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3' —exonukledza, jeji vyroba a pouziti

Oblast techniky

Predlozeny vynalez se tyka poly (A)-specifické
3! _exonukleazové aktivity, kterou je mozZné ziskat chromatog-
rafickym ¢isténim surového extraktu ze zvifecich nebo lids-
kych bunék, a rovnéz jeji pouziti k deadenylaci 3’-poly-
(A) -zbytkt nukleovych kyselin a jako 1lé¢iva, diagnostika ne-

bo k identifikaci funkdénich interaktort.

Dosavadni stav technikv

Vétsina eukaryotickych mRNAs nese asi 200
adenosinovych zbytk s dlouhym zbytkem poly(A) na
zakondenich 3. Poly- (A)-zbytky pfitom zfejmé ovliviuji
nejenom polocas rozpadu nebo intracelularni transport mRNAs,
nybrz také translaci mRNA na odpovidajici proteiny. Presny
mechanismus neni dosud objasnén, pricemz se vsSak zda, zZe
vystavba a odbourédni poly(A)-zbytkl je primo nebo neprimo
vazéna na jejich funkce (viz prikladné Vickens, M. a spol.,

(1997) Curr.Opin.Genet. Dev., 7, strany 220-232).

Poly(A) -odbouréavajici nukleasové aktivity jiz byly
zkoumany ve vice eukaryotickych systémech (viz prikladné
Virtanen, A. a Astrom, J. (1997) v Prog.Mol.Subcell.Biol.
(Jeanteur, P., ed.) Vol. 16, 199-220, Springer Verlag,
Berlin-Heidelberg). Tak byly prikladné v kvasinkaich
identifikovany dvé reak¢éni cesty. Jedna reakdéni cesta, tak

zvana "deadenylation dependent decapping passway" zacina



odstranénim poly(A)-zbytku a a tyka se 5/—3/-exonukleotic-
kého odbourani mRNA pomoci Xm1p5/—exonukleézy. Druha
reakéni cesta, tak zvana "3/—5/—decay passway" startuje
deadenylaci mRNA a zahrnuje 3’ -5’ _exoribonukleotické
odbourani mRNA. Ve vztahu k "3/—5’—decay passway" byl pred
nedavnem identifikovaAn multikomponentni komplex, zvany
exosom (Mitchell, P. a spol. (1997), Cell 91, 457-466).
Exosom sestavd z nékolika opakovanych 3/-5/-exoribonukleéz

a podili se rovnéz na 3/—procesovéni 5.8S rRNA

a 3/—5/-odbouréni mRNA (Anderson, J.S.J. a Parker, R.

(1998) EMBO J. 17, 1497-1506). Neni vs$ak znamo, jestli
néjaka z exoribonukledz exosomu odbouravid prednostné
poly(A). Kromé toho byl identifikovan v kvasinkach protein
I (PABI) zavisly na poly(A)-specifické nukleaze (PAN), ktery
vaze poly(A) (viz prikladné& Lowell, J.E. a spol. (1992)
Genes.Dev. 6, 2088-2099). PAN je 3/-5/-exoribonukleéza a je
sloZzena nejméné ze dvou polypeptidl Pan2p a Pan3p (viz
pfikladné Brown, C.E.Jr. a spol. (1996) Mol.Cell.Biol., 16,
5744-5753).

V bunikdch saved byly identifikovadny tii rozdilné
aktivity odbourdvajici poly(A). Prikladné mé& Hela-bunédcna
aktivita vysokou selektivitu pro odbouravani 3/—lokalizo-
vanych poly(A)-zbytkl, prodluzuje 3/ -lokalizované hydroxylo-
vé skupiny a tvofi 5’ -AMP jako mononukleotidicky reakéni
produkt (viz prikladné Astrém, J. a spol. (1992)
J.Biol.Chem. 267 (25) 18154-18159 a J.Astrdm, A.Astrdm a A.
Virtanen, In vitro deadenylation of mammilian mRNA by a Hela
cell 3/—exonuclease, EMBO J., (1991), Vol. 10, 3067). Dale
byla popséna Mg2+—zévislé poly(A)-specificka 3/ -exoribo-
nukledza z teleciho brzliku s molekulovou hmotnosti 80 kDa
(Schroder a spol., (1980) J.Biol.Chem. 255 (10) 4535-4538),
pripadné 74 kDa (Koérner, C.G. a Vahle, E. J.Biol.Chem. 272



(16), 10448-10456. Dale byla popséna 3’—exonukleéza aso-
ciovand s polyribosomy s molekulovou hmotnosti 33 kDa, ktera
vSak neni specificka pro poly(A) (Caruccio, N. a Ross,J.
(1994) J.Biol.Chem. 269 (50), 31814-31821). Z teleciho
brzliku byla identifikovéna dal$i poly(A)-specificka

3/ -exonukledzova aktivita, kterd md molekulovou hmotnost

60 kDa. Dodatecné se vSak ukiazalo, Ze tento protein je
hnRNP L-protein a tim nemd Zadny vztah k mérené poly(A)-

-specifické 3/ -exoribonukleazové aktivite.

Ukolem predlozeného vynalezu proto je dat k dispozici
3/-exoribonuk1eézu, kterd specificky odbourava 3’ -lokalizo-

vané poly(A)-zbytky.

Podstata vynalezu

Pfedmétem predloZeného vyndlezu je proto zplsob
ziskavani poly(A)-specifické 3/ -exonukledzové aktivity,

zahrnujici nasledujici kroky

a) vyroba surového extraktu ze zvifecich nebo lidskych bunék

b) srazZeni proteinu ze surového extraktu, ktery se ziska
z kroku a)

c) chromatografie precipitdtu ziskaného z kroku b) na
badzickém aniontoménicdi

d) afinitni chromatografie aktivni frakce z kroku c)

e) chromatografie aktivni frakce z kroku d) na béazickém
aniontoménici

f) afinitni chromatografie aktivni frakce z kroku e)

g) poly(A)-afinitni chromatografie aktivni frakce z kroku f)

h) chromatografie aktivni frakce z kroku g) na bazickém

aniontoménicéi a pripadné
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i) gelova filtrace aktivni frakce z kroku g)
nebo

j) dvojnasobnad afinitni chromatografie aktivnich frakci

z kroku f).

Prekvapiveé je 3’ —exonukleazova aktivita ziskana
popsanym zptisobem specificka pro 3/-lokalizované
pola(A)-zbytky, pricemz je nutnd 3’-lokalizovani hydroxylova
skupina a jako mononukleotidicky reakéni produkt se tvofi
s/_aMp. v protikladu k dosud znédmym 3/-exonukleézovym
aktivitdm ma 3/ -exonukledzova aktivita podle vynalezu
molekulovou hmotnost asi 50 kDa za podminek denaturace.

V protikladu k proteinu 74 kDa z teleciho brzliku se
3/—exonuk1eézové aktivita podle vyndlezu nestimuluje
spermidinem pfi nizkych koncentracich soli, nybrz se pri
nizkych ale i pfi vysokych koncentracich soli inhibuje.
Navic interaguje 3/—exonuk1eéza podle vynédlezu na rozdil od
74 kDa proteinu z teleciho brzliku realeivné silné

s heparin-sefarozou. Takovy 74 kDa protein se v SDS-Page

- obrazek 1B a 2B nenalezne. Proto bylo prekvapivé, Ze na
rozdil od exonukleadzové aktivity z bunék Hela je
exonukledza podle vyndlezu aktivni i v pritomnosti Mn2t,
Navic je prekvapivé, Ze exonukledza podle vynalezu pracuje
procesivné - to znamend, Ze se exonukledza vaze na 3’ -konce
poly(A)-zbytku a opbouridva nukleotid po nukleotidu, aniZ by
se rozpadl exonukledzovy poly(A)-komplex - zatimco protein
74 kDa pracuje distributivné, kdy se komplex po jednom

pracovnim kroku rozpadne a musi se regenerovat.

Poly(A)-specificka 3/—exonukleézové aktivita podle
vynalezu se mtiZe s vyhodou ziskavat z brzlikovych bunék ze
zvifecich nebo lidskych bunék, obzlvédsté z teleciho brzliku.

K tomu se obecné vyrobi celobuné&ény extrakt, ze kterého se
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protein prednostné vysrédzi pomoci siranu amonného.
Koncentrace nasyceni ptitom s vyhodou &ini asi 45 % siranu
amonného. Jako obzvlas$té vyhodné se pritom ukazalo,
jestlize pfed vlastnim sraZenim proteinu bylo mozZné srazenim
odde€lit cizi proteiny pi#i koncentraci nasyceni s vyhodou asi
25 % siranu amonného, takZe v nasledujicim kroku se mohla
vysrazet ze zbytku 3/ -exonukleazova aktivita pri asi 45
koncentraci siranu amonného. Touto frakcionaci proteind se

jiZz mze oddélit podstatnid &ast nezadoucich cizich proteinu.

Nasledné se provadi chromatografie precipitatu na
bazickém iontoméni¢i, s vyhodou na slabé& bazickém aniontomé-
nic¢i, obzvlasté na DEAE, jako pfikladné& na DEAE-sefaroze.
Obecné se eluuje aktivni frakce pri asi 0,17 M soli, s
vyhodou jednomocné soli, jako je prikladné chlorid
draselny. Néasledné se provadi afinitni chromatografie
eluované a obvykle dialyzované aktivni frakce, s vyhodou na
heparinu, nebot bylo prekvapivé objeveno, Ze se aktivni
frakce obzvlasté dobfe vazZe na heparin, prikladné
heparin-sefarozu. Aktivni frakce se proto obvykle eluuji
PEfi vysokych koncentracich soli, jako prfikladné 1,0
M jednomocné soli, jako je chlorid draselny. Nasledné se
provadi chromatografie aktivnich frakci na bazickém
aniontoménic¢i, s vyhodou na silné& bazickém aniontoménicdi,
obzvldsté na Mono X, jako prikkladné Mono X HR 16/10.

S vyhodou se proteiny eluuji s pomoci linearniho gradientu,
pricemz aktivni frakce se mohou eluovat pri asi 10 %-ni
koncentraci soli asi 1,0 M, obzvlagté jednomocné soli, jako
je chlorid draselny. Potom se provadi afinitni
chromatografie aktivnich frakci, s vyhodou na barvivu,
obzvlast& na modrém barvivu, predevsim na Blue-sefaroze.

S vyhodou se proteiny eluuji s pomoci vicestupriového,

obzvlasté dvoustupriového gradientu soli, pfidemz aktivni



frakce dobfe eluuji s vyhodou pfi vysokych koncentracich
soli, obzvléasté pri vysokych koncentracich jednomocnych
soli, predevs$im pri asi 1,0 M, jako prikladné 1,0 M chloridu

draselného.

Podle predlozZeného vynalezu se nasledné provadi afi-
nitni chromatografie poly(A), pficemz aktivni frakce se elu-
uji pri asi 0,35 az asi 0,55 M soli, obzvlisté jednomocné
soli, jako je chlorid draselny. Tak se provadi zptisobem
podle vynadlezu chromatografie aktivnich frakci na dal$im
bazickém aniontoménic¢i, s vyhodou na silné& bazickém
aniontoménic¢i, obzvlasté na Mono X, jako Smart Mono X.
Pfitom se aktivita s vyhodou eluuje pri asi 0,17 M soli,
obzvlasté jednomocné soli, jako je chlorid draselny. Jako
posledni ¢istici krok se provadi zplisobem podle vynéalezu
pripadné gelova filtrace aktivnich frakci, s vyhodou gelova
filtrace na Superdex 200, obzvlasté gelova filtrace na Smart
Superdex 200, pricemz obecné jsou aktivni frakce dobte
frakcionovatelné v pritomnosti asi 0,1 M soli, obzvlasté

jednomocné soli, jako je prikladné chlorid draselny.

Zplsobem podle vynédlezu je mozné vydistit poly(A)-
specifickou 3/—exonukleézovou aktivitu asi 600-néasobné
s vytézkem asi 13 % (viz tabulku 1). Pfitom je obzvlastée
prekvapivé, Ze afinitni chromatografie poly(A) podle kroku
(d) poskytuje asi 14-ti nasobné ¢isténi aktivity podle

vynalezu.

V dalsich formédch provedeni se proteiny po
chromatografii na barvivu podrobi dvojnédsobné afinitni
chromatografii, s vyhodou na ssDNA agarose s naslednou s/ -
AMP sefarozou. Aktivni frakce se obvykle eluuji pri

vysokych koncentracich soli, jako prikladné asi 2,0



M jednomocné soli, jako je chlorid draselny.

Na zakladeé zplsobu podle vyndlezu se nyni ziskéa
poly(A)-specificka 3/ -exonukledzova aktivita, ktera za
podminek denaturace, prikladné v gelu SDS-PAGE probiha pri
asi 50 kDA a za nativnich podminek, pfikladné& na Superdexu

200, pri asi 180 az 220 kDa.

Proto se vyndlez rovnéz tyka asi 50 kDa proteinu
a pripadné asocidty (tetramer), ktery ma poly(A)-specifickou
exonukledzovou aktivitu, které se ziskaji zpdsobem podle

vynalezu.

Dalsim pfedmétem predlozeného vynalezu je proto
pripravek obsahujici poly(A)-specifickou 3’ -exonukledzovou
aktivitu, kterd se ziska zplsobem podle vynalezu. Prfipravek

pfipadné obsahuje dal$i prisady a pomocné latky.

DalS$im predmétem pfedloZeného vynadlezu je zptsob dea-
denylace nukleovych kyselin, obzlvasté deadenylace
3/—1oka1izovanych poly(A)-zbytkll s vyhodou mRNA
v pritomnosti pfipravku podle vynélezu. S vyhodou se
provadi deadenyladni reakce v pfitomnosti jednomocnych
kationtd, jako prikladné K* a/nebo Na®, obzvlaste pri
koncentraci jednomocného kationtu asi 0,1 M. Dale je
vyhodné, jestliZe se deadenylacdni reakce provadi pri pH

hodnoté asi 7.

Dalsi predmét predloZeného vynalezu se tyka protila-
tek, které specificky reaguji s pfipravky podle vynédlezu
a/nebo s né&kterou komponentou, pficem? ptipravek je budto
sam imunogenni nebo se stane imunogennim vazbou na vhodné

nosice, jako je pfikladné bovinni serumalbumin, pripadné se



jeho imunogenita mizZe zvySovat.

Protilatky jsou budto polyklondlni nebo monoklonalni.
Jejich vyroba, kterd rovnéZz ptredstavuje predmét predlozeného
vynalezu se prikladné provadi obecné znamymi metodami
imunisovanim zvifeciho savce, pfikladné kralika pripravkem
podle vynédlezu, pfipadné& v pritomnosti pfikladné Freundova
adjuvantu a/nebo geldl hydroxidu hlinitého (viz prikladné
Diamond, B.A. a spol. (1981) The New England Journal of
Nedicine, 1344). Polyklonalni protiléatky vzniklé ve zvireti
na zakladé imunologické reakce se mohou nasledné snadno
izolovat z krve obecné znamymi metodami a vyCistit pripadné
sloupcovou chromatografii. Vyhodné je afinitni &isténi
protilatek, pfi kterém se pripadné pfipravek podle vynélezu

véaze na NHS aktivovaném HiTrap-sloupci.

Monoklonalni protilatky se mohou pfikladné vyrabét
znamou metodou Vinter a Milstein (Vinter,G., Milstein,C.
(1991) Nature, 349, 293).

Dalsim predmétem predloZenoho vyndlezu je také 1écivo,
které obsahuje pripravek podle vyndlezu a pfipadné vhodné
pfisady a pomocné latky a zptsob vyroby léciva k osetrovani
rakoviny, autoimunitnich nemoci, obzvlastée Multiple Sklerose
nebo Rheumatoide Arthritis, Alzheimerovy nemoci, alergii,
obzvlasté neurodermitis, alergii typu I nebo 1V,, arthrosy,
atherosklerosy, osteoporesy, akutnich a chronickych
infekénich onemocnéni a/nebo diabetes a/nebo k ovlivnéni bu-
néc¢ného metabolismu, obzvlaste pfi imunosupresi, predevs$im
pri transplantacich, pro které se formuluje pfipravek podle
vyndlezu s farmaceuticky akceptovatelnymi pfisadami a/nebo

pomocnymi latkami.
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Jako vhodné ptrisady a/nebo pomocné latky jsou p#iklad-
n€ vhodné roztok chloridu sodného, stabilizdtory, inhibitory
proteinazy atd.

v

DalSim prfedmétem predloZeného vyndlezu je také
diagnostikum obsahujici pripravek podle vynalezu a pripadné
vhodné prisady a pomocné latky a zptisob vyroby diagnostika
k diagnoze rakoviny, autoimunitnich nemoci, obzvlasté
Multiple Sklerose nebo Rheumatoide Arthritis, Alzheimerovy
nemoci, alergii, obzvlasté neurodermitis, alergii typu
I nebo 1V,, arthrosy, atherosklerosy, osteoporesy, akutnich
a chronickych infekénich onemocnéni a/nebo diabetes a/nebo
k analyze buné¢ného metabolismu, obzvlaité pti imunostatu,
pfedev$im pfi transplantacich, pro které se formuluje
pfipravek podle vynilezu s farmaceuticky akceptovatelnymi

pfisadami a/nebo pomocnymi latkami.

Podle pfedlozeného vynadlezu se miiZze prikladné pripra-
vek podle vyndlezu vazat na pevnou féazi, prikladné na
nitrocelulozu nebo nylon a tak se pfikladné& uvést
v in-vitro kontakt s vySetrovanou télesnou kapalinou,
prikladné krvi, a tak prikladné moci reagovat s autoimunnimi
protilédtkami. Komplex protilédtka-peptid se miZe nasledné
prokazat prikladné znadkovanymi antihumdnimi IgG- nebo
IgM-protilatkami. P#i znadkovani se prikladné jedna
O enzym, jako peroxidazu, ktera katalyzuje barevnou
reakci. Pritomnost a mnoZstvi pfitomnych autoimunnich
protilatek se tak miZe barevnou reakci sandno a rychle

prokazat.

Dalsi diagnostikum obsahuje samotné protilatky podle
vynalezu. S pomoci téchto protildtek se muzZe prikladné
snadno a rychle vySetfovat vzorek lidského tkaniva, jestlize

je k dispozici pfipravek podle vynalezu a/nebo nékteria jeho
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komponenta. V tomto pfipadé jsou protildtky podle vynalezu
znackovany prikladné enzymem, jak se popisuje vyse. Speci-
ficky komplex protilatka-peptid se tak mlize snadno a rychle

prokazat enzymatickou barevnou reakci.

DalsSi predmé€t predlozZeného vyndlezu se tyka také testu
k identifikaci funké&énich interaktor®, jako p¥ikladné
inhibitort nebo stimulatort, obsahujicich p#ipravek podle
vynalezu nebo protilatky podle vynidlezu a pripadné vhodné
pfisady nebo pomocné latky. K tomu se pouziji vybrané subs-
tance prikladné z tak zvané "chemical library" v jiz vyse
popsané deadenylac¢ni reakci a méri se aktivita pfipravks
podle vyndlezu v pfitomnosti pripadné nepfitomnosti
substanci. Jako substraty jsou pfikladné vhodné mRNA nebo
poly(A). Test se miZe prikladné provadét analogicky

in-vitro deanedylaci, jak se bliZe popisuje v pfikladech.

Dalsi obecnou mozZnosti pouziti pfipravkd podle
vynalezu je proto také poly-(A) specifické odbouriani nukleo-
vych kyselin, obzvlasté mRNA. Poly-(A) specifické odbourani
nukleovych kyselin se miZe uplatnit obzvlasté ve vyzkumnych

laboratorich.

Dale uvedené tabulky, obrazky a priklady slouzi

k blizSimu vysvétleni vyndlezu, aniz by jej omezovaly.

Prehled obrazkll na vvkresech

Obrazek 1 ukazuje prehled ¢isténi bovinni poly(A)-
specifické 3’—exo—nukleézové aktivity. Aktivita deadenylace
se kvantifikuje inkubaci chromatografické frakce se
substratem L3(A30)RNA, ktery se béhem in-vitro transkripce

znackuje pomoci [a-32P] ATP za podminek pro deadenylaci
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in-vitro. Jedna Unit je definovédna jako uvolnéni 1 pmol AMP

za minutu.

Tabulka 1

Frakce Protein | Aktivita |Specificka Cigténi
aktivita
mg Unitsx10~3|Unitsx10~3/mg fold
A.S.45 65280 72000 1.1 -
II 3360 100000 29,9 27
I1IB 652 59000 90 82
MQ 43,2 17000 387 352
C 14,4 9000 654 595

Tabulka II ukazuje substratovou specifiku poly(A)-

specifické 3-exonukledzové aktivity.

Tabulka II
Substrat Km (M) Rel.Vmax/Km
poly(A) 1 x 10°8 1
poly(U) 2 x 10-8 1/10
poly(C) 1 x 1078 1/110
poly(G) 7 x 1079 1/240

Obrazek 1A ukazuje identifikaci polypeptidu 50 kDa
pomoci SMART Mono Q-chromatografie. Pfitom se poly(A) -
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sefarozovad frakce frakcionuje SMART-mono Q-chromatografii
a ziskané frakce se spolu s s jednotné znacenym substratem
RNA L3 (A30) inkubuji za podminek in-vitro deadenylace po
dobu 90 minut. Reakéni produkty se frakcionuji elektrofore-
zou v gelu 10 %-niho polyakrylamidu : bisakrylamidu 19

1 - 7 M moCoviny. Vysledny fluorogram je znédzornén na ob-
razku 1A. Stopa S znamenid substrat RNA inkubovany v nepri-
tomnosti frakce. Stopa "Load MQ" znamenéd RNA substrat inku-
bovany s poly(A)-sefarozovou frakci. Stopy 6 aZ 18 znamena-
Jji RNA substrat inkubovany v pfitomnosti ziskanych frakci.

Byly znackovany pouze sudé frakce.

Obrazek 1B ukazuje SDS-Page SMART-Mono Q-frakci.
Pfitom se separuji alikvoty frakci na SDS-Page. Vysledny
gel se vybarvi stfibrem. Cisla frakci jsou uvedena.
Znackuji se pouze sudé frakce. Markery molekulové hmotnosti
se se vydéli do stopy M. Cisla na levé strané udavaji

molekulové hmotnosti znadkovacich proteintt v kDa.

Obrazek 2A ukazuje identifikaci polypeptidu 50 kDa
chromatografii SMART Superdex 200. Ziskané frakce se spolu
s jednotné znackovanym RNA-substratem L3 (A30) za podminek
dedenylace in-vitro inkubuji po dobu 120 minut. Reaké&ni
produkty se frakcionuji na 10 %-nim polyakrylamidu
bisakrylamidu 19 : 1 - 7 modovinovém gelu. Vysledny
fluorogram je zobrazen na obrézku 2. Stopa L3 (A3p) ukazuje
substrat RNA, inkubovany v nepfitomnosti jedné frakce.
Stopa "Load" ukazuje RNA-substrat s mono-Q-koncentrovanou
poly(A) -sefarozovou frakci. Stopy 15 az 25 ukazuji
RNA-substrat inkubovany v pfitomnosti ziskanych frakci.

S a P ukazuji mista dob&hu RNA-substratu (S) a produktu
(P). Elu¢ni profily markeru molekulové hmotnosti ke

kalibraci sloupce Superdex 200 jsou znazornény nahofe.
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Obrazek 2B ukazuje SDS-PAGE frakci SMART Superdex
200. Vysledny gel se vybarvi stfibrem. Jsou uvedena Cisla
frakci. Byly znackovany pouze sudé frakce. Marker
molekulové hmotnosti se separuje ve stopé M. Cisla na levé
strané udavaji molekulovou hmotnost proteinového markeru

v kDa.

Obréazek 2C ukazuje afinitni frakcionaci 5 AMP sefarozy
4B na specifickou poly(A)-exonukledazovou aktivitu. Znacko-
vané frakce se inkubuji po dobu 5 minut s radioaktivnim RNA
substratem L3 (A30). Reak¢éni produkty se frakcionuji na 10
%-nim polyakrylamidu : bisakrylamidu 19 : 1 - 7 mocovinovém
gelu. Vysledny fluorogram je zobrazen na obrazku 2C. Ve
stopé A se inkubuje substrdt RNA s afinitou 5 AMP sefarozy

4B ¢isténé exonukledazy. Ve stope "-" se inkubuje

v nepritomnosti aktivni frakce pouze pufr.

Obréazek 2D ukazuje SDS-Page afinitni chromatografie
5 AMP na sefaroze 4B. Vysledny gel se vybarvi stribrem.
Cisla frakci jsou uvedena. Znac¢kuji se pouze sudé frakce.
Markery molekulové hmotnosti se se vydéli do stopy M. Cisla
na levé strané udavaji molekulové hmotnosti znackovacich

proteinti v kDa.

Obrazek 3 ukazuje specifitu exonukledzy pro 3’ _konce
lokalizovanych poly(A)-zbytkd. Poly(A)-sefarozové frakce se
inkubuji za podminek in-vitro deadenylace po dobu 0, 5, 10,
20, 30, 60 nebo 90 minut, jak je uvedeno, spolu s RNA
substratem L3 (A5g), L3 (A3p)Xq5, L3 (A39)X49 a L3
(A30)X164’ jak je uvedeno. Reakcni produkty se frakcionuji
na 10 %-nim polyakrylamidu : bisakrylamidu 19 : 1 - 7

moldrnim mocCovinovém gelu. Vysledny fluorogram je zobrazen
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na obrazku 3. S a P ukazuji mista dobéhu RNA-substratu (S)

a produktu (P).

Obrazek 4 ukazuje reakc¢ni produkt 5/ _avp uvolnény
béhem deadenylace. Poly(A)-sefarozova frakce se inkubuje za
podminek in-vitro deadenylace po dobu 20 minut spolu s RNA
substratem L3 (Azy), ktery se béhem in-vitro transkripce
znackuje pomoci [a-32P]ATP. 3 pl reakce se podrobi 2-D TLC.
Vysledny autoradiogram na vysusené PEI celulozové desce
ukazuje obrézek 4. Jsou zobrazena mista dobé&hu 2/—AMP,
3/-AMP a 5/-AMP markert, které se oddéli spolu s radio-

aktivnimi vzorky.

Obrazky 5 A-C ukazuji pokradujici odbouravani
poly(A). Poly(A)-sefarozovd frakce se inkubuje s X fmol
RNA-substrdatu L3 (A3;), ktery se béhem in-vitro transkripce
znackuje pomoci [a—32P]UTP za podminek in-vitro dedenylace.
Reak¢ni produkty se frakcionuji na 10 %-nim polvakrvl-
amidu : bisakrylamidu 19 : 1 - 7 mocovinovém gelu. Vysledny
fluorogram je zobrazen na obrazku 5 A-C. S a P ukazuji
mista dobéhu RNA-substratu (S) a produktu (P). Pritom
ukazuje obrazek SA reakce, které se provadéji v pritomnosti
0,5 pl poly(A)-sefarozovych frakci a k uvedenym dobam se
terminuji. Obrazek 5B ukazuje reakce, které se provadéji
v ptitomnosti 0,5 pl poly(A)-sefarozovych frakci a terminuji
se po 20 minutach. Uvedend mnoZstvi poly(A) v ng se pridaji
k reakcim. Obrazek 5C ukazuje reakce, které se provadéji
v pritomnosti uvedeného mnozstvi poly(A)-sefarozovych frakci

v pl a terminuji se po 20 minutéach.
Obrazek 6A

SGS-PAGE pro experiment zpétného procesu podle Dayle A.
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Hager, Richard R. Burgess, Anal. Biochem (1980), 109, 76.
Vysledny gel se vybarvi stribrem. Cisla na levé strané
udavaji molekulové hmotnosti znackovacich proteint v kDa.
Vysledné pasy se vyfiznou, jak je uvedeno v na obrazku 6A
(A, 110, B, C, D a E).

Obrazek 6B

Denaturovany RNA-polyakrylamidovy gel : kousky gelu ziskané

v obrazku 6A se eluuji podle Hager a spol. Ziskané eluované
proteiny se inkubuji se substratem L3(A5,;) podle prikladu 9

a reakcéni nésady se oddéli na polyakrylamidovém gelu.

Aktivita byla prokazana v kousku gelu C (asi 50 kDa).

Obrazek 7 ukazuje chromatografické kroky zplsobu podle

vynalezu.

Zkratky pouzité v textu

L3 poly(A)-site pozdni oblasti humdniho adenoviru 2
(délka : 54 nukleotidll (J.Astrom, A.Astrdm a A.
Virtanen, In vitro deadenylation of mammilian mRNA by

a Hela cell 3/-exonuclease, EMBO, (1991), Vol. 10,
3067)

X n-nukleotidy (A, G, T, C)

Prikladv provedeni vvnédlezu

Priklad 1

Vyroba extraktll neobsahujicich buriky
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Surovy extrakt celych bunék se vyrobi z teleciho
brzliku podle Vahle, E. (1991) J.Biol.Chem. 266, 3131-3139.
K tomu se 3 az 15 kg mrazeného teleciho brzliku nataje na
ledu, nareze na kousky a homogenizuje se v priblizné stejném
objemovém mnozstvi pufru 1 (50 mM Tris-HC1l, 10 mM K3PO4,

1 mM EDTA, 10 % glycerinu, 50 mM KC1, 0,1 mM DTT, pH 7,9) ve
Varing-Blender po dobu 50 sekund pfi nizké rychlosti a po
dobu 50 sekund pfi vysoké rychlosti. Pevny materidl se
srazi centrifugaci v Sorwall GSA-Rotor pfi 16000 g pri tep-
loté 4 °C po dobu 60 minut. Surovy extrakt se nasledné
filtruje sitem s velikosti ok 7 - normal (Pascal Eng.Co.
Ltd.), pridé se 0,134 g/ml siranu amonného (25 % syceni),

2 hodiny se michd na ledu a precipitdt se srazi centrifugaci
v Sorwall GSA-Rotor pri 16000 g pfi teploté 4 °C po dobu 60
minut. Ke zbytku se prida dalsich 0,115 g/ml siranu amonné-
ho (45 % syceni) a zpracuje se stejné, jak se popisuje vyse.
Pelety ziskané po centrifugaci se rozpusti v 2 aZz 4 objemech
pufru D (20 mM HEPES (KOH), 100 mM KC1, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
EDTA, 0,5 mM DTT, 20 % glycerinu, pH 8,2) a dialyzuje se po
dobu 10 hodin pti teploté 4 °C v dialyzadni trubici s vylu-
¢ovaci hranici molekulové hmotnosti 6000 az 8000. Po dialy-
ze se 45 % frakce ze siranu amonného (A.S. 45) zamrazi v

kapalném dusiku a skladuje se pfi teploté -70 °C.

Pfi vychozi hmotnosti 4,5 kg teleciho brzliku obsahuje
A.S. 45 frakce (asi 960 ml) asi 68 mg proteinu na ml, coz
poskytne celkové mnoZstvi 65 mg proteinu. Koncentrace pro-
teinu se stanovi pomoci Biorad-Protein-Assay-Kit (&.
500-0001) s bovinim gama-globulinem jako referendéni substan-

Py

Cl.
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Priklad 2
Dilc¢i ¢isténi poly(A)-specifické 3/—exonukleézové aktivity

K dil¢imu ¢isSténi se vychédzi z 960 ml surové A.S. 45
frakce (65 g proteinu) (viz tabulka 1). Provedou se dvé
v podstaté stejné chromatografie s DEAE-sefarozou. Pri prv-
ni se ke 160 ml A.S.45 extraktu k DEAE-sefaroze CL-6B (Phar-
macia Nr. 10-0710-01) pridéd iontomé&ni¢ (240 ml sbalené mat-
rice), ktery byl ekvilibrovan pufrem D. Suspenze se pomalu
michd po dobu 30 minut pfi teploté 4 °C. Nevazany material
se odstrani trojnasobnym promytim pufrem D a naslednou
centrifugaci (Sorwall H 4000-Rotor pri 800 otadkach po dobu
3 minuty). DEAE sefarozovad matrice se potom uvede na
sloupec (primér 50 mm) a promyje se pufrem s priéitokem 9 cm
za hodinu. Provede se dvoustupriovy gradient soli (pufr
D s 0,17 M pripadné 1,0 M KC1) a eluovany protein
s shromazdi. Dal$ich 800 ml frakce A.S. 45 se frakcionuje
stejnym zpisobem. V tomto pripadé se v$ak pouZije 240 ml
balené DEAE-sefarozy a sloupec o prtméru 70 mm. Protein
eluovany pri 0,17 M KC1, oznadeny jako frakce Il se dialyzu-
je proti pufru D po dobu 10 hodin, zamrazi se v kapalném du-
siku a skladuje se pfi teploté -70 °C. Nésledné se frakce
Il frakcionuje pfes heparin-sefarozu CI-6B (Pharmacia Nr.
17-0467-01) -chromatografie. Sloupec s objemem loze 100 ml
a primérem 50 mm se ekvilibruje pufrem D pri prttoku 9 cm za
hodinu. Provedou se dvé v podstaté stejné frakcionace na
heparin-sefaroze. Frakce II (210 ml) se nanese na sloupec
heparin-sefarozy CI-6B s prttokem 9 cm za hodinu. Poté, co
se eluuje nevazany materidl se eluuje vAzany protein promy-
tim sloupce pufrem D s 1,0 M KC1. K oddéleni zbytku frakce
IT (270 ml) se pouZije dals$i sloupec heparin-sefarozy. Elu-

ované frakce (oznacCené jako IIB) se dialyzuji proti pufru
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D po dobu 10 hodin pfi teploté 4 °C, zamrazi se v kapalném
dusiku a skladuji se pfi teploté -70 °C. Nasledné se frakce
IIB frakcionuji &tyfmi v podstaté stejnymi FPLC (Pharmacia)
Mono Q HR 16/10 (Pharmacia Nr. 17-0467-01)-chromatografie.

K tomu se Mono Q-sloupec ekvilibrovany pufrem D nasyti pomo-
ci 50 ml Superloop (Pharmacia Nr. 19-7850-01) (asi 30 ml
frakce IIB na pritok). Protein se eluuje pomoci dvoustuprio-
vého linearniho gradientu (0 az 20 % ve 250 ml a 20 az 50

% ve 150 ml pufru D s 1,0 M KC1), shromazdi se 9 ml frakci

a aktivni frakce, které eluuji prfi 10 % 1,0 M KC1 se spoji
(oznaceny jako frakce MQ), dialyzuji se proti pufru D po do-
bu 10 hodin pfi teploté 4 °C, zamrazi se v kapalném dusiku
a skladuji pfi -70 °C. 21 ml balené Blue Sepharose CL-6B
(Pharmacia Nr. 17-0830-01) se podle navodu vyrobce pfipravi
na sloupec s primérem 26 mm. Sloupec se ekvilibruje pufrem
D pfi prGtoku 34 cm za hodinu. Frakce MQ (108 ml) se uvede
na sloupec a vazany protein se eluuje pomoci dvoujstupniového

gradientu soli (pufr D s 0,17 M pripadné 1,0 M KC1).

Aktivni frakce, oznacend jako C, kterd se ziska pri
eluci 1,0 M KC1l se dialyzuje proti pufru D po dobu 10 hodin
pri teploté 4 °C, zamrazi se v kapalném dusiku a skladuje

pti -70 °C.
Priklad 3
Chromatografie na poly(A)-Sepharose

Podle navodu vyrobce se pripravi poly(A)-Sepherose
CL-6B. Sloupec HR 10/10 s objemem loze 8 ml se ekvilibruje
pufrem D s 25 mM KC1 pfi pH 7. 12 mg (12 ml) frakce C se
dialyzuje proti 2 x 21 pufru D s 25 mM KC1 prfi pH 7 po dobu

4 hodiny. Dialyzovanad frakce se vlozi na sloupec s prutokem
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1 ml za minutu. Sloupec se nasledné promyje nejdrive 5 ob-
jemy loze pufrem D s 25 mM KC1 pfi pH 7 a potom znovu 5 ob-
jemy lozZe pufrem D s 200 mM KC1 pri pH 6 a nasledné 5 objemy
loze pufrem D s 280 mM KC1 pri pH 6. Nasledné se zavede
gradient (5 objemd loze) od 280 do 600 mM KCl1 prfi pH 6.
Poly(A)-specificka exonukledzovd aktivita eluuje mezi 350

a 550 mM. Tim bylo dosazZeno 14-ti nadsobného vycisténi nuk-

leazové aktivity.
Priklad 4
SMART Mono-Q-chromatografie

Sloupec SMART Mono Q PC 1,6/5 se ekvilibruje pufrem
D prfi pH hodnoté 7 pomoci 50 mM KCl a pri pritoku 50 pl za
minutu. 1 ml poly(A)-sefarozové frakce (60 pg proteinu) se
dialyzuje proti pufru D s 50 mM KC1 prfi pH 7 a se stejnym
pritokem se nanese na sloupec. Sloupec se promyva 1,5 ml
gradientem od 50 do 500 mM KCl1. 50 pl frakce se shroméazdi
a pomoci in-vitro deadenylad¢niho testu (viz nizZe) se
identifikuje exonukledzova aktivita. Exonukledzovi aktivita

se eluuje pri asi 170 mM KCI.
Priklad 5
Gelova filtrace SMART (Pharmacia, Uppsala) Superdex 200

Poly(A)-sefarozova frakce (0,7 ml, 0,06 mg na ml pro-
teinu) se nejprve koncentruje dédle popsanym zpGsobem pomoci
chromatografie SMART Mono Q PC 1,6/5 (Pharmacia Nr.
17-0671-01). Sloupec se ekvilibruje pufrem D p#i pH hodnoté
7 s pomoci 50 mM KC1l. Poly(A)-sefarozova frakce se dialyzu-

je proti pufru D s 50 mM KC1 prfi pH 7 a nanese se na mono-Q
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sloupec s pr@tokem 50 pl za minutu. VAzany material se elu-
uje pomoci lineadrniho gradientu do 500 mM KCl a sbiraji se
25 ul frakce. Aktivni frakce se (celkovy objem 100 pl) se
identifikuji a ¢isti. Nasledné se frakcionuje 50 pl koncen-
trované poly(A)-sefarozové frakce pomoci gelové filtrace na
sloupci SMART Superdex 200 PC 3,2/30, ktery byl ekvilibrovan
pufrem D pfi pH 7 se 100 mM KC1. Pritok ¢ini 40 pl za
minutu. Aktivni frakce se identifikuji pomoci in-vitro de-
denyla¢niho testu (viz nize). Markery molekulové hmotnosti
se frakcionuji stejnym zplsxobem na sloupci Superdex 200.
Markery molekulové hmotnosti jsou Ferritin, Katalse, Aldola-

se a BSA s molekulovymi hmotnostmi 440, 232, 158 a 67 kDa.
Priklad 6
Afinitni chromatografie na ssDNA Agarose

ssDNA Agarose se pripravi podle tudajt vyrobce
(Pharmacia Nr. 27-5575-02). Sloupec 0,6 ml se naplni. Na
sloupec se vnese aktivni frakce C (10 ml) z prikladu 3

v pufru D s 50 ml1 KC1 (pH 7,0). Proslé frakce se shromazdu-
ji.

Priklad 7

Afinitni chromatografie 5/ AMP

5/-AMP Sepharose (Pharmacia 17-0620-01) se pfipravi
podle tdajt vyrobce a proslé frakce z prikladu 6 se nanesou
na sloupec v pufru D s 50 mM KC1 (pH 7,0). Né&asledné se pro-
myvd 5 ml pufru D v 50 mM KC1 (pH 7,0). Nato se promyva 5
ml pufru D v 200 mM KC1 (pH 7,0). Nakonec se aktivita eluu-
je ze sloupce 2 ml pufru D s 2 M KC1 (pH 7,0).
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Priklad 8

SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza (provadéna pro

obrazky 1B, 2B a 2D)

Podle Laemmli, U.K. (1970) Nature 227, 680-685 se
s pomoci gelového aparatu Mini-Protean II (Bio Rad Nr. 125
BR) vyrobi SDS-polyakrylamidovy (akrylamid : bisakrylamid
30 : 0,8) gel (5 % akrylamidu ve spaceru a 7,5 % akrylamidu
v délicim gelu). Vznikajici mnoZstvi proteinu se
frakcionuje pfimo na gelu nebo se pfed nanesenim na gel
vysrazi pridavkem 1 objemu 20 % TCA, nasedovanym centrifuga-
ci prfi 13000 g po dobu 30 minut pfi teploté 4 °C. Ziskana
srazenina se promyje acetonem a rozpusti v 10 pl vzorkovaci-
ho pufru (50 mM Tris-HC1l, pH 6,8, 1 % VW/V) SDS, 100 mM DTT,
8 % v/v glycerinu, 0,025 % (w/v) bromfenolové modri) a roz-
déli se gelovou elektroforézou. Ziskany gel se fixuje
a vybarvi. Vybarveni stfibrem se provadi podle Oakley, B.R.
a spol. (1980) Anal.Biochem. 105, 361-363. Vybarveni Com-
massie Brilliant Blue se provede podle Merryl, C.R. (1990)
Meth.Enzymol. 182, 477-488.

Priklad 9

Vyroba RNA substratt

5/ -chranény RNA substrat L3 (Agp), L3 (A39)X;g, L3
(A30)X49 a L3 (A30)X164, se vyrobi pomoci in-vitro transk-
ripce s T3 RNA-polymardzou (Promega Nr. P208C) a plasmidem
pT3L3 (A3;3) (Astrém, J. a spol. (1991) EMBO J. 10 (10),
3067-3071) jako DNA-matrice, kterd byla stravena s Nsil,
Hinc II, Eco R I a Pvu II. RNA substréaty ML(G35) ML (C3,)
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a ML(U3y) se vyrobi stejné jako popisuje Astroém, J. a spol.
(1991), supra. RNA-substraty se znackuji budto celé nebo na
jejich homopolymernich zbytcich vestavbou radioaktivné zna-
¢enych mononukleotid v pribé&hu in-vitro transkripce (viz
Astroém, J. a spol. (1991), supra, Astrdm, J. a spol.

(1992), supra). Specificka radioaktivita vestavénych radio-
aktivnich mononukleotidl ¢ini 40 Ci/mmol v transkripCni smé-
si pro celé znacdeni nebo 4 Ci/mmol v transkripéni smési pro
znacdeni zbytkll. Transkribovand RNA se ¢isti podle Moore,
C.L. a Sharp, P.A. (1985) Cell, 41, 845-855.

Prik1lad 10
In-vitro deadenylace

Testovaci podminky pro in-vitro deadenylaci jsou néas-
ledujici : 1 mM MgCl,, 2,5 % (w/v) poly(vinylalkohol) (Sigma
P-8136), Mw 10000), 100 mM KC1l, 0,15 Unit RNAguard, 5 az 20
fmol RNA substratu, 20 az 48 % (v/v) pufr (20 mM HEPES
(KOH), 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 25 % glycerinu, pH 7) a od-
povidajici proteinové frakce (Astrdm, J. a spol. (1992),
supra). Reakéni objem &ini 15 nebo 25 pl a inkubace se
provadi pti teploté 30 °C. Reakce se nasledné terminuje
a RNA se vyc¢isti podle Moore, C.L. a Sharp, P.A. (1985)
supra. RNA se analyzuje pomoci elektroforézy v 10 %
polyakrylamidu (19 : 1 akrylamid/bisakrylamid) - 7 M
mo¢ovinovém gelu, nasledovanou autoradiografii ziskanych ge-

14.
Priklad 11

2D-chromatografie v tenké vrstve
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Dvourozmérova (2D-chromatografie v tenké vrstvé) se
provadi na PEI-celuloze F-deskdch (Merck Nr. 5579) podle Ko-
narska, M.M. a spol. (1985) Nature 313 (6003), 552-557.
Produkty uvolnéné deadenyladni reakci se analyzuji
dvourozmérovou chromatografii v tenké vrstvé (2D-TLC) v
komore. Prvnim eluc¢nim prostredkem (I) je kyselina
isobutanova/koncentrovany amoniak/voda; 577/38/385 (v/v)

a druhym elu¢nim prostredkem (II) je nasyceny siran
amonny/1M octan sodny/isopropanol; 80/18/12 (v/v). Po prv-
nim déleni se desky su$i po dobu 8 hodin pri teploté mist-
nosti, aby se odparila kyselina isobutanova. Jako markery
se pouziji 5'-AMP (Sigma A-1752), 2/-AMP (Sigma A-9396),

3/ _AMP (Sigma A-0386). Poloha markeru se stanovi pomoci
UV-sveétla (lampa s minerdlnim svétlem UVG-54, Ultra-Violet
Prod. Inc.). Radioaktivni molekuly se stanovi pomoci auto-

radiografie vysledné PEI-celulozy F-desky.
Priklad 12
1-D TLC a kvantifikace nukledzové aktivity

Deadenylacni aktivita se kvantifikuje nasledovné : L3
(A30) -RNA-substrat, znadkovany pomoci [a32P]ATP se inkubuje
in-vitro dedenylacni reakci. Reakéni produkty se analyzuji
1-D TLC s eluc¢nim prostfedkem III (0,75 M K,HPO,, pH 3,5
(H3PO4)). Vyslednd PEI-celulozova F-deska se vysusi a
skanuje se ve 400 S fosforimageru (Molecular Dynamics).
Stanovuji se frakce s uvolnénym [«32P]AMP. Na zakladé znamé
specifické aktivity [a32P]AMP v RNA substratu se vypocita
mnozstvi uvolnéné AMP v molech. Jednotka deadenyladéni akti-

vity odpovid4a uvolnéni 1 pmol AMP/minuta.
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Priklad 13
Podminky in-vitro deadenylace

Podminky poly(A)-deadenylacdni aktivity se stanovi vySe
popsanym deadenyladnim testem za pouziti poly(A)-sefarozové
frakce jako zdroje enzymu a poly(A)-zbytku znackovaného
L3(A30)-RNA jako substratu. Aktivita se stanovi na zadklade
uvolnéni mononukleotidu testem 1 D TLC (viz vyse). K tomu
byla Setfena nutnost jednomocnych (draslik a sodik) iontd

a dvojmocnych ionttt (hordik, mangan, zinek a vapnik).

Bylo zjisténo, Ze dvojmocné kationty nejsou pro
aktivitu nutné a Ze optimélni koncentrace jednomocnych
kationtd ¢ini asi 100 mM. RovnéZ bylo zjisténo, Ze aktivita
v pritomnosti iontl drasliku je vys$3i nez v pritomnosti ion-
t8 sodiku. Rovnéz bylo zjisténo, zZe spermidin nema zZadny

vliv na aktivitu.

Dale bylo zjisténo, Ze ionty horcéiku jsou vyhodnymi
dvojmocnymi ionty a Ze optimédlni koncentrace ¢ini 1 mM. Da-
le bylo zjisténo, Ze ionty manganu, zinku a vapniku mohou do
urc¢itého stupné nahradit ionty horcé¢iku. V pritomnosti 1 mM
Mn2+, Zn2* a ca* pokleséd aktivita ze 17 % pres 2 % na 0,7

% ve srovnani s Mg+.

Ze Setfeni zavislosti na pH vyplyva, ze aktivita je

nejvyssi pfi pH hodnoté asi 7.
Priklad 14

Substratova specifita
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RNA-substratovid specifita aktivity se Setri ve dvou
pokusech. V prvnim experimentu se inkubuji na jejich
homopolymernich zbytcich radioaktivné znacené RNA-substraty
L3 (A3q), ML4S (U3g)» ML4O (C3,) a ML43 (G3g) v in-vitro
deadenylac¢nim testu (viz vy$e). Uvolnéni radioaktivnich
mononukleotidi se zjistuje testem 1-D TLC (viz vysSe). Na
zédkladé zjisténych vysledkl se podle Lineweaver-Burke stano-
vi Km a Vmax hodnoty pro kazdy RNA-substrat (viz tabulka
II). Ve druhém experimentu se stanovi specifita substratu
tak, 2e se RNA-substraty inkubuji s internimi poly(A) fezy,
nisledovanymi plasmidem kodovanymi RNA-sekvencemi stoupajici
délky s frakcemi poly(A)-sefarozy v in-vitro deadenylacnim
testu. Bylo zjisténo, zZe RNA-substraty L3 (A;33)X;5, L3
(A30)X49 a L3 (A3g)X{gq Jsou vic¢i odbouréni zcela rezistent-
ni v protikladu k RNA-substratu L3 (A3O) (viz obréazek 3).

Z toho vyplyva, Ze RNA-zbytky z adenosinovych zbytkl jsou
vyhodnym substréatem a Ze pouze 3/ -koncové lokalizované

poly(A) -zbytky se efektivné odbouravaji.
Priklad 15
Stanoveni uvolnénych mononukleotidl

Uvolnéné mononukleotidické reakéni produkty se stanovi
pomoci 2-D TLC. K tomu se v in-vitro deadenylacnim testu
inkubuje poly(A)-sefarozova frakce spolu s RNA-substratem
L3 (A3O), ktery byl v prubéhu in-vitro transkripce znackovan
pomoci [@22P]AMP. Po 20 minutéch se reakéni produkty analy-
zuji pomoci 2-D TLC za pouziti neznackovanych 2/—AMP,

3/ AMP a 5'-AMP jako markery. Z vysledku (viz obréazek 4)
vyplyva, ze 5/ -AMP v pribéhu in-vitro deadenylac¢ni reakce

uvolnuje enzym.
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Priklad 16
Kinetika nukledzové aktivity

Ke zjisténi, zda se nukledzova aktivita RNA-substrat
odbouriava procesivnim nebo distributivnim z plisobem, stanovi
se nejprve kinetika deadenyladni reakce in-vitro v pritom-
nosti 0,5 pl poly(A)-sefarozové frakce a x fmol L3 (Azq)
RNA-substratu, cele znacenych. Obrazek 5 ukazuje, Ze se
akumuluje zcela odbourana RNA dfive neZz nezZ reaguje veskery
RNA-substrat. Disledkem toho je, Ze deadenylacni reakce je
za téchto podminek po 20 minutéch zcela dokondena. V dalsi
reakci se po dobu 20 minut inkubuje v pfitomnosti stoupaji-
ciho mnozstvi poly(A). Obrazek 5B ukazuje, Ze prisada
poly(A) reakci inhibuje a Ze pfi nejvys$sich mérfenych koncen-
tracich prfidané poly(A) byly pritomné jak nedeadenylované
tak i plné deadenylované RNA-substrdaty. Pfi tretim pokusu
se zméni mnozstvi nukledzové aktivity. Inkubad¢ni doba &ini
20 minut. Obrézek 5C ukazuje, Ze jak nedeadenylované tak
i deadenylované RNA-substraty jsou pfitomny dokonce i pfi
nejmensich mnoZstvich prfidané nukledzové aktivity. Z toho
vyplyvéa, Ze exonukledzova aktivita je vysoce procesivni, to
znamenda, ze enzym nedisociuje ze substratu, dokud neni ade-

nosinovy konec zcela odbouran.

Priklad 17

Experiment zpétného sestaveni (Obrazek 6)

Experimenty zpétného sestaveni se provedou podle Dayle
a spol (supra) s tim rozdilem, Ze zpétné sestaveni se prova-
di na gelu pres noc pfi teploté 4 °C. Pro tyto experimenty
se pouziji aktivni frakce z chromatografie poly(A)-sefarozy

(priklad 3).
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob ziskavani poly(A)-specifické 3/—exonukleézové

aktivity, zahrnujici nésledujici kroky

a) vyroba surového extraktu ze zvifecich nebo lidskych bunék

b) srédZeni proteinu ze surového extraktu, ktery se ziska
z kroku a), s vyhodou siranem amonnym

c) chromatografie precipitidtu ziskaného z kroku b) na slabé
bazickém aniontoménicdi, obzvlasté na DEAE

d) afinitni chromatografie aktivni frakce z kroku c) na
heparinu

e) chromatografie aktivni frakce z kroku d) na silné& béazic-
kém aniontoménicdi, obzvlasté na Mono-Q

f) afinitni chromatografie aktivni frakce z kroku e) na
barvivu, obzvlasté na modrém barvivu, predevs$im na
Blue-Sepharose

g) poly(A)-afinitni chromatografie aktivni frakce z kroku f)

h) chromatografie aktivni frakce z kroku g) na bazickém
aniontoménic¢i, s vyhodou na silné bazickém aniontoménidi,
obzvlasté na Mono-Q a pfipadné

i) gelova filtrace aktivni frakce z kroku g)

nebo

j) dvojnasobna afinitni chromatografie aktivnich frakci
z kroku (f) predevsim na ssDNA agarose s néaslednou

5/ _AMP chromatografii.

2. Zptisob podle néaroku 1,
vyznadcujici s e tim, Ze zvifeci nebo lidské

buriky jsou buriky brzliku.
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3. Zptisob podle naroku 1 nebo 2,
vyznac¢ujici s e tim, Ze srazeni siranem

amonnym podle kroku (b) se provadi pfi asi 45 % nasyceni.

4. Zptisob podle naroku 3,
vyznadcujici s e tim, 2Ze pred uvedenym sraze-
nim siranem amonnym se provede srazeni siranem amonnym pri

asi 25 % nasyceni.

5. Zptsob podle nékterého naroku 1 az 4,
vyznacujici s e tim, ze aktivni frakce pri

chromatografii podle kroku (c) se eluuji p¥i asi 0,17 M

soli.
6. Zptsob podle nékterého naroku 1 az 5,
vyznacujici s e tim, 2Ze aktivni frakce pri

chromatografii podle kroku (d) se eluuji pri asi 1,0 M soli.

7. Zptisob podle nékterého ndroku 1 az 6,
vyznacujici se tim, Ze aktivni frakce pri
chromatografii podle kroku (e) se eluuji pfi asi 10 %-nim
1,0 M soli.

8. Zptsob podle nékterého naroku 1 az 7,
vyznadcujici se tim, 2e aktivni frakce pri

chromatografii podle kroku (f) se eluuji pfi asi 1,0 M soli.

9. Zptisob podle ne€kterého ndroku 1 az 8,
vyznadcujici s e tim, Ze aktivni frakce pri
chromatografii podle kroku (g) se eluuji pfi asi 0,35-0,55

M soli.
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10. Zpasob podle nékterého naroku 1 az 8,
vyznadcujici s e tim, zZe aktivni frakce pri

chromatografii podle kroku (j) se eluuji pfi asi 2,0 M soli.

11. Zpasob podle nékterého naroku 1 az 9,
vyznadcujici se tim, ze aktivni frakce pri
chromatografii podle kroku (h) se eluuji pfi asi 0,17 M so-

1i.

12. Pripravek obsahujici poly(A)-specifickou 3/—exonuk-
leazovou aktivitu, kterd se ziska zplsobem podle narokt 1 az

11.

13. Pripravek podle naroku 12,
vyznacujici s e tim, Ze jmenovana aktivita

mé& za podminek denaturace molekulovou hmotnost asi 50 kDa.

14. Pripravek podle néaroku 12 nebo 13,
vyznadcuijici s e tim, Ze Jjmenovanad aktivita
ma za pifirozenych podminek molekulovou hmotnost asi

180-220 kDa.

15. Zpisob deadenylace nukleovych kyselin,
vyznacujici s e tim, Ze se deadenyladni re-
akce provadi v prfitonosti pripravku podle nékterého z néarokl

12-14.

16. Zpisob podle naroku 15,
vyznacujici s e tim, Ze deadenylac¢ni reakce

odbouréava 3/-p01y(A)-zbytky s vyhodou mRNA.

17. Zplsob podle naroku 15 nebo 16,
vyznacujici s e tim, Ze deadenylac¢ni reakce
probiha navic v pritomnosti jednomocnych kationtlli, obzvlaste

drasliku, s vyhodou prfi pH asi 7.
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18. Protilatky proti pfipravku podle nékterého z naroki

12-14.

19. ZpGsob vyroby protildtky podle naroku 18,
vyznacujici se tim, Ze se savec imunizuje
pripravkem podle nékterého z narokitl 12 az 14 a ptfipadné

vzniklé protilatky se izoluji.

20. Lécivo obsahujici pripravek podle nékterého z naroki
12 az 14 a pripadné farmaceuticky pfijatelné prisady a/nebo

pomocné latky.

21. Zpltisob vyroby léc¢iva k oSetrovani rakoviny, autoimu-
nitnich nemoci, obzvlasté Multiple Sklerose nebo Rheumatoide
Arthritis, Alzheimerovy nemoci, alergii, obzvlasté neuroder-
mitis, alergii typu I nebo IV,, arthrosy, atherosklerosy,
osteoporesy, akutnich a chronickych infekénich onemocnéni
a/nebo diabetes a/nebo k ovlivnéni bunééného metabolismu,
obzvlasté pri imunosupresi, predevs$im pri transplantacich,
vyznadcujici s e tim, Ze se formuluje pripra-
vek podle nékterého z naroklt 12 az 14 s farmaceuticky akcep-

tovatelnymi pfrisadami a/nebo pomocnymi latkami.

22. Diagnostikum obsahujici pfipravek podle nékterého z
naroktt 12 az 14 nebo protiléatky podle ndroku 18 a pripadné

vhodné prisady a/nebo pomocné latky.

23. Zptsob vyroby diagnostika k diagnoze rakoviny, autoi-
munitnich nemoci, obzvlasté Multiple Sklerose nebo Rheumato-
ide Arthritis, Alzheimerovy nemoci, alergii, obzvlasteé neu-
rodermitis, alergii typu I nebo IV,, arthrosy, atherosklero-

sy, osteoporesy, akutnich a chronickych infekénich onemocné-
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ni a/nebo diabetes a/nebo k analyze bunééného metabolismu,
obzvlasté imunostatu, pfedevs$im pfi transplantacich,
vyznacujici s e t im, Ze se pripravek podle
nékterého z naroktl 12 az 14 nebo protilatky podle naroku 18

smisi s farmaceuticky akceptovatelnymi nosici.

24, Test k identifikaci funkénich interaktorlt obsahujici
prtipravek podle nékterého z narokll 12 aZz 14 nebo protilétky
podle naroku 18 a pripadné vhodné prisady a/nebo pomocné

latky.

25. Pouziti pfipravku podle nékterého z narokt 12 az 14
nebo protilatky podle naroku 18 k identifikaci funkc&nich

interaktori.
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