peletu bunék BL12
1 (DE3) bylo resuspendovdno ve 30 ml 50 mM Tris/HC1,
5 mM benzamidinu, pH 8,0 a homogenizovdno uZitim mixéru
Ultraturrax. Po p¥iddni 0,5 mM EDTA a 0,1 % (hmot./obj.)
lysozymu, byla bun&Znd suspenze inkubovéna 30 minut v ledové
1azni. Nasledné o8et¥eni wultrazvukem (7 x 20 sekund, s
20 ptestédvkami po 20 sekundéch) vedlo k Gplnému rozpadu buné&k.
Pak bylo k suspenzi p¥iddno 10 mM MgCl, a 0,006 % (hmot./obj.)
DNizy a suspenze se inkubovala ve 4 °C po 30 minut. Nerozpustné
a rozpustné sloZky byly pak oddéleny centrifugaci (JA 20;
7700g) . Pelet byl suspendovan ve 40 ml 50 mM Tris/HC1,
5 mM benzamidinu, 5 mM EDTA, pH 8,0 a znovu centrifugovan (JA
20; 7700g). Tento krok byl opakovdn je3t& dvakrdt a vznikly
pelet byl suspendovdn ve 40 ml 20 mM Tris/HCl, pH 7,0.
K suspenzi bylo p¥idédno 20 mL 1,5 M NaCl, 60 mM EDTA, pH 7,0 a
suspenze se inkubovala 30 minut v ledové lézni. Nakonec byla
provedena dalsi centrifugace (JA 20; 7700g) a promyti vodou.
Vznikly pelet p¥edstavuje materidl inkluznich té&lisek NP*°-hGH
(IB NP*°-hGH) .

Po té& néasledovalo rutinni resuspendovdni p¥ibliZné

100 mg IB materidlu ve 2 ml 6,0 M vguanidinhydrochloridu,
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0,1 M Tris, 5 mM EDTA, 50 mM DIT, pH 9,0 po 30 minut p¥i
teplot& mistnosti. Nerozpustné sloZky pak byly odstranény
centrifugaci (10 minut/30000 g). Stanoveni proteinu se pak
provedlo v ziskaném supernatantu (koncentrace proteinu
p¥ibli¥n& 20 mg/ml). Solubilizdt takto p¥ipraveny byl budto
ihned pouZit k testim &t&peni nebo byl uschovidn p¥i teploté

-20°C (nejdéle po 7 dnu).

Priklad 2
t&peni  inkluznich t&lisek faznich proteind v riznych

podminkéach

Oddt&peni d&asti NP bylo umoZné&no v principu na¥edénim
solubilizatu 1:100 (nebo v&t8im) ve 3té&picim pufru (rezidudlni
koncentrace guanidinhydrochloridu < 0,06 M). Koncentrace
proteinu byla rutinn& 20 pg/ml (p¥ipadné vyjimky Jsou
zvyraznény) .

Didle bylo mo%né dosdhnout 3St&peni <&asti N° dialyzou
(1:100) solubilizovaného materidlu proti Zt&picimu pufru.

Rozsah odst&peni NP ¢&asti mife byt urden detekci
produktt 3t&peni u¥itim SDS-PAGE. Po ukondeni SDS-PAGE je gel
fotografovdn a m&Y¥i se intenzita p¥isluSnych pésh. P¥islulné

pidsy se identifikuji pomoci Western blotu v p¥edbé&Znych

testech.

P¥iklad 2.1
In vitro 8tépeni NP°-hGH argininem

t&peni probihalo p¥i ¥ed&ni (1:100) solubilizatu ve
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$t&picim pufru (20 mM tris/HCl, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7,0 a
urditéd koncentrace argininu) p¥i teploté& mistnosti. Koncentrace
proteinu ve &t&pné smési byla 20 pg/ml. Rozsah &tépeni byl
stanoven po 24 hodindch detekci Stépnych produktd uZitim SDS-
PAGE.

Ukdzalo se, Ze uCinnost B5tépeni NP mbZe byt vyznamné
zvy8ena p¥idavkem argininu do 3tépiciho pufru. Maximum Stépeni

probihalo p¥i koncentraci argininu 0,4 aZ 0,6 M.

P¥iklad 2.2

Vyst&peni NP z NP°-hGH argininem p¥i rhznych teplotéach
St&peni probihalo p¥i ¥ed&ni (1:100) solubilizédtu ve

St&picim pufru (20 mM Tris/HCl, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7,0,

0 a% 1,0 M arginin) vZdy p¥i dané teploté. Koncentrace proteinu

ve 5t&pné smési byla 20 pg/ml. Rozsah Sté&peni byl stanoven po

24 hodinéch detekci &té&pnych produktd uZitim SDS-PAGE.

Ukédzalo se, %e nejvét3i 3tépeni probihalo p¥i teplotéach

mezi 10 a 20 °C.

P¥iklad 2.3
Mira vySt&peni NP 2z NP°-hGH jako funkce pH p¥i ruznych
teplotéach

St&peni probihalo p¥i Yeddni (1:100) solubilizatu ve
t&picim pufru (20 mM tris/HCl, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7,0,
0,5M arginin) vZdy p¥i daném pH. Koncentrace proteinu ve
gtépné smési'byla 20 pug/ml. Rozsah Sté&€peni byl stanoven po 24
hodindch detekci 3tépnych produktl uZitim SDS-PAGE.

pH 5t&piciho pufru se systematicky m&nilo od 5,0 do 9,0.
Ukédzalo se, ¥e p¥i pouZité koncentraci argininu bylo optimum pH

pro %t&peni fizniho proteinu NP*°-hGH 7,0 aZ 7,5.
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P¥iklad 2.4
VyStépeni NP° z NP°-hGH p¥i rlznych koncentracich DTT

V tomto pokuse se zkoumala zavislost uG&innosti Stépeni
na koncentraci DTT.

St&peni probihalo p¥i ¥ed&ni (1:100) solubilizdtu ve
gt&picim pufru (20 mM tris/HCl, 2 mM EDTA, , pH 7,0, 0,5M
arginin, 0 aZ 100mM DTT, 15 °C). Vzhledem k pritomnosti DTT
v solubiliz&tu i wvarianta "0 DTT" obsahovala 0,5mM DTT.
Koncentrace proteinu ve &t&pné smé&si byla 20 ug/ml. Rozsah
St&peni byl stanoven po 24 hodindch detekci Sté&pnych produktu
uzitim SDS-PAGE.

Maximdlniho 3Btépeni bylo dosaZeno p¥i koncentraci

5,5M DTT.

Priklad 2.5
V1liv rtzného pH solubiliz&tu na Stépeni NP°-hGH

St&peni probihalo p¥i Yed&ni (1:100) solubilizdtu p¥i
riznych pH (pH 6,0, pH 7,0, pH 8,0, pH 9,0) ve St&picim pufru
(20 mM tris/HCl, 2 mM EDTA, 5 mM DIT, pH 7,0, 0 aZ
0,8M arginin, 15 ©°C). Hodnoty pH byly upraveny titraci
solubiliza&niho pufru na poZadované pH p¥ed smichédnim s IB.
Koncentrace proteinu ve &t&pné sm&si byla 20 ug/ml. Rozsah
St&peni byl stanoven po 24 hodinach detekci St&pnych produkti
uZitim SDS-PAGE.

Ukdzalo se, %e pH optimum solubilizatu je 7,0 aZ 8,0.

P¥iklad 2.6
Kinetika vy3té&peni NP° z NF°-hGH
Reaktivace denaturovaného N®*°-hGH byla zah&jena

na¥Yed&nim (1:100) v 20 mM Tris/HCl, 0,5 M arginin, 2 mM EDTA,
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10 mM DTT, pH 7,0, p¥i 15°C.
Uké&zalo se, e konce $8té&peni bylo dosaZeno po

24 hodinéch.

P¥iklad 2.7
VySt&peni NP z NP°-hGH ¥ed&nim p¥i raznych koncentracich
proteinu

St&peni probihalo na¥ed&nim (1:100) solubilizitu ve
$t&picim pufru (20 mM Tris/HCl, 0,5M arginin, 2 mM EDTA, 5 mM
DTT, pH 7,0, 15 °C). Kontrola &tépeni byla provedena po 24
hodindch detekci 3t&pnych produktl uZitim SDS-PAGE.

Ukédzalo se, e koncentrace protein vyS83i 2> 40 pg/ml
vedla k vyznamnému sniZeni G&innosti Stépeni. Dalsi testy

ukézaly, ¥e optimilni koncentrace proteinu je 20-40 pg/ml.

P¥iklad 2.8
VySt&peni NP° z NP°-hGH dialyzou v zédvislosti na koncentraci
proteinu

Ze solubilizovaného NP°-hGH IB materidlu byl odstranén
guanidinhydrochlorid dialyzou (1:100) proti pufru
(20 mM Tris/HCl, 0,5M arginin, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 7,0,
4 °C) a tim bylo zahdjeno Bt&peni. Po 24 hodindch bylo detekci
$t&pnych produktl u¥itim SDS-PAGE stanoveno, zda doS8lo ke
Stépeni.

Ukézalo se, ¥%e odst&peni &&asti NP lze dosdhnout nejen

na¥ed&nim, ale také dialyzou solubilizovaného materidlu.
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P¥iklad 2.9
G&innost vy3t&peni NP° z NPF°-hGH v z&dvislosti na koncentraci
Tris/HC1

St&peni probihalo Yed&nim (1:100) solubilizitu ve
gtépicim pufru (2 mM EDTA, 20 mM DTT, pH 7,0, O,1 az 1,0 M
Tris/HC1, 15 °C). Kontrola St&peni byla provedena po 24
hodindch detekci produkti pomoci SDS-PAGE.

Ukézalo se, ¥%e zvy3ujici se koncentrace Tris/HCl v pufru
a? do 0,8 M zlepfovala vyt&Zek 3t&peni N° z fhzniho proteinu.
ZvySeni nad tuto hodnotu nevedlo k Z&dnému mé&€¥itelnému zlepSeni
NP*™® Etépeni.

Je proto vyhodné, aby reakce probihala p¥i koncentraci

Tris/HC1 0,8-1,0 M.

Priklad 3

Exprese a in vitro 3t&peni N°°-pGH (prase&i rlstovy hormon)

P¥iprava expresniho vektoru NF°-pGH zadala od pNPH1 (viz
p¥iklad 1). Plazmid byl 1linearizovédn BglII a amplifikovéan
pomoci PCR. Tim bylo moZné amplifikovat cely plazmid kromé
Gseku strukturniho genu hGH (od kodonu pro Phel ke kodonu pro
Phel191) u%itim Pwo polymerdzy a oligonukleotidovych primerd bez
5°-fosfdtu. Purifikovany PCR fragment byl uZit jako vektor pro
ligaci se strukturnim genem pGH. Odstranéni 5°-fosfatu
(napt¥iklad uZitim teleci intestindlni fosfatazy nebo alkalické
fosfatéazy arktickych garnatl) zabrafiuje cirkularizaci
self-ligaci.

Strukturni gen pGH byl podobn& pifipraven PCR

e
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amplifikaci. Jako templat byla pouZita cDNA knihovna prasete
(nap¥. "57-stretch" cDNA knihovna z praselich jater od firmy
Clontech nebo cDNA knihovna 2z prasefiho mozku nebo 38titné
¥14zy). Pro amplifkaci byly uZity nésledujici primery, které

byly v pruib&hu syntézy opat¥eny 5°-fosfltovou skupinou:

P¥edni konec (odpovidajici N-konci proteinu) strukturniho genu
(Phel aZ Ser7):
5°- TTC CCA GCC ATG CCC TTG TCC -3°

zadni konec (odpovidajici C-konci proteinu) strukturniho genu
(Phel90 to Valls4):
5°- GAA GGC ACA GCT GCT CTC CAC -3°

PCR fragment obsahuje pouze ORF (strukturni gen) zralého
pGH. Ligaci (uZitim T4 DNA ligdzy) se vytvo¥il ORF pro N*°-pGH
analogicky vySe popsanému pNPHl1. Fdzni protein ddle popsany je
kédovdn timto ORF. Ligovanid DNA byla vloZena elektroporaci do

bun&k Escherichia coli K-12 DH10B (elektrokompetentni buiiky od

firmy Life Technologies, genotyp Escherichia coli K-12 F~ mcrA
A (mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 déoR recAl endAl
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL nupG), které Dbyly
vysety na LB agarové plotny s 15 mg/l tetracyklinu. Tato
transformace poskytla mnoho klondlnich kolonii. 2 n&kolika
klont byla izolovadna plazmidovd DNA a vySet¥ena restrikcni
analyzou na p¥itomnost inzertu sprédvné velikosti a orientace.
Jeden klon byl vybradn a podrobn& charakterizovdn restrik&ni
analyzou a sekvencovénim DNA. Plazmid odpovidal o&ekavani. Byl
ozna&en pNPPl a pouZit pro dal3i préaci.

V ndsledujici aminokyselinové sekvenci (&tena ve sméru
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od N-konce k C-konci) f£fdzniho proteinu NF°-pGH (celkem 342
aminokyselin, 2z toho 153 aminokyselin odpovida NP a 189
aminokyselin odpovidd pGH) je prolin 17 (poloha 2 ve fdznim
proteinu) z p¥irodni sekvence N° vyznalen kurzivou a sekvence

PGH je vyznalena tuclné.

MPVGVEEPVYDTAGRPLFGNPSEVHPQSTLKLPHDRGRGDIRTTLRDLPRKGDCRSGNHLGPV
SGIYIKPGPVYYQDYTGPVYHRAPLEFFDEAQFCEVTKRIGRVTGSDGKLYHIYVCVDGCILL
KLAKRGTPRTLKWIRNFTNCPLWVTSCFPAMPLSSLFANAVLRAQHLHQLAADTYKEFERAYI
PEGQRYSIQNAQAAFCFSETIPAPTGKDEAQQRSVELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSRVFTNSL
VFGTSDRVYEKLKDLEEGIQALMRELEDGSPRAGQILKQTYDKFDTNLRSDDALLKNYGLLSC

FKKDLHKAETYLRVMKCRRFVESSCAF

FP v redukovaném stavu m& M, 38819,82 (D), a po
p¥ipadném roz$t&peni by &ast N*° (redukovand) mé&la M, 17220,02
(D) a &ast pGh (redukovand) by mé&la 21617,79 (D). NP*° obsahuje
Sest cysteinl a pGh &ty¥i. Je pravdépodobné, Ze v bakteri&lni
cytoplazm& jsou tyto cysteiny vét3inou v redukované formé&.
V prib&hu dal3iho opracovédni dochédzi pravdépodobné& alespoil
k daste&nému vytvo¥eni  disulfidickych mistki. Je  tteba
pfedpoklédatf Ye N-koncovy methionin ve faznim proteinu (nebo
Easti NP°) je vé&tSinou &té&pen methioninaminopeptidézou (MAP)
vlastni hostiteli, coZ by redukovalo M, pf¥ibliZné o 131 (D) na
38689 (D) (FP) a 17089 (D) (N°).

Expresni kmen W3110[pNPP1l] byl p¥ipraven jak bylo
popséno v P¥ikladu 1 transformaci (elektroporaci) expresniho
plazmidu pNPP1 do Escherichia coli K-12 W3110. Ani v tomto
p¥ipad® detailni charakterizace neodhalila Z&dné odchylky od

o&ekavaného restrik&niho profilu.
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St¥edn€ velkd kolonie s odliSitelnymi okraji Dbyla
odebréna a stala se zédkladem pro expresni kmen W3110 [pNPH1].
Klon byl kultivovdn a pak konzervovén v kryoampulich v teploté
-80°C (hlavni bunédnid banka, MCB, "master cell bank"). Pro
b&Znou denni préci byl kmen vZdy nanesen na plotnu s LB agarem
obsahujicim tetracyklin.

Exprese fdzniho proteinu NP°-pGH probihala stejné jak
bylo popséno v P¥ikladu 1 pro fdzni protein NF°-hGH.

Pr¥iprava N°°-pGH IB se prové&déla stejné jak bylo popséno

v P¥ikladu 1 pro fidzni protein N¥°-hGH.

P¥iklad 4

In-vitro vystépeni N®° z N°-pGH

Solubiliza®ni a renatura&ni testy odpovidajici testim-

popsanym vySe pro NP°-hGH byly provedeny také pro fizni protein
NP°-pGH. Po variaci rlGznych parametri (jak bylo vyZe popséno)
bylo zji%t&no, %Ze in-vitro odstépeni <&&sti NP 2z fazniho
proteinu NP®-pGH bylo i v tomto p¥ipad¥ mo¥né po solubilizaci a

renaturaci.

I
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PATENTOVE NAROKY To
1. Zpusob rekombinantni produkce heterologniho
polypeptidu vy znad¢ujici s e t 1 m, Ze obsahuje

kroky, kdy

(I) kultivuji se Dbuliky bakteridlniho hostitelského
kmene, ktery je transformovdn expresnim vektorem obsahujicim
molekulu nukleové kyseliny, kterd kéduje flzni protein, ktery
obsahuje prvni polypeptid, ktery méd autoproteolytickou funkci
autoprotedzy NP z pestiviru, a druhy polypeptid, ktery jJe
navdzdn na prvni polypeptid na C-konci prvniho polypeptidu
takovym zplsobem, Ze druhy polypeptid miZe byt od&tépen
z fdzniho proteinu autoproteolytickou aktivitou prvniho
polypeptidu, pricemz druhy polypeptid je heterologni
polypeptid, a kultivace probihd v takovych podminkach, které
- vedou k expresi ftizniho proteinu a vytvofeni odpovidajicich
cytoplazmatickych inkluznich télisek,

(II) izoluji se inkluzni t&liska z hostitelskych bungk,

(III) solubilizuji se izolovand inkluzni té&liska,

(IV) solubilizat se na¥edi, &imZ vznikne reak&ni roztok,
ve kterém dojde k autoproteolytickému vySté&peni heterologniho
polypeptidu z fdzniho proteinu, a

(V) izoluje se vy3t&peny heterologni polypeptid.

2. Zpusob podle ndroku 1 vyznadujicitl s e
t £ m, %e pestivirus je vybrén ze skupiny obsahujici CSFV, BDV

a BVDV.

3. Zplisob podle ndroku 2 vy znadujici s e
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t 1 m, Ze pestivirus je CSFV.

4, ZpUsob podle niroku 3 vy znadujicli s e

t i m, Ze prvni polypeptid obsahuje nasledujici

aminokyselinovou sekvenci:

(1) ~-MELNHFELLYKTSKQKPVGVEEPVYDTAGRPLFGNPSEVHPQSTLKLPHDRGRGDIRTT
LRDLPRKGDCRSGNHLGPVSGIYIKPGPVYYQDYTGPVYHRAPLEFFDEAQFCEVTKRIGRVT
GSDGKLYHIYVCVDGCILLKLAKRGTPRTLKWIRNFTNCPLWVTSC- (168) ,

nebo jeji derivat s autoproteolytickou aktivitou.

5. Zptsob podle nédroku 3 vyznadujici s e
t i m, %e prvni polypeptid obsahuje aminokyselinovou sekvenci
od Glu22 do Cysl68 z autoprotedzy NP° z CSFV nebo jeji derivat
s autoproteolytickou aktivitou, p¥i&emZ prvni polypeptid ma
Met jako N-konec, a heterologni polypeptid je p¥imo navazén na

aminokyselinu Cysl68 autoprotedzy N°° z CSFV.

6. Zpusob podle néaroku vyznadcuijici s e
t i m, %e prvni polypeptid obsahuje aminokyselinovou sekvenci
od Prol7 do Cysl68 z autoprotedzy N°° z CSFV nebo jeji derivat
s autoproteolytickou aktivitou, p¥ifemZz prvni polypeptid mé
Met jako N-konec, a heterologni polypeptid je p¥imo navazan na

aminokyselinu Cysl68 autoprotedzy N°° z CSFV.

7. Zpisob podle kteréhokoliv z ndrokdt 1 aZ 6

vyznadujici s e t i m, Ze molekula nukleové
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kyseliny je molekula DNA.

8. Zpisob podle kteréhokoliv z ndrokd 1 a%Z 7
vyznadc¢uijici s e t i m Ze expresni vektor Jje
plazmid.

9. Zpusob podle kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 8

vyznaduijici se tim Ze bakteridlni hostitelské

butiky jsou buiiky E. coli.
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