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Vektor zahrnujici gen kédujici bilkovinu
GM-CSF primati, hostitelska burka,

ktera je jim transformovana, a zplisob
vyroby bilkoviny GM-CSF priméti za
jejiho pouziti

Anotace:

Popisuje se vektor zahrnujici gen kédujici
bilkovinu GM-CSF primat{i, ktera ma amino-
kyselinovou sekvenci uvedenou na obr. 1 za
gipkou pro CSF-Thr, CSF-lle nebo CSF-G,

nebo.jeji alelické.nebo.jiné funkéni evivalenty, ..

zachovéavajici si aktivitu GM-CSF v testu na
lidské kostni dieni, ve kterych je alespon
jedna aminokyselina pifiddna, nahrazena
nebo odstranéna. Dale se popisuje hostitelska
butika, ktera je transformovéna timto vekto-
rem, a zplsob vyroby vyse uvedené bilkoviny
za jejiho pouZiti a rovnéZz cDNA, ktera odpovi-
da vyse uvedenému genu.
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Vektor zahrnujici gen kédujici bilkovinu GM-CSF primatu,

4 bufixa, kterd Jje 3jim transformovand, a zpusob
vyroby bilkoviny GM-CSZ primdtd za jejiho pouZiti

Oblast technikv

Vyndlez se tykd vektoru, ktery zahrnuje gen kédujici
bilkovinu GM-CSF primatd, hostitelské bunky, ktera je jim
“transformované; - a -zplsobu-vyroby -bilkoviny GM=CSF..primdtl.za ... .. ...
jejiho pouZiti a rovné&Z cDNA, kterd odpovida vy3e uvedenému

‘genu.

<

.Dosavadni stav techniky
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Rlizné typy bungx, Kkter nachézeji v krvi, je moZno
viechny odvodit od zékladnich bunék, které se mohou déale
diferencovat. Tyto zdkladni bunky maji dvé funkce:
/1/ reprodukuji samy sebe, takZe udriuji populaci zékladnich
bunék v tdle a /2/ vytvareji dal3i bufiky, které se dife-
rencuji do rézn¥ch zralych typl krevnich bund&k. Bunka, ktera

e diferencuje urditim zpusobem, 'se nazyvd progenitor.

s
Progenitor pro lymfecyty T, lymfocyty B, granulocyty,




gervené krvinky, destilky a eosinofilni Euﬁky, jakoi-

i nezralé progenitory, které mohou-dévat -vznik riz= - -

nfm byptim zralych bun¥k byly pokusnd studovédny jak

in vivo, tak in vitro, jak je popséno nap¥iklad v ?
{

publikaci Dexter, T.M. 1983 J. Pathology 141 415 - 433. |

 In vitro bylo mo¥no prokézat, Ze prolyferace a/nebo

diferenciace kaZdého typu pfogenitoru zdvisi na speci-
fickfch "faktorech", které je moZno odvodit z riz-
nych zdrojt. Nap¥{klad progenitory pro dervené krvin-
ky vyZaduji pfitomnosf faktord, ktery byl nazvén
erythropoietin. Faktory, kterych je. zapot¥ebi pro
preZitig, proL&feraci a diferenciaci myeloidnich pro-
genitord pro tvorbu zralych neutrofilnich granulocyti,
monocytl a zralych makrofdgl se nazyvaji faktory, kte-

ré podporuji tvorbu kolonii (CSF).

f¥innost téchto faktord byla velmi
dtkladnd studovédna u my3{. V&tsina orgénﬁ dospélych
my${ produkuje lédtku s uéinnost{ CSF. Sloudeniny, kte-

ré maji uréitou uéinnost tohoto typu byly ziskédny 2z

fﬁiﬁjéh‘tkénf*a“rﬁznfmi“zpﬁsobygityto*létkyase;védk;k;@%é;;

od sebe pondkud 1i¥{ svymi biochemickymi vlastnostmi.
: m

7 tohoto dtvodu zlistévé strukturni pfibu%ybst riznych

faktord zatim neznéma. Mimoto se zdd, %e CSF plsobi

pravddpodobnd ve vice neZ jednom stupni vyvoje gra-



nulocytd a makrofdgt, pHidem% opét neni znamo, zla
je jediny faktor zodpovédny za viechny typy udin-

nosti nebo zda je zapotfebi, aby v kaZ¥dém stupni

pisobil jiny faktor, jak je podrobn¥&ji popséno v
publlkacl Burgess, A. a Metcalf D. 1980 Blood 56
947 - 95T . - R

Létka s u¥innost{ lidského CSF by-
la ziskéna z plecenty, n¥kterych ni plodu, z
mekrofigd a ze stimulovanych T-bundk. Linie T-bunék
‘(Mo), kterd vytvd¥i jednu nebo véti{ polet ldtek s
udinnost{ CSF byla ziskéna z nemocného s leukemi{,4
p¥i ni%¥ byly zmnoZeny uréité varianty bundk T (Leu-
kemickd retikuloendothelliosa), jak bylo popséno Vv
publikaci Golde a dal3i 1978 Blood 52 1068 - 1072.

Schopnost CSF stimulovat granulocyty
a makrofégy znamend, %e farmaceutické prostfedky
s touto uéinnesti by Byﬁrm ¥no klinicky pounZit v
téch situacich, kdyby bylo zapot¥ebi zvysit produkci
bungﬁﬁﬁ§§1Sidiihbwtﬁﬁﬁ;*Néktefi“nemocni s velmi vy-= -
 sokymi hladinami normélnich granulocytd m¥li ve
' skutednosti nddory, které produkovaly p¥{li¥ veliké
mnp¥stvi CSF. V jednom p¥{fpad? do3lo po chirurgickém

odstranéni nédoru k rychlému poklesu poltu granulo-

cytl na normdlni hladlnu, coZ by vedlo k nézoruy; -




%e t{mto zpisobem by bylo moZno regulovat polet obi-

e hajicich.granulocytﬁ.%Tento;nézor;bylﬁvysloven:tgkél,_

v publikaci Hocking, W., Goodman, J., a Golde D.,
Blood 61 600 (1983). Farmaceutické prost¥edky s obsa-
hem CSF je moino u¥{t klinicky p¥i 1é&b& potlaleni
dfené; kterd je zpisobena po ozédFeni nddord nebo p¥i
chemické 16&b& tSchto nddord, Mimo to farmaceutické
prost¥edky s obsahem CSF by mohly byt uzitedné p¥i
16¢b& t&¥kfch infekci, proto¥e CSF miZe zvySit polet
granulocytﬁ a/nebo monocytd a/nebo miZe tyto elementy

aktivovat. -

Existuj{ rdzné typy zndmé uéinnosti
CSF, vietné granulocytérnivééinnosti (G-CSF), uéin-
nosti na makrofdgy (M-CSF), u¥innosti na granulocyty
i makrofigy (GM-CSF) a uwdinnosti na v&t¥{ polet tdch-
to bundk. Vyndlez se zv1i3t¥ zabyvd otédzkou vyroby
GM~-CSF. Bilkoviny tohoto typu jiZ byly.izolovény z
riznych Zivoli¥nych zdrojl, vyndlez se viak zv148ts

tyki vyroby CSF/éEavcﬁ, zvl1d$té &lovéka a opic.

s uinnosti CSF byly a% dosud brzd¥ny skutelnosti,
Ye jedmk bylo t&chto ldtek k dispozieci velmi m;1é
mno%stvi, zvl4¥tE pokud jde o CSF 1idi a/nebo dal3ich

primétd, jednak byly tyﬁo 14tky nelisté. Je z¥ejmé,

@




%e by bylo ¥4douci p¥esn? identifikovat bilkoviinu
¢ . '
nebo bilkoviny, které jsou nositely udinnosti CSF.

Déle by bylo %édouc{ ziskat stdly zdroj CSF, s vyho-

dou primétd a zvl4¥td &lovéka, tak, aby bylo moZno

snadno ziskat tyto bilkoviny-ve v&tiim mno¥stvi a

‘s ¥istotou, kterd je dostate¥nd pro zji¥t&n{ biolo- "

gickych a biochemickych vlastnost{ téchto létek,

v

aby Kje pak bylo moZno pouZit k 16&¢bd.

V posledni dob¥ byla vyvinuta techni-
ka molekuldrniho klonovéni, kterd dovoluje klonovat
sled nukleotidl, ktery je kédem pro bilkoviny altak
ziskat bilkovinu ve viétiim mno¥stvi p¥i vhodné volbé
hostitele a vektoru, jak bylo popsédno v kmk¥h publika-
¢ci Maniatis, T. Molecular Cloning - A Laboratory'Ma-

nual Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring

 Harbor, N.Y. 1982. Bilkovinu je mo%no izolovat a

¢istit b¥%nymi zplsoby. Zpﬁéoby'klonovéni, kter8 by~

ly a% dosud pouZity je moZno obecn$ rozddlit na t¥i

. skupiny: (1) .zplsoby, které jsou zaloZeny na znalosti

struktury bilkoviny, napf{klad na znalosti sledu ami-
nokyselin, (2) zpisoby, zaloZené na identifikaci bil-
koiiny,kjejii expresi do$lo pfi pouéifi klonovaného

genu pouzitim protilitky, specifické pro tﬁto bilko-

vinu»a¢(3lhnpﬁsnhy4Azg;oiéné na identifikaci RNA,




kterou je pak mo¥no podrobit translaci za ziskéni

-bilkoviny7ﬁpr01ni§%jeJkédem~uvedeni gen, ~- - = mmeeenommes e

Viechny tyto zpusoby jsou velmi ne-
snedné v pFipads, ¥e bflkovina, nap¥fklad CSF je k
disposici ve velmi malém mno¥stvi. Znamend to, Ze ®
v p¥ipad¥, %e je nesnadné ziskat dostateéné'mn§§stvi
¢istdne b11kov1ny, je také nesnadné stanovit sled
aminokyselin této bilkoviny nebo alespon cast to#hoto
sledu. Identifikace bilkoviny ;ziexpre51 vazbou na
protildtku se s vyhodou provédi p¥i pouZiti monospeQ
cifického polyklondlniho antisera s vysokym titrem.
Toto antiserum vSak rovnd% nelze ziskat bez v&t3iho

mno¥stvi &isté bilkoviny, kted se u¥ije jako aggigen.

Monoklondlni protilétka poskytuje alternativni pfi-

stup, aviak poiadovaﬁé protildtka se také velmi ne-
snadno z{skdvéd bez vhodného antigenu a mimo to mono-
klondlnf protildtka nemusi reagovat s bilkovinou ve
form¥, v ni% u této bilkoviny do¥lo k expresi p¥i

dostupném systému hostitele a vektoru. Mimo to k

-translaci-RNA-za-ziskéni~identifikovatelné-bflkovi— = *

ny je zapot¥ehf, aby poZadovanid RNA byla p¥{tomna

ve zdroji RNA v dostateéném mnoZstv{i, aby ji bylo

mo¥no odd¥lit. Relativn{ dostatek RNA, kterd je ko-

dem pro uréitou bflkovinu, jde obvykle ruku v ruce



pilkoviny pro strukturalni studi
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roteinu, takfe dje moZno Tici, ?e protein
vyskytujici se v maldm mnoZfstvi Jje obvykle kbédovan mRNA,

kterd se vyskytuje rovndZ v malem mnoZstvi.

Bunddna linie Mo byla uZita Jako vychozi materiédl pro
£i3t&ni 1lidského CSF a také pro identifikaci odpovidajicich

typdl mRNA. Aviak 1 ofi pouZiti tohoto pomérne dobrého zdroje

CSF je nesmirné nesnadné izolovait dostzatechne mnozstvi uvedené

m

Podstata vynalezu

.A

< Vynadlez prekonava problé dosavadniho stavu techniky

‘

Ltim, Ze poskytuje dobry zdroj bil<oviny s aktivitou CSF, za

pouZiti gencvého inZenyrstvi. Pro klonovani cDNA kédujici

protein s aktivitou CSF lze pouZit novy zpusob klonovani, pro
ktery Jje nutny . pouze test aktivity CSF. Vhodné metody pro

n&feni CSF jsou popsény dale v prikladu 2.

Vynélez tedy pcpisuje vektor zanrnujici- gen kdédujici
bilkovinu GM-CSF primédti, které mé aminokyselinovou sekvenci
uvedenou na obr. 1 za $ipkou pro CSF-Thr, CSF-Ile nebo CSF-G,
nebo jeji alelické nebc jiné funkcni ekvivalenty,
zachovavajici si aktivitu GM-CSE ¥ restu na‘ lidské kostni
d¥eni, ve kterych Jje alespon Jjedna aminokyselina ptfidana,

nahrazena nebo odstrandna. Vynélez rovnéi popisuje CcDNA

‘kédujici  bilkovinu s aktivitou CSF (tedy CSF/cDNA),

mikroorganismus vnebomnbunéénou_wlinii..Lhostitg;§ngﬂ‘bgﬁku),
transformovanou rekombinantnim vektorem obsahujicim takovou
CSF/cDNA a zpusob vyroby bilkoviny GM-SCE primatd pomoci
exprese CSE/cDNA, pfi kterém se wultivuje vyse uvédény

mikroorganismus nebo bunélna linie. JelikoZ je tato bilkovina
produkovana pufikou podle vyndlezu, je Jjisté, Ze se Jjednd o

bilkovinu vykazujici aktivitu CSF. Vektor pfo transformaci

obsahujici CSF/cDNA lze pfipravit a izolovat nasledujicim

zpisobem, prti kterém se:




pripravi RNA z bunka, kterd produkuje CSFE;

z uvedené RNA se pripravi polyadenylovana mPNA;

z uvedené mRNA se pfipravi cDNA s jednoduchym Fetdzcem;

__tato cDNA s jednoduchym feté&zcem se pfevede na CDNA s

| wdv031tym rfetézcem; : T o
tato cDNA s dvojitym fFetézcem se v&leni do vektoru pro
transformaci a timto vektorem se transformuji bkakteries za
vzniku kolonii; ‘ A
spoji se vidy 200 az 500 kolonll a z kazdé skupiny kolonii s

()]

1zoluje plasmidova DNA;

plasmidovou DNA se transfektuji vhodne hostitelské bufiky pro
expresm bllkOVlny CSF;

.tranbfektovane buiky se mUlthUjl a u .supernatantu se testujs
aktivita CSF; a

vyberou se ‘vzorky pozitivni na CSEF a Kkolonie pcuiitéd pro
vytvoreni pozitivnich vzorkd se zkoumaji pro zjidt&ni, ktera

kolonie vykazuje aktivitu CSF.

Tvto bilkoviny CSF jsou ristové a difersncizéni hormo
pro bunky myeloidniho systému. Jsou urceny nagpfiklad pro
klinické pouZiti pro lécCeni myelosuprese, zejména v pIipads
(symptomatické) granulocytopenie po chemické 1éZbé nédor

nebo 1é¢bé nadort ozarovanim.

Popis obrdzkl na vykresech

Obr. 1 nézornuje sled (sekvenci) DNA, ktery 'je
kédem pro bilkovinu CSF. Uplna sekvence DNA kéduje lidsky

*“‘_‘*“”CSF'““Zmenyw uvedené “ulidského"sledu ™ jsou ~rozdily; " “Rteréd

odlisuji tento sled od sledu opice
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Gibbon. Znézorn¥n je rovndZ sled aminokyselin,

ktery vzniké p¥i pouZit{ uvedeného sledu DNA.

Na obr. 2 je schematicky zndzornén

zpisob vyroby plasmidu pTPL z plasmidu pAdD26SVpA(3).

.. ... . 0Obr.3 je schematicky pokradovinim
bbr. 2 a znézorguje zpisob vyroby plasmidi p91023
z plasmidu pTPL.

Obr., 4 je schematickym pokradovénim
obr. 3 a zndzornuje plasmid p91023(B).

Déle bude uvedeno vysvétleni né-
kterych pojmd k usnadn¥ni porozumdni zpisobu podle
vyndlezu. Pokud by se &= rozdsah definice odliSoval

od b&%ného rozsahu v oboru, bude to ddle uvedeno.

Amplifikace nebo pomnoZeni zhamend
v A
pochod, p¥i n&mZ bunka produkuje opakovang’ genu S

vlastn{ chromosomélni DNA.

CSF je 14tka s bilogickym u¥inkem,

kterd je ddle definovéna metodami stanoveni.

Bilkovina CSF je bilkovina z primi-
~td, kterd md G&innost CSF. Pro pot¥eby vyndlezu je
pojem CSF jako bilkoviga uf¥ivén i pro modifikované

bilkoviny CSF, alelgv€ variace bilkoviny CSF a




pro tuto bilkovinu i v pfipad8&, Ze je pfed jeji

-~ fetézec zaFfazen zbytek MET+ -

v | , N
Smérem dold znamend smérem ke 3 -

-zakondeni nukleotidového sledu.

Sled, podporujici reakci je nukleo-
tidovy sled, ktery miZe zplsobit potenciaci trans-
kripce genu nezdvisle na své poloze vzhledem k to~

muto genu nebo na orientaci sledu.

Gen je sled deoxyribonukleotidi,
ktery je kodem pro danou bilkovinu. Pro ﬁéely vy-
ndlezu gen nemé4 obsahovat oblasti, které jsou pro
translaci zbyte&né, nap¥iklad signdlni sledy, poly-

adenylové ¥et¥zce, promotory nebo podpirné sledy.

Vaéba je zpﬁsob, p¥i némZ dochdzi
ke tvorbd fosfodiesterové vazby mezi 5 ~zakon¥enfm
a 3 -zakondenim dvou FetSzct DNA. Vazbu je moZno
provést nékolika zndmymi zpusoby p¥i pouZiti enzy-

mi véetnéd T4 ligdzy.

<= == == --Orientace-je -poF¥adf-nukleotidli-ve =: -

sledu DRA. Prevrédcend orientace sledu DNA je tako-

je po¥adf 5 - a 3 -zakon&eni

N¢

vé orientace, p¥i ni
jednoho sledu obrécéno vzhledem k tomuto pofadi

ve druhém sledu. Toto ulo¥en{ je dfile¥ité pro
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transkripci dal¥fho sledu DNA ve zdroji DNA nebo

pro replikaci vektort, které obsahuji uvedeny sled.

Transkripce je syntéza RNA z pivodni
DNA. |

_ Transformace znamena zménu genotypu
bunky tim, Ze buﬁka prijme clzorodou DNA. V nékte—
rych p¥ipadech Jevmozno transformaci prokdzat zménou
fenotypu buﬁky. Transformované buﬁky se nazyveji trans

formanty, bunky p¥ed transformaci jsou puvodni bunky .

Pranslace je syntéza polypeptidid
z mBNA.

Uéinnost CSF je moZno ziskat z vel-
kého podtu bundénych zdrojt véetnd prost¥edi, v ndmZ
se nachdzeji mononukledrni buﬁky periferni krve,

z plieni a placentdrni tkéng, z kostni d¥ené, z mo-
¢i nemocnych, ktery trpi chudokrevnost{, z krevniho
séra a z normélnfch a neoplastickych linii T-lymro—
cytd a mono#nukleérnlch fagocyti. Jednou bun&énou
iinli ktera produkuae CSF Je 11nle Mo. BSF, produko—
vané touto bund¥nou linii je zndm jako CSF pro gra-
nulocyty a mekrofigy (GM-CSF), jde o lidsky CSF.
Jeden zdroj CSF opice Gibbon je linie T-bunik,

kterd je ozna¥ena jako UCD MLA-144. Tato bun¥énd




linie byla uloZena ve sbirce ATCC, odkud je mo¥no

e o - ~ji ziskat pod &éifslem ulofeni., == -+ -~ = - = "= == -

Aby bylo mo%no izolovat klon CSF
podle vyndlezu, bylo nutno pouZit nového zpisobu,
ktery vyZaduje zejména stanoveni u¥innosti CSF.
Nejprve je nutno identifikovat buﬁku, které produ-
kuje CSP, nap¥{klad T-lymfocyty nebo jiné bunky,
- jak bylo uvedeno svrchu. Pak se izoluje mRNA této
\ buﬁky. S vyhodou se uZivd T-lymfocyti. V tomto p¥{-
padé s_mRNA,‘které je vazdna na membrénu a obsahuje
m-RNA pro 1ymfokin£5§dd§1i od volné mRNA v hunkéch.
Timto odd&lenim se obohati izolovanid mRNA 5 a% 10krdt
ovsled, ktery je nutny pro vyrobu lymfokinl a tim se
sniZuje némaha, vynaleiené na identifikeci pF¥{isluf-
ného klonu. Pak se pFfipravi chromatografii na oligo

dT celulosg polyadenylovd mRNA.
Z mRNA se p¥ipravi skupina cDNA p#i
pouZiti vektoru, vhodného pro pY¥enesenf do hostitele

k expresi poZadované bilkoviny s udinnost{ CSF.

© 7 Pak se p¥ipravi cDNA poufitim standardnich zplisobu
ze svrchu zfskané mRNA. Hybridnf RNA/cDNA se pak
pfevede na cDNA s dvojitym ¥etdzcem a tento mate-

ridl je pak-moino vélenit do vhodného vektoru .
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Vhodny systém hostitele a vektoru
pro isolaci klonu CSF je zaloZen na expresi cDNA
ve vhodném vektoru pro transformaci. Vhednym vek-
torem pro transformaci mi¥e byt vektor, ziskany
prechodnym vélenénim DNA do bunik gsavel zpisobem
| podle t;bllkace Mellon, P.,,V. Parker, Y. Gluzman,
T. Maniatis 1981 Cell 27 279 - 288. Aby bylo moZno
isolovat po¥adované transfofmanty CSE, neni nutné,
aby vSechny bugky populace stabilné obsahovaly exo-
genni geny, které by bylo mo¥no vyuZit k expresi
poZadovaného CSF jako produktu. Je moZné p¥echodné
vélenit exogenni geny do subpopulace bundk tak, aby
tato subpopulace produkovala pozadevanou bilkovinu
alesnon n¥kolik an&. ProtoZe neni zapot¥ehi uzit
dal%i l4tky k oznaleni podle vyndlezu, miZe dojit
k tomu, %e exogenni DNA se ztrati p¥i bunééném
ristu v pribdhu jednoho aZ dvou tydni. AvSak dve
a¥ t¥i dny pro pfeneseni do vhodﬁich bunék gsavcu

je moZno p;odgk@x;galég@(qvprokéggff;

Systém hostitel a vektor, ktery je
vhodny pro toto pouZiti je bun¥énd linie opic CV-~1,
transformovand pisobenim defektiwni molekuly DNA SV40,

jak bylo popsdno v publikaci Gluzman, Y., Cell 23

*A*I75~wﬁ1827~19811A£&ansiormovanéAopiEi_buﬂkymQY=l+%-»A




které obsahuji defektimni SV-40 DNA jsou oznadovany

. . C0S.(CV-1, defektiwn{, SV40), tybto bunky neobsahuji

ﬁplnou kopii genomu SV-40, avSak produkuji vysokou

uroves velkého antigenu T a dochdzd ubnich k repli-
kaci SV40 DNA. Tyto bunky teké podporuji replikaci
SV40, které chybi na zééétku_nékteré gésti a bakte-
ridlnfho plasmidu, ktery obsahuje SV40 podle publikace
Myers, R.M. a Tjian, R. 1980 PNAS 77 6491 - 6495.
Tento systém tedy pfedstavuje prostfedek pro amplifi-
kace pYenesené exogenni DNA‘pfes SV40 za zvySeni hla-
- diny mRNA a bilkoviny,?feji% expresi dochdzi za p¥i-
tomnosti exbgénni DNAf Je viak moZno uZit i podobné

systémy.

I~
Vekt#qy, uzité k expre51 _CSF y210~
ky obsahuji dal3i pomocné &4sti jako podpuxna_slady,‘

proeo}ory, 1ntrony, polyadenylované mista, 3 —neko-
d;Z; oblasti a aktivdtory translace, jak bude ddle

podrobndji vysvétleno. . o,
22t 7y e W«o&é«;’.’y:

; Vektory mphou obsahovat-poépﬁ;aé—sle-
_Lonbpaze s

-éy Bndpnrna_sledy se odlléuai od promotoru, aviak

maji s nim podobny uéinek. Jejich funkce na bun éné

’

urovni neni je$t& dob¥e zndma, aviak jejich jedinec-
nou vlastnost{ je schopnost aktivace nebo potenciace

transkripce bez zdvislosti na jejich poloze nebo
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orientaci. Promotory musi hyt uloZeny smérem vthru,
Zk)-,gr;/m Mu'/aq
kdeZto podplirné-sledy mohou byt uloZeny smdrem vzhi-

Tu od 5 —zakon¥eni promotoru, uvnit¥ genu jako intron
nebo sm¥rem dold mezi genem a polyadenylovanym mistem
nebo 3 —zakoncenlm polyadenylovaneno mista. Promotory
s prevracenym sledem nejsou funkcnl, avsak revrace—' B
Leonbrracs # pee |
né podpirné sledy jsou uéinné. -Podpirné sledy maji
vliv na promotory pouze v tom pr¥ipadé, Ze jsou p¥i-
tomny na tomtéZ Fetdzci DNA. Jejich uloha je podrob-
ngji vysvétlena v publikaci Khoury a dalsi, Cell 33,

313 - 314 (1983).

z&hm /VW#&A,(/’O(,
Vyhodné fodguxné_slaéy/pro pouZiti

v buﬁkéch#iééavcﬁ je moZno ziskat z ¥ivo&i$nych visi,
nap¥{klad z opiéiho viru 40, z viru polyomu, z viru

paplllomu skotu, z retrov1ru nebo adenovidu. Idedlni

je, aby poéparﬁy—s%ed byl odvozen od viru, pro ktery
je ;a:k ostitele propustnd, tj. z v1ru, ktery nor-

4&“’ M/‘
mélne infikuje bunky tohoto hostitele. Peépuzne_sle

-3y z vird # je-moZno snadno ziskat z virid b&Zné do-
=2 WM bee.

stupnych ze sbirek. Oblasti po&purnyeh,sledu z nékte-

rych vird, nap¥iklad z viru Rousova sarkomu a opili-

ho vidu 40 jsou dob¥e znédmy, jak byld popséno v
publikaci See Luciw a dal¥i, Cell 33, 705 - T16 (1983)

Je~rutinnim~postupemw¢fmolekulérni.higlggingyigggjgyu
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tyto oblasti podle znédmych map pro pisobeni restrikd-
“nich-enzymi pro “jednotlivé viry a v p¥ipadd pot¥eéby

%4\««/
modifikovat tyto oblasti, aby bylo moZno v&lenit ped—

5ﬁi§§i§4§a do vektoru poZadovanym zpﬁSobem. Tyto po-
stupy jsou popsédny nap¥iklad v publikacich Kaufman a
dal3f, J. Mol. Bbl., 159, 601 - 621 (1982) a Mol. Cell
Biol. 2 (11), 1304 - 1319 (1982). Je také moZno postu- :

M
povat tak, Ze se_pa&pn:nybs}eé syntetizuje z uda;u,
\es Crnaee
které jsou o sledu znémy. Eedpirné stedy z vibl obsa-
huji obvykle mén& neZ 150 pdrh bazi a jou dostatednid

malé, aby je bylo moZné syntetizovat.

DalsSi souédsti vektoru by mdl byt
polyadenylovany sled. Jde o sled DNA, ktery je uloZen
smérem doli od preniSené oblasti genu, obvykle t&snd
pod mistem, v ndmZ se zastavuje transkripce. Pfidévé}af
se obvykle adenlﬁmglbonukleot1§}/Elmz vznlka polyade~
nir nukleotidové zakondeni na 3 -zakonceni mRNA. Poly-
adenylace je duleZitd pro stablllzacl mRNA proti de-~

v
gradaci v bunce, kterd miZe sniZit mnoZstvi mRNA a

tim=také mnoZstvi-vsledné bi lkoviny .~

VAR

Eukary@tické polyadanllova zakonéeni
jsou dobfe zndma. Hexanukleotid 5 -AAUAAA-B,.se na-
chdzi 1f 2% 30 nukleotidil od mista, v ndm# polyadeny-
lace u¥ zadind. Sledy DNA, které obsahuji polyadenylo-
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vany sled, je moZno ziskat z vird podle km publiko-
vanych zprév. Bg}yadenylovanj sled je mono ziskat
nap¥iklad z~g;zg£ho beta-globinu a z opiéiho viru
40, avsak polyadenylovana mista, 1zolovana z vird
Jsou vyhodne;él. ProtoZe tyto sledy jsou znémé, je
moZno je syntetlzovat in vitro a navdzat na vektory

b&Znym zpusobem.

Sled, ktery odd&luje polyadenylovany
sled od kodonu, V nemz/se zastavuje translace, je
A g Lot DA iclereeet
s vyhodou neprenasenyhs%e&—ﬁﬁﬁ, napfiklad eukaryatlc-
ky gen bez promotoru. Proto¥e promotor nen{ p¥itomen,
k expresi sledu nedojde. Tento sled by m&l byt do4
state&nd dlouhy, Fédu aZ p¥ibli¥ng 1000 bazi od ko-

-

donu pro ukondeni translace k polyadenylovanemu sle-
du. Tento 3 - nﬁgzanég_gy Zled méd obvykle za nadsle-
dek zvySeni vytézku vysledného produktu. Véktor mi-
%o kondit pFibli%n¥ 30 pird bazi smérem dold od po-
lyadenylovaného sledu, je viak vyhodn&js{ zachovat

- 37zsledy, které se nachézi smdrem dold od polyade-
nylovaného sledu v jejich ptvodni formé Jde o sle-

dy, které maji obvykle 208 aZz 600 pérl,bazi smébem

doli od polyadenylovaneho sledu.

P¥{tomnosti introni v noy;zenésene—__~

¢4sti vektoru miZe rovnéﬁ‘?Vj%it”vjtééky~vyslednehomyu




pift

4/4(.41[ [(/"'/!’ o/ ARL

produktu. Tyto introny je moZno ziskat i z jinych
SR ,./ <
- --zdroji neZ-z-bunky- -hostitele.-nebo-z gen;2*3e napfi-. . ..
klad moZ¥no u%it hybridni intron, ktery se izoluje
z adenoviru nebo z genu pro imunoglobulin, v&len&ného
smérem dold od mista pro poédtek transkripce v adeno-
~viru, ¢imZ je moZno zvySit vyt&Zek vysledného produk-
tu. |

P¥i vyhodném provedeni zplsobu pro
klonovini CSF a pro konstrukci vektoru pro expresi
je moZno u¥it aktivaéniho genu pro translaci. Ak¢i-
vatory translace jsou geny, které jsou kédem pro bil-
kovinu nebo pro RNA; které ovlivnuj{ translaci poZado-
vané mRNA, Nejlep¥im p¥ikladem je gen, ktery je spoje-

ny s xxixsm adenovirem (VAVAI), u tohoto genu dochédzi

. LAl e

_ A v

.k transkripci a interakeci se sledem v 5
oblasti mRNA adenovibu, jak bylo popsdno v publikaci
Thimmappaya a dal$i, 1982 Cell 3 543. Potf¥ebmé sledy
pro aktivaci thbanslave pisobenim VA RNA leZi v oblasti

vedoucfho sledu mRNA adenoviru. Tento sled pochédzi

- eiree. - Z- genomu-adenoviru-a.nachdzi. se.po. transkripei-ve. oo o

blizkosti 5 -zakon¥eni. VA ENA mi¥e aktivovat trans-
laci mRNA. Vektory pro klonovédni a expresi cDNA tedy

s vyhodou obsahuji tuto formu geni z genu adenoviru

VA,



Eyto vektory mohou byt syntetizo-
vé?y zndmym zpisobem. Slo¥ky vektort, nap¥iklad

&4'*’: rs,;:b

podpirné-sledy, promotory a podobn& je moZno ziskat

z p¥{rodnich zdroj& nebo syntetizovat, jak bylo uve-

~a

deno svrchu. Zésadné v pfipad&, Ze tyto sloZky je
moZno nafpézt v DNA, kterou je moZno ziskat ve vel-
kém mno%g;;i; nap¥iklad jako sloZku vird nebo je-li
< mo¥né tyto sloZky snadno syntetizovat, pak je moZno
tyto sloZky snadno ziskat p¥i phuZiti restrikénich
enzymi a tim zdskat i velkd mnoZstvi vektorid tak,
%e se pdstuje organismus, ktery je zdrojem DNA, DNA
yse roz3t8pi pFislulnou endonukledsou, fragmenty se
0dd&li, fragment s obsahem hledaného sledu se iden-
tifikuje a izoluje. Obvykle se vektor pro transfor-
maci ziskdé v malém mnoZstvi a pak se navdZe na vhod-
ny vektor pro syntézu, uvnéhoé dochdzi k autonomni
replikaci, ¥iklad na prokaryecticky plasmid nebo
a P4g. Ve vét3in¥ p¥{padd je mo¥no uiit plas@§h§ﬁ322,

R R jak bylo popsdno ve svrchu uvedené publikaci Kaufmana

a dalSich.

Vektory pro syntézu jsou uZity ke
klonovédni vektord pro transformaci b&Znym zplsobem,

naﬁfiklad‘pfenesenim do prokaryotického organismu,

~ replikaci vektoru pro syntézu za ziskdni vysokého



‘Toz$tdpenim bundk a izolaci tohoto vektoru z bu-

“ oddéli_odstfedéﬁim a izoluje se plasmidové DNA.

podtu kopif s nédslednou izolaci tohoto vektoru

nééné drti.

Vektgory s obsahem cDNA, pFipra-
vené z bundk, které produkujf l4tky s udinnost{ o
CSF se pak p¥enesou do E. coli a p&stujf na plot-
nach v Petriho miskdch v mnoZstvi p¥ibliZné& 2000

kolonifi v misce. Pak se kolonie p¥enesou na nitro- -

S e

celulézovj filtr a filtr se pFenese na novou plot-
nu, kterd se uchovdivd jako vzorek. Po vypéStovéni
koplonii se tyto kolonie pomnoZi a srovndvaji se
s pivodnimi koloniemi tak, aby useky filtrd bylo :
mo¥no identifikovat s odpovidajici &4sti plotny,
ﬁifé jako vzorek.

Ka?dy £iltr se roz¥efe na ﬁseky,
které obsahuji p¥edem stanovené polty ¥ kolonii,
s vyhodou p¥ibliZn¥ 200 aZ 500 kolonii na ések.
Kolonie z ka%dého useku se pFenesou do Zivného .

a~

prostfedi, nap¥iklad do L-bujonu, K bakterie se

Plasmidovd DNA z ka¥dého useku filtradniho papiru
se pfenese do vhodného hostitele k dosaZeni ex-

prese bilkoviny. Vyhodnym vektorem pro syntézu je



b

mutanta p¥smidu pBR322 z E. soli, v némZ byly vy-

nechdny sledy, které poSkozuji eukaryotické buﬂky,
jak bylo popséno ve svrchu uvedené citaci Kaufmana

a dal3ich. P¥i pouZiti{ této mutanty odpadd potfeba

- - - hod »’ém A
_znilit zbytek plasmidu pfed pfendsenim. Po vypéstor

véni bundk po transfekci se prostfedi zkouﬁé na pri-
M » ‘v , cd s , ’
Lkladnesd latek s uéinnosti 6SF. Positivni vysledek

. 4
ukazuje na to, Ze ve zkoumaném useku filtru se na-

chdz{ kolonie, kterd obsahuje CSF/cDNA.

Aby byld ﬁoino stanovit, ktery z
klond useku filtru obsahuje CSF/cDNA, je zapotfebi
vypéstovat kaZdy klon z useku filtru. Kultury se pak
uloZi do matrice a p¥ipravi se smés kaZdé horizontdl-
ni ¥ady a kaZdého vertikdlnfho sloupce matrice. Z
téchto sm&si se pripravi vzorky DNA a provede se
transfekce do hostitelskych bundk k dosaZeni expre-
se. Supernatanty, 21 skand timto'zpﬁsobem’se znovu
zkoumaji na udinnost CSF. V obvyklém p¥fpadd mé tu-
to u¥innost jedna smds vertikélnfho sloupce a jedna
sm&s horizontdlni Fady. Spoleény klon pak obsahuje
CSF/cDNA. V pfipadé,.ie'matrice obsahuje vice neZ |
jeden pozitivni~klon,'je pozitivni vice neZ jeden

sloupec a vice neZ jedna ¥ada. V tomto p¥{padd je




zapotfebi dale roztfidit malé mnoZstvi

pfitomnost CSF/cDNA padala v uvahu.

klonl, u

a znamym zplisobem je ‘moZno zjistit sled. Je

popsany postup Jje moZno pouZit Kk ziskadni CSE/cDNA
jakéhokoliv zdroje. Uplny sled Jje zndzornén na obr. 1
soudasné s predpokladanym sledem aminokyselin il <ﬁ7“n/,

kterd je produktem po translaci.

Sled DNA, ktery je kédem pro bilkovinu s ucinnosti C

tak,
zgﬁsobem,
CSF,

~

napfiklad moZno jednu,

nahradit jinymi aminokyselinami. V belgickém

898 016

napriklad serinem.

c. se

jak je znadzornén na obr.
¢imZz - je moZno

ktery stédle mé& poZadovanou

popisuje

CSF/cDNA podle

predchidzi kodon
variace bilkoviny
Dalsi alela,

thymidinovy zbytek

ktery je znédzorn&n na obr.

vynalezu,

alelické variace bilkoviny

Jje zndzornéna

Ala-Pro- Ala Arg...

znazornéna na obr.

ATG a CSF/cDNA,
CSFE.

kterd byla nalezena pfi

1,

ziskat

avs,

typicky

vyndlezu obsahuje

ktervy

Jedna alela je

miZe byt modifikovan

‘pozmén

£¥i, &tyfi

zplsoD

o
(D¢
N¢
0w
[W2N
3

a&nvy

Golny gen, ktsrému
je kdédem p alelicksé

zndzorndne na obr. 1.
e

praci na

v poloze 365 misto cytosinovéno zbyt u,

sledem

1.

na obr.

zacatek

1.

obsahuje Thr

BllkOVlna CsF,
zahrnuje také l-methioninovy derivat
CSF. Uplna bilkovina CSfF,

Jje

nukleotldu v poloze 66 na obrjP_m__"___*
tato létka sledem Met—Ala—Pro—Ala-Arg... .
1,

zadind u Ala za Sipkou) a je moZno ji oznacit jako CSF

zisk
(Met-CSF) a
tak,

sledem
po

Jak
1,

Sipkou

v prlpade Met-CS h'zaclha
Alelicka variace,

v poloze 10C (zbytek
(Thx) .

Jind variace mé& zbytek Ile v poloze 100 a jé mozné ji oznacdit

jako CSF (Ile).

Pro Uplnost zde uvadime,

zkratka CSF-G oznacuje GM-CSF gibona.

Ze zde pouzZivana

CSF/CDNA se z klonu izecluje pomoci restrikénich enzym '
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¢igténa bilkovina CSF ma specifickou aéinncst
(aktivitu) alespof 10’ jednotek na mg bilkoviny a s thodou
alespon 4x10’ jednotek na mg bilkoviny, pfi provadeéni testu

G&innosti na bunikach lidské kostni drené.

g

Systémy hostitel-vektor pro expresi CSF mohou byt
prokaryotické nebo eukaryotické, avsak vzhleden ke
komplexnosti CSF je vyhodnéjsim systémem pro expresi systém
ze savce. Express se snadno dosAhne transformaci prokaryo-
tickych nebo “eukaryotickych bunék vhodnym  vektorem pro CS
Sled DNA, ziskany vySe uvedenym zpusobem, miZe byt exprimovan
primo v bunkéch savce za ¥izeni vhodnym promotorem. Je MOoZno
ugit heterologni promotory, které jsou v oboru dobrfe znamy
Uaby bylo moZno dosahnout exprese CSF v prokaryotick¥ch
puikach nebo bufikdch kvasinek, je nutno odstranit vedouci
isled (sled pro sekreci). Poloha kodonu pro N-zaxonlenl
Uplného proteinu CSF je zndzornéna na obr. 1. Jakmile se
ziska poZadovany klon CSE/CDNR, je mo¥no uZit prislu3né znamé
_prostfedky kK dosafeni exprese Dbilkoviny CSF, naprikiad
ivélenéni do fisludného vektoru, pFfeneseni vektoru do
prisluiné bufiky nostitele, selekce a transformace bunék a
pé&stovani transI formovanych bundk k dosaZeni express CSF.
Takto ziskand bilkovina CSF nmiZe mit methioninovy zbytek na
N-konci bilkovinv (jde tedy o Met-CSF). Uplné maturované
(zralé) bilkoviny, produkované prokaryotickymi

o)

eukaryotickymi bufikami budou mit sled aminokyselin ponrlpade

totozZny, av3ak eukaryotické bunky mohou produkovat p*odukgf

ktery pude do urdité miry “jinak “§Iykosylovany mneZ puvodni

prirodni produkt.

Bilkovina CSF, k jejiZz expresi do3lo Vv prisludnych
prokaryotickych nebo eukaryotickych  buiikdch mdZe byt
izolovana a &isténa zpusoby, které jsou v oboru znamy. Dale

je popsan novy zplisob ¢isténi, ktery umoziuje ziskat

pilkovinu CSF z rekombinantnich i pr rodnlch“zdrOJu—vc vysoké

Zistotd a s vysokou aktivitou.




Tento zpusob odstrafiuje problémy, dfive spojené s
izolaci a &i3ténim bilkoviny s UCinnosti CSF. Bilkovina CSF,

ziskana timto zplGsobem, m& specifickou aktivitu alespofi 1x10’

_ jednotek na mg biloviny, s vyhodou alespoii 2x107 jednotek na

mg biloviny, zvlasté 4x10’ jednotek na mg biloviny, pfi

testovani na builtkdch lidské kostni drené.

PFi praci uvedenym zplsobem se bilkovina CSF ¢&isti
ov

nZ: bilkovina se vysr&Zi siranem amonnym, pridavanym
do vysyceni na 80 %, ¢&imZ se ziskd peleta bilkoviny CSF;
terd se zncovu suspenduje v roztoku pufru pri pH 6 aZz 8§ a

takto ziskany roztok se nanese na vrchol chromatografického
ioupce, sloupec se promyvd pufrem s obsahem chloridu sodného

se frakce s aktivitou CSF. U&inné frakce se

1iji, nanesou se na sloupec C4 v reverzni £fazi a sloupec se
tupné zvySovanym - mnozstvim acetonitrilu v

T
koncentraci 0 aZ 90 % k ziské&ni uc¢inné frakce.
Popis ¢isténi v souvislosti s vyobrazenim

Na obr. 5 je zndzornéna analyza ¢isténé bilkoviny CS¥

Bilkovina CSF, kterda m& byt c¢isténa vySe uvedenym
zplsobem, mitZe byt ziskdna z_libovolného'z pfirodnich zdrojt
popsanych vy3e jako vychozi zdroje pro genové inZenyrstvi.
Jednd se o <radu bunéénych zdroju vcCetné kondicionovaného
média, napfiklad bunécné linie Mo nebo bunééné 1linie UCD

MLA-144 gibona.

genového inZenyrstvi, jak je popséano vyse.

VySe uvedenym zplUsobem lze tedy Cistit bilkovinu CSF z
jakéhokoliv zdroje. Postupuje se tak, Ze se prostfedi s
vyhodou zahusti ultrafiltraci na koncentraci Dbilkoviny

alespon 0,1 mg bilko-

I T, e
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viny/ml. Bilkovina se pak vysTédZ i p¥idénim siranu
amonného do nasyceni 80 %. V§slednéd peleta se znovu
uvede v suspenzi ve vodném roétoku pufru o pH 6 aZ
8. P¥ikladem vhodnych pufri mohou byt Tris-HCL,

HEPES, cltronan sodny a podobne

Roztok v pufru se podrobi deleni -
chromatografii na sloupci. Vhodnym materidlem pro
pouziti v tomto sloupcl je nap¥iklad oktylspharosa,‘
DEAE-ultrogel, AcAd44-ultrogel, AcA-54 ultrogel,
a podobn¥. Je moZno u%it jeden nebo v&tgi podet
t&chto materidld po sobd k ziskinf v&t3{ éistoty

visledné létky~

7 ka%dého sloupce se odebiraji
frakce a tyto frakce se zkoumaji na uéinnost CSF.
Uéinné frakce se sliji a z¥edi se kyselinou tri-
fluoroctovou (TFA), kyselinou heptafluormédselnou
(HFBA) a podobnd, a materidl se nanese n&: S;uuPe"
Cc4 v reverzni fdzi. Sloudenina s uéinnosti CSF se
;ék“vymyva prl pouz1t1 stoupa31c1ho mnoZstvi ace=
tongitrilu od 0 do 90 % v TFA nebo HFBA, s vyho-
dou v koncentrac1 0,10 % aZ O s15 % objemovych,

v zévislosti na pouéité-kyseliné.




Frakce s¢ uinnosti CSF se analy-

- - zuji na SDS polyakrylamidovém gelu elektroforézou,

uZije se gel o koncentraci 13,5 %, jak bylo popsédno
v publikaci Lammli, U. Nature 227, 680 (1970). Je
moZno uZit je$t& dal¥i postupy k dosa¥eni homogenndj¥f .
bilkoviny CSF. Ci¥t¥né bilkovine CSF po frakcionaci
elektroforémoun né SDS-polyakrylamidovém gelu poskytla
heterogenni bilkovinu CSF s molekulovou hmotnosti v
rozmezi 15 000 a% 26 000 jednotek. Tato zjevnd hete-
rogenita je nésledkem veliké glykosylace bilkoviny a
je b&Znou vlastnosti glykoproteinu. P¥i frakcionaci
mén& ¢istého vzorku z bundk Mo stejnym zpisobem s
analyzou bilkoviny prokizala p¥itomnost dal3$i bflko-
‘viny s udinnost{ CSF, jejiZ molekulovd hmotnost byla

28 000 aZ 30 000 jednotek.

Létky s uinnost{ CSF se vé¥{ a zno-
v o
vu uvolnuji z oktylseparody, DEAE ultrogelu a sloup~
ce C4 v reverzni f4zi. P¥ibli¥n& 60 % udinnosti CSF

se vdZe na Con-A sepharosu (40 % prochdzi bez zachy<4

ceni) -a je moZno-tuto=14tku pak'vymftj?nmthylmaﬁnb;;*

sidem.

Analyza molekulové hmotnosti re-
kombinantn{ CSF gelovou filtrac{ v prost¥edi s nizkym

) RGN -
obsahem soli prokazuje, Ze p#ibliZn& 30 % udinnosti
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' tvofené slouleninou s molekulovou hmotnosti 19 000

je homogenni, aviak 70 % materidlu se chovd jako
dimer, tak¥e se vymyvi v poloze, kterd odpovidd mo-
lekulové hmotnosti p¥ibliZn¥ 38 000. V p¥ipadd, Ze

se do sldupce p¥idéd chlorid sodny v koncentraci 1M,
vyﬁj§£ ée véékéré.ééinhosﬁ v §ii§kém.ﬁrcholﬁ;iktéfj
odpovfdé sloudening s molekulovou hmotnosti p¥ibliZné

19 000 jednotek.

$i%t¥né bilkovina CSF je st4léd ale-

spoﬁ 16 hodin p¥i teploté 4 90 a pd 7,4 v 4M guanidin

‘hydrochloridu, v 10 mM EDTA, 10mM 2-merkaptoethanolu

a v 30% (objemovd procenta) ethanolu). Létka s udin-
nosti CSF je stdld také v 0,1% kyselin& trifluor-
octové p¥i pH 2,0 a 0,1% kyseliné trifluoroctové s

25 % objemovymi acetonitrilu.

2
Jak ji¥ bylo uvedeno, bilkovina CSF,

ziékané zpﬁsbbem podie vynélézu je uréena pro pou-
¥it{ k 14&b% utlumu d¥en¥, nap¥iklad p¥i (symproma- -
tické) firanulocytophenii, kiterd miZe byt zplsobena
iéEbou nddord chemiclky nebo ozd¥fenim. Mimo to je.mo%-
no bilkoviny CSF , vyrobené Zpﬁsobem podle vyndlezu
pouzit k iéébé'téik&ch infeke{. K tomuto pouZiti se

ufije dédvka 200 a¥ 1000 mikrogrami denn&. Bilkovina




CSF se s vyhodou poddvd nitro%iln& spolu s vhodnym
farmakologickym nosifem. P¥{kladem vhodného noside_
mt¥e byt roztok chloridu sodného a lidsky serovy

albumin v roztoku chloridu sodného.

Mimo to mé bilkovina CSF, vyrobend
zpiisobem podle vyndlezu je¥t& dalsi uéinky a dal3{
pou¥it{. Bylo nap¥fklad prokdzéno, Ze CSF my31 ak- ,
tivuje neutrofily. Bylo by moZno olekdvat, Ze CSF
primdtd, ziskany zpisobem podle vyndlezu bude rovnéz
aktivovat neutrsfily. Fyziologické funkce této bil-
koviny jsou tedy mnohotvérné. V kostn{ d¥eni miZe
tato l4tka podporovat vyvoj a diferénciaci bunék,
které zaji¥tuji obranu, na periferii pak aktivuje
nové i exisfujici buﬂky. P¥i mistni{ imunologické
reakei mi¥e CSF zplsobit nahromadéni nebo nep¥itom-

nost neutrofild v zanicené oblasti. Nevhodnd loka--
lizace a/nebo aktivace neutrofild miZe byt jednou z
p¥i¢in patofyziologie riznych poruch imunologického

systému, nap¥iklad reumatoidnich arthritid.

'“‘“““”Vyﬁélé2“bﬁdé*déle‘osv&tlen*v*sou-:*f”—LZ
vislosti s pfiklady, kte#é jsou urlena pouze k osvéi-
lenf, nikoliv v3ak k omezeni zpuisobu podle vyndlezu

a znﬁzor&uji, jak je mo¥no prakticky provddét zplsob

podk vyndlezu.
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Pokud neni uvedeno jinak, jsou vSech-
ny teplotni udaje v p¥ikladové &isti p¥ihldSky uvede-

ny ve stupnich Celsia.

Restrikéni endonukledzy jsou uZivény
za podmihek a zpusobem, ktery je doporuden jejich vy-
robcem. Réak;e,vgf; ;iéﬁﬁ dochééivkuvazﬁg;-jsou>pri-”"'
v4d¥ny podle svrchu uvedené publikace Maniatise 2

. dal%{ch na str. 245 a¥ 6 p¥i pou¥it{ pufru, ktery
je popsén pa str. 246 uvedené publikace 2 koncentra-
ce DNA v rozmezi 1 aZ lOO/ng/ml p¥i teploté 23 °¢
pro. DNA se "slepymi konci" a 16 °c pro DNA s konci,
které se na segé'snadno v4%i. Elektroforéza se pro-
védi na 0,5 a% 1,5% agarozovém gelu s obsahem 90 mM
Tris-boritanu a 10 mM EDTA. Viechna DNA, znelend

radioaktivné je znadena 32P.

Pod pojmem "rapid prep" se rozumi

rychlé produkee DNA bakteriofédgu nebo plasmidu v ma-

o]

ém m&¥itku, tak, jak je popsdna nap¥iklad ve svrchu
uvedené publikaci Maniatise & dal8fch na str. 365 aZ

373,




P¥iklad A

Stupeﬁ 1 Linie bundk Mo

Bunky Mo (ATCC CRL 8066) se b&%n¥
péstuji na prostfedf alfa se 6 % oxidu uhliditého
nebo prost¥ed{ podle Iscova s 10 % oxidu uhliéitého
a 8 obsahem 20 % fetdlniho teleciho sera (FCS),

2 mM gluteminu, 100 jednotek/ml streptomycinu a
100 Lug/ml penicilinu. Buﬁky je nutno pfeodkovivat
ka¥dé 4 a¥ 5 dnt. Bunky se spoditaji a pak se jimi

[

ofkuji Falconovy T-175 lahve s obsahem 100 a%¥ 150 ml
5

Zivného prost¥edi p¥i hustotd 3 a% 4 x 16 bun&k/ml.
Polet bunlk se zdvbjnésobi za piitomnosti 20 % FCS
za 4 aZz 7 dnt. Rychlost ristu neni stdld a n&#kdy mos
hou buﬁky zcela zastavit rist, nale¥ se nédhle rychle
roirﬁstaji. Buﬁky MQ je moénO’péstovat.také v pro-
st¥edi, které je prosté séra. PfeZivini bundk je
mnohem 1ep5£ v pripadd, Ze se buﬁky pri p¥eneseni

z FCS do prost¥edi, které je séra prosté nepromyva-
"Lji;"Optiﬁélﬁimﬁﬁ§$3%§;;“i?agiféﬁijﬂﬁiéié je prosté

sera (SF) je 5 = 10°

bundk/ml. Buﬂky mirné rostou,

nebo alespoﬁ si zachovdvaji stejny po&et bunék po
, P

t¥i dny v prost¥edi, které je prosté sera, pak je

nutno pfidat 20 % FCS'po dobu alespoﬂ 4 dnt. Toto



- 35 -

ristové schema (3 dny SF), 4 dny 2P% FCS), je moZno
opakovat kazdy tyden, je-~li ppZadovéno prostfedi'bez
sera, a to po nékolik mésicd bez jakéhokoly¥iv zjev-

ného po§queni bunék.

Stupen 2 2jiStovén{ u¥innosti CSF
‘A. Stanoveni s pouZitim kostni d¥end

2iské se gerstvd kostni d¥en a od-
strani se kostni ﬁlomky, nade¥ se d¥en z¥edi v pomé-
ru l 1 éterilnim chloridem sodnym s obsahem fos—.
fétového pufru (PBS) p¥i teplotd mistnosti a pak se
d¥en pfevrstvi Ficoll-Paque, p¥ihli%n¥ 30 ml BM-PBS
a 6 ml Ficollu. Pak se sm8s odstfeduje p¥i 1500 otd&-
kich za minutu 40 minut p¥i teploté ﬁistnosti. Tuk
a vrstva PBS se imoluje a odlo%i. Pak se pipetoﬁ_ode-
bere zakalend vrstva, kterd se dvakrédt promyje PBS a
_pak se spoditaji bunky, kterd se pak namesou do pro-
st¥edi RPMI (GIBCO, RPMI'1640) s 10% FCS, inaktivo- |
vaného tepla, (HIFCS) na 3 hodiny k odstranini lnou-

cich bundk.

Zivné prostfedi, které musi byt

Eerstvé; se piipravi-ndsledujicim zplisobem:



20 % FCS
.--0,3 % agaru, -rozpu¥téného ve vod&, zchladi se na-
40 °c,
2x Iscoves (objemovy pomér 1 : 1 v agaru)
1 % P/S koneéné koncentrace 100/ug/m1 streptomycinu
a 100 jednotek/ml penicilinu |

~hy a-thioglycerolu ve 2x Iscoves ze zisobniho

10
roztoku o.koncentraci>10-2M

agar se zchlad{ na 40 % a p¥idaj{ se dal¥{ slolky,

ve vodn{ 14zni se vymledni sm¥s zchladf na 37 - 38 °

a na této teploté se udrZuje.

Po 3 hodindch se buﬁky, které nelnou
0ddéli pipetou a materidl se odst¥edi a buﬁky se zno-

> bunék/ml a prost¥edd

vu spocéditaji. P¥idd se 2 x 10
se udrfuje na vodni 1édzni p¥i teplot¥ 37 - 38 °. Ba}
Pak se pfidd vzorek, napfiklad prostfedi z bun&k po

transfekci v mnoZstvi obvykle 10 mikrolitrd do prvani

Fady vyhloubeni mikrotitraéni desky ve dvojim prove-

deni. Pak se do kaZdého vyhloubeni p¥id4d 100 mikro-

Ve

e 1itrd bun&&né .suspenze-a.-pak jest&-daldich-50-mikro—- -

1litrd bun&éné suspenze do ka¥dého vyhloubeni prvni
fady. Materidl ve vyhloubenich se dikladnd promisi
a 50 mikrolitrl roztoku z prvni Fady se pfenese do

ndsledujici ¥ady a pak se ddle postupuje po celé
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plotnd, &im¥ se z{skd postupné ¥ed¥ni vidy 1 : 3.
Plotna za zabalf{ P do parafilmu a inkubuje 10 az 18

dnd v 10 % oxidu uhli&itého p¥i teploté 37 oc ve

’ b " - / C
vlhkém prost¥edi, naleZ se poéitaji kolony~

se celé mno¥stvi kolonii v

Oy

Spoéit
" "ka%dém vyhloubeni. V kaZdém pokusu se uZije ‘nékolik
vyhloubeni bez vzorku, ¢im% se ziskd zékladni ?oéet
kolonifi. Tento poet se odelte od poétu kolonif, kte-
@ ré se nachézej{ v kaZdém vyhloubeni s obsahem vzorku.
Jedna jednotka CSF jebto mno¥stvi, které vyvold tvor-
bu jedné kolonie nad zdkladni polet kolonii na 10°

v

bun¥k z lidské kostni d¥end v p¥ipadd, Ze se uZije

10°

v

bundk v jednom mililitru, a to ¥ p¥ipadd, Ze kon-
centrace CSF je pod stupném syceni. Tato koncentrace se
stanovi z¥eddnim a spovninim po¥tu kolonii p¥i rizném
¥ed¥ni tak, aby bylo moZno uiéit koncentraci té&sné

pfed hladinou nasyceni.

P¥i tomto stanoveni se poéitaji ko-
lonig,_gjeré_obsgpujj_graqulocytxi‘ponocyty nebo oba
typy kolonii. Typ bundk v kolonifch se stanovi ode-

briénim kolonie a barvenim bunék.
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B. Stanoveni p¥i pouZiti bundk KG-1

Buﬂky KG-1, popsané v publikaci
Blood, sv. 56, &. 3 (1980) se p&stuji v prost¥edf
podle Iscova s 10 % FCS, buﬂky se pfeolkovidvaji 2x

> bunék/ml.

tydng, p¥i Ka%dé pasi’i se u¥ije 2x 10
Buﬂky se uzijdi ké stanoveni pouze s pasi¥{ 30 a¥ 35.
Stanoveni je stejné jako p¥i pouZiti bundk kostn{
d¥end s tim rozdilem, Ze buﬁky KG-1 se péstuji v aga-
rové smési p¥i pouZiti 4 x 103 bundk/ml.

Podet P kolonii, které rostou v ka¥-
dém vyhloubeni se stanovi po odedteni zékfédniho poé-

-tu kolonii stejnym zplisobem jako p¥i pouZiti bundk z
kostni d¥end. Jedna jednotka/mllpro tyto buﬂky p¥i po-
uziti CSF je taK koncentrace CSF, kterd stimuluje po-
lovinu maximdlniho mﬁoistvi kolonii bunék KG-1 k ristu

(nasyceni). Maxim4lniho poétu kolonii je moénoldoséhnout
tak, ¥e se do ndkolika vyhloubeni p¥idd4 CSF a¥ do na-

syceni.
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Stupeﬁ 3 Xonstrukce vektoru p91023(B)

Vektorem, pouZitym pro transforma-
ci, byl vektor pAdD26SVpA(3), ktery byl popsén v
publikaci Xaufman a dalgf, Mol. Cell Biol. 2 (11)
1304 - 1319 (1982). Tento vektor mé strukturu, kterd
je zndzorn¥na na obr. 2. Tento plasmid obéahu;e;gggq
pro dihydrofolédt reuuktaq?’my§1 (DHFR), ktery je pod
transkripénim ¥izenim hlavniho promotoru adenoviru 2
(Ad2). Do adenoviru se pri¥add sled z genu pro imuno-
globulin, ktery je p¥{itomen mezi promotorem Ad2 a
sledem DHFR a m&ni zakon&eni 5°a 3°. Misto pro poly-
adenylaci SV40 se nachédzi smérem dold od sledu, kte=-
Ty je kodem pro DHFR. Sled tohoto vektoru, ktery je
odvozen od prokaryotickych bun&k, je vzat z pSV0d
(Mellon, P., Parker, V., Gluzmen, Y, a Maniatis, T.,
1981, Cell 27, 279 - 288) a neobsahuje siedy z pBR322,
které zpﬁsobujibinhibici replikace v bunkdch gsaved,
jak bylo popséno v publikaci Lusky, M.,‘a Botchén, M,
1981, Nature (London) 293, 79 - 81. -

p,‘

plasmid pCVSVL2 zpisobem, znézornénim na obr. 2 a

' Svrchu uvedeny A2smid se pfevede na

na plasmid pAdD263VpA(3) (d) tak, Ze se vypusti jed-"

_no_ze dvou mist pro plisobeni restrikéni endonukledsy
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Pstl v ptivodnim plasmidu. Tento zpisob sé uskuteéni
é4stelnym-roz$tépenim uvedenym ensymem, &imZ je moZ-
no ziskat subpopulaci linerizovanych plasmidi, v
nich¥ je roz$tdpeno pouze jedno misto pro plisobeni
enzymu Pstl, nale% se pisobi Klenowovym fragmentem,
ktery se navdZe k recirkulisaci plasmidd, ktery se
pak pouZije k transformaci E. coli a hledaji se ko~
lonie;‘které maji rozStépeno misto pro plisobeni Pstl,
které je uloZeno pobli% zakonleni 3k polyadenylova-

ného sledu SV40.

Vedouci sled adenavibu & geny, zis-
kané z vird (VA-geny) se véleni do plasﬁiﬁu
pAdD26SVpA(3) (d) zptsobem, znizorndnym na obr. 2.
Postupuje se tak, Ze se uvedeny vektor roz$tépi en-
zymem Pvull za ziskéni oteviené lineérni.molekuly,
kterd se obtevird v blizkosti zakondeni 3’ prvniho
ze t¥{ elementi, které tvoii vedouci sled. Pak se
roz$t8pi plasmid pJAV¥ 43, popsany v publikaci Zain

a dals$i, 1979, Cell 16 851, plisobenim enzymu Xhol,

navéd¥e-se-Klenowiv- fragment, materidl..se_roz8tépi. ...

enzymem PvuIIl a fragment o 140 pirech bazi, ktery
obsahuje druhy element a €4st t¥etiho elementu ve-
"douciho sledu se izoluje elektroforézou na akryl-
amidovém gelu (6 % v trisbordtovém pufru podle

svrchu uvedené publikace Maniatise a dalSich (1982).
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Frggment o 140 parech bazi se pak navédie na piasmid
pAAD26SVpA(3) (d) po $tpen{ enzymem PvuIIl. Produkt
této vazby se uZije k transformaci E. coli za vzniku
odolnosti tohoto mikroorganismu proti tetracyklinu,
kolonie se sleduji zplsobem podle Grunsteina a Hognesse
p¥i pou¥it{ 32p-znaleného vzorku hybridisac{ na
fragment o 140 pdérech bazi. S'kolonii s pozitivni
hybritizaci se p¥ipravi DNA, aby bylo moZno zjistit,
z&a rekonstruované misto pro ptsobeni p Pvull se na-
chézi na zakonSenf 5 nebo 3 v&len&ného fragmentu o
140 pérech bazi, &im%Z je moZno pro dzat, zda hybri-
dizace je specifickid pro druhy nebo t¥eti element ve-
douciho sledu z adenovibu. Sprévné orient#ce mista
pro plsoben{ uvedenéno enzymu se nachdzi na 5 —-zakon-
¢eni vélenéného sledu o 140 pérech bazi. Takto vytvo-

feny plasmid se ozmeluje pTPL a je zndzorn¥n na obr. 2.

Fragment Ava'Ii D SV40 s obsahem

- podplirného sledu SV40 se ziskéd tak, ¥e se DNA SV40
$t&pi enzymem Ava II, na zakondeni se naviZe Klenowiv
fragment po St&peni Pol I, na tyto fragmenty se je3td
nwvdZi spojovaci sledy za pouZiti enzymu Yho 1, pak
se materidl S$t8p{ enzymem Xho 1 p¥i St&peni pF¥islu¥-
ného mista a &ty¥i nejdel¥i fragmenty (D) se izoluji

elektroforézou na gelu. Takt iskané fragmenty se




navd¥{ na plasmid pTPL po St&peni enzymem Xho 1,

¢{m¥ se ziské plasmid pCVSVL2-TPL. Orientace frag-
mentu SV40 D v tomto plasmidu je takovd, Ze promotor
SV40 mé stejnou orientaci jako hlavn{ promotor ade-

novidu.

Aby bylo moZno zavést geny, spoje-
né s virem adenoviru (VA) do plasmidu pCVSVL2-TPL,
skonstruuje se nejprve plasmid pBR322, ktery obsa-
huje fragment adenoviru typ 2 Hind III B. DNA ade-
noviru typu 2 se rozSt&p{ enzymem Hind III a frag-
ment B se izoluje elektroforézou na gelu; Takto zis-
kany fragment se pakileni do plasmidu pBR322, kte-
ry byl pY¥edem roz¥tdpen enzymem Hind III. Po trans-
formaci E. coli za ziskén{ odolnosti proti ampici-
linu se rekombinantn{ kmeny vyhleddvaji tak, aby byl
zji$tén kmen s fragmentem Hind III B a orientace
tohoto fragmentu se stanové $tépenim restrikénimi
enzymy. Plasmid pBR322 - Ad Hind III B obsahuje

fragment adenoviru typ 2 Hind III B v orientaci,

55
Jak je zfejmé z obr. 3, gény VA

je mo%no ziskat z plasmidu pBR322-Ad Hind III B

$t8penim pomoci enzymu Hpa I, po p¥iddni sledi,

napomdhajicich k vazb¥ EcoRl s nislednym $t&penim
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enzymem=Eco Rl s isolaci fragmentu 0'1,4 kb. Frag-
ment, ktery md zakoneni po §tepeni enzymem EeoR1
se pak navéze na misto v plasmldu pIﬂL, které bylo
predtlm roz$tépeno timtéZ enzymem. Po transformacl
B, c011 HB1O1 a pg_selekcl klonu odolnych protl

tetracyklicnu se kolonie-podrobi zkousce na hybfldl--
zaci na filtru p¥i pou¥it{ vzorku DNA, specifické

- _érobgeny4E%V1. Pak se p¥ipravi DNA z klonl s pozi-

- tivni hyb;idizaci a tento materiél se podrobi cha-

rakterizaci pisobenim restrikénich endonukledz. Pro-

duktem je plasmid, ktery se oznaluje p91023.

0b% mista pro $tépeni enzymem
E€oRl v plasmidu p91023 se odstrani, tak%e se tento
- plasmid ﬁpiné roz§tdpi enzymem Echl, ¢{m% vzniknou
dva fragmenty DNA, z nichZ jeden obsahuje pFibliZné

7Kb a druhy pf¥ibliZnd 1,3 Kb s obsahem Kgeni VA.

l-k
=

‘Zakonéeﬁiuobéﬁ’fragmentﬁ se vyplnf p¥i pouZiti Ele-
nowova fragmentu a enzymu Poll, a pak se oba frag-
menty, tj: fragment o 1;3°Kb-a~o waznovu‘spoji;
Plasmid p91023 (A);Akterj obsahuje deny"VA je podobny
plasmldu p91023, avsak do mlsta pro pusoben1 enzymu |
EcoRl Jsou v obou pFipadech vélenenyﬂ geny VA, jak

Je mo¥no prokazat Grundstelnnx—Hognessovou analyzou

a pusobenim restrikénich enzymu.




Jediné misto pro plisobeni enzymu

PstIIV"plasmidu p91023(A) se odstrani a nahradi se
mistem pro pisobeni enzymu EcoRl. Pak se plasmid
p91023(4A) éplné foz§tépi enzymem Pstl, a pak se na-
vé¥%e Klenowuv fragment p¥i pouZiti{ Poll a na zakon-
deni se navéif pomocné sledy tak, aby misto mista
pro.pﬁsobeni enzymu Pstl vzniklo mfsto pro pisobeni
enzymu EcoRl v plasmidu p91023(4). Linedrni plasmid
p91023(A) s pomocnymi sledy k vytvo¥eni mistabpro
plisobeni enzymu EcoRl se o0ddéli a ﬁplné se rozSté-
pi enzymem EcoRl, naleZ se takto 21skane fragmenty

znovu navdZ{. Izoluje se plasmid p91023(x), jeho

‘struktura se identifikuje a je moZno prokdzat, Ze

bs%{ o strukturu, podobnou plasmidu p91023(A) aZ

na to, e tento plasmid obsahuje misto pro pusobeni

enzymu EcoRl misto mista pro plsobeni enzymu Pstl.

Jaeles
Stupen 4 Priprave skupiny cDNA . ‘

e ieiiiomrom —-—Bunky-Mo-se p&stujf-16-a¥ 20-hodin-- ‘-

pfi pouZit{ PHA a PMA ke stimulaci produkce lympho-

kind. Buﬁky se pak nanesou na plotny v mnoZstvi

5

5 x 10° bundk/ml v prost¥edi podle Iscova s 20 %
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FCo, 0,3 ﬁ objemovymi PHA a 5 ng/ml TPA. Bunky se
0dd$li odst¥eddnim. Takto oddelenf?bunky se znovu
uvedou do suspenze Ve 20 md hypotonického pufru pro
rozrufeni bun¥k, chlazeného ledem (RSB pufr: 0,01M
Tris-HC1, pH 7,4, 0,01M KC1, 0,0015M MgCl,, 1 /ug/nl
 cyklohexamidu, 50 jedhoiék/ml'RNAsEg a 5mM dithio-
threitolu). Buﬁky se nechaji nabobtnat na ledu 5 mi-
nuti, nadeZ se mechanicky rozru$i ve sklen&ném homo-
genizdtoru deseti zdvihy t¥sné lnouciho pistu. Homoge-
nit se pak odst¥edi p¥i 2000 otd&kéch za minutu (od-
Stiedivka Beckman J6) k odstrandni jader a nerozrusSe-
nych bunék. Supernatant se ulo%f{ v ledu a jédra se
znovu uvedou do suspenze v 10 ml RQB a pak se tento
materisdl znovu odst¥edi p¥i malé rychlosti. Tento dru-
hy supernatant se spoji s prvonim supernatantem a zis-
kanj'matefiél se znovu odst¥edi p¥i malé rychlosti k
odstrandni zbylych jader a nerozruSenych bunék. Super-
pnatant v tomto p¥{pad¥ se smis{ p¥iddvénim ZM KC1l aZ

na koncentracl o, 15M KC1 a pak se znovu odst¥edf 30

mlnut p¥i 25 000 otaékécn za minutu (rotor Beckman
Sw 28), ¢im% se jako segment ziskaji bun¥né membrdny.
Sediment bundénych membrén se opatrnd promyje chlad-
nym RSB a pak se znovu uvede do_Sﬁspenze ve 12 ml RSB

s obsahem 2M sacharosy a 0,15M chloridu draselneho.




Pak se ve zkumavkdch do odstF¥edivky (Beckman) SW41)\ﬁ
pfipravi diskontinuélni gradient, tak, Ze se p¥evrst-
vi 6 ml roztoku membrdny ve 2M sacharose na 2 ml RSB

s 2,5M sacharosy a 0,15M KCl. Zkumavky se doplni

2,5 ml RSB s obsghem 1,3M sacharosy a 0,15M KC1.

Tyto gradienty se pak odstf¥edi 4 hodiny p¥i 27 000
oté¥kéch za minutu (Beckman, rotor SW4l) p¥i teplotéd

4 °C. Vrstva membrény, kteri se nachdzi na rozhrani
mezi koncentraci{ 2,0M a 1,3M sacharosy se opatrné od-
‘strani se strany p¥i pouZiti ijekiéni st¥ikalky a jehly
. 18. Frakce membriny z obou gradientd se sliji a
zFedi jednim objemem destilované vody, naleZ se pfi=-
d4 do kMoncentrace 0,5 % Triton X-100 a do koncentra-
ce 0,5 $ deoxycholdt sodny, naldZ se materidl extra-
huje stejnym objemem fenolu. Vodnéd vrstva se pak znovu
extrahuje smdsi fenolu a éhloroférmu v poméru 1 : 1

a nakonec stejnym objemem chloroformg. Pak se RNA,
vizand na membrdnu vysrd%i p¥iddnim chloridu sodné-

ho do koncentracf 0,25M a 2,5 objemid chladného etha-

__nolu, nale¥ se sm&s inkubuje p¥es noc pfi teploté

-20 °C. Vysré¥enid REA se odd&li odst¥ed¥nim 10 minut

p¥i 4000 otdlkéch za minutu (odst¥edivka Beckman J-6)
a pak se materidl zhovu uvede do suspenze f 1 ml des-
tilovlné vody. Z mnoZstvi 2 x 109 bundk se ziskéd pFi-

bli¥né 1 mg RNA. Pak se izoluje s celkového mnoZstvi
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RNA pfiélu§né mnoZstvi mRNA chromatografif na sloup-
ci s obsahem 0,5 ml oligo dT-celulozy. Pak se RNA
zahféje na 5 minut na teplotu 70 °c, rychle se zchla-
df v ledu a pak se 5x Fedf p¥i teplotd mistnostix puf-
rem pro vazbu, ktery obsahge 0,5M LiCl, 0,01M Tris-HC1,
o pH 7,4, 0,002 EbfAva 6,1»%'SﬁS;IEﬁA"§ ibm%obpufrﬁ
se pak nechd projit sloupcem oligo dT-celulozy Vv rov-
novd¥ném stavu ve stejném pufru p¥i teplotd mistnosti,
Sloupec se promyje 5 ml pufru pro vazbu a pak 5/u1
0,15M LiC1,0,01M Tris-EC1 o pH 7,4, 0,002 EDTA, 2
0,1 % SDS. Nakonec se mENA vymyvéd pFi pouZiti 2 ml
0,01M Tris-HC1 o pH 7,4, 0,002 EDTA a 0,1 SDS. Pak

se mRNA vysré¥{ p¥idédnim chloridu sodného do koncen-
trace 0,25M a 2,5 objemgl ethanolu a sm&s se ¥ inku-
buje pfes noc pFfi teplotd -20 °c. Vysrééenﬁr mRNA se
0dd$1{ odst¥eddnim 30 minut p¥i 30 000 otdlkéch za
minutu (rotor Beckman SW55). Supernatant se opatrné
slije a pelete mRNA a znovu uvede Vv suspenii v 50 ml
-vody. Tato suspenze se pak upravi na koncentraci 0,25M
chloridu sodného a pak se extrahuje sm8si fenolu a
chloroformu v poméru 1 : 1 ‘a pak t¥ikrét chloroformem.
Pak se mRNA vysrd%{ pfidénim 2,5 objemu ethanolu.

Smés se Aéﬁolikrét zmrazi a nechd roztdt v ldzni se

i _suchym ledem a_ethanolem a pak se 15 minut odstre-




éuje v Eppendorfové odst¥edivce. Supernatant se opa-
trné slije a peleta mRNA-se znovu uvede ‘do suspenze~
ve 20 /ul destilované vody. Konedny vytéZek je p¥i-

bliZné 30 /ug mRNA .

Prvni ¥et&zec c¢DNA se pFipravi pfi
pouziti standardnich metod. Postupuje se tak, ¥e se
10 /ug mRNA z membrdn z¥edi 100/u1 sm&si pro vznik
cDNA, kterd obsahuje 300 mmol Tris o pH 8,4, 140 mmol

uM

KC1l, 10 mmol MgCl,, 10 mmol B-merkaptoethanolu, 500 /

2
dATP, dGTP, 4CTP a 4TTP, S/ug oligo-dT (fosforylova-
né p¥i pr’m&rném rozméru 12 - 18), déle 15q /uCi 32P
dCTP (400 Ci/mmol) a 20 jednotek inhibitoru ribo-
nukledzy RNAsin. Reakce se spusti p¥iddnim 100 jed-
notek reversni transkriptdzy p¥fi inkubaci 30 minut
pfi teploté 42 °C. Pak se reakce zastavi pf¥iddnim
EDTA ¥ do koncentrace 40 mmol a pak se RNA rozloZi
inkubac{ 20 minut v 65 °C v 0,2M hydroxidu dosného.
Pak se baze nsutralizuje p¥idénim 20 jul 2M Tris o pH
7,4. Reakéni sm&s se pak extrahuje sm¥s{ fenolu a
“‘ehloréformu~a pak~se provddi~zpétnd extiakce;pfi po=- = -
ufiti 50 /ul 10 mmol Tris o pH 7,5, 1 mmol EDTA (TE)
a vodné féze se sliji. Pak se cDNA s jednoduchym Fe-

tézcem pfevede na cDNA s dvojitym Fetdzcem tak, Ze se

smés inkubuje 12 hodin p¥i teplotd 16 °C spolu se
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40 jednotkami Klenowova fragmentu za p¥itomnosti
DNA-polymerdzy I ve 100/u1 reakéniho prost¥edi,.

které obsahuje roztok 50 mmol fosforeénanu drasel-
ného o pH 7,4, 2,3 mmol DTT, 2-merkaptoethanok, 10 mmol

MgC1 vidy 150 /umol jednoho ze &ty¥ deoxynukleo-

2’
pidtrifosféta a 25 /uCi.32P_dCTP,”Reak9ezse.P?k za=
stavi extrakc{ sm&s{ fenolu a chloroformu a nevile-
néné trifosfity se odstrani prichodem vodné p féze

pfes sloupec prosti¥edku Sephadex-G-50 o objemu 1 ml.

Vyloudené frakce se slijf{ a vysrdi{ se ethanolem.

Peleta cDNA se promyje chladnym
ethanolem a pak se znovu uvede do suspenze v 200 /ul
20mmol *¥%x Tris o pH 8,0, 1 mmol EDTA, SO/umol S=
-adenosylmethioninu a 300 jednotek EcoRl-methylésy
ne 60 minut p¥i teploté 37 9C. Reakce se zastavi
extrakci smési fenolu a chlbroformu a methylovand

¢cDNA se isoluje vysrédZenfgm ethanolem.

Peleta cDNA se promyje 70% ethano-
lem a pak se znovu uvede do suspenze ve 200 /ql‘pufru
S1 (Maniatis a dal3{i) a materidl se inkubuje s 200
jednotkami Sl-nukledsy p¥i teplotd 30 °C celkem 30

minut. Pak se reakce zastavi extrakei smési fénolu

a chloroformu a cDNA se isoluje vysrédZenim ethanolem.




Zakonden{ c¢DNA s dvojitym FYet&zcem

-se vydn{ inkubaci ve 100 /ul 20 mmol Tris o pH 7,4,

50 mmol chloridu sodného, 10 mmol 2-markaptoethanolu
a 500/umol vSech &ty¥ deoxyniikleotidtrifosfdtu s
25 jednotkami Klenowova fragmentu p¥i teplotd mist-

" nosti 30 minut. Reakce se zastavi extrakc{ sm&si fe-

‘nolu a chloroformu a cDNA se isoluje vysrdZenim etha-

nolem.

Takto ziskané c¢cDNA se podrobi wvazbid
v 50 /ul pufru s obsahem T4-ligésy (Maniatis a dal3{f)
za p¥itomnosti 500 pMol vazny¥ch Fetézcui Rl se sledem
pCGGAATTCCG (New England Biolabs) p¥i pouZiti 2000
jednotek T4-ligdsy p¥es noc p¥i teploté 16 °C. Reak-
ce se zastavi inkubac{ p¥i teploté 70 °C po dobu
20 minut, pak se reakini smés z¥edf na 300 mikrolitrd,

tak¥e konelnd koncentrace soli je 0,1 mol NAClL, 10 mmol

MgCl,, 50 mmol Tris-HCl o pH 7,4. Pak se cDNA St&pi

2 minuty p#i teploté 37 °c pisobenim 7BO jednotek

enzymu EcoRl. Reakce se zastavi extrakci smési fe-

-~ nolu-a-chloroformu a_cDNA_se;isoluje;vysrééenim“etha:mﬁﬂ

nolem. Ziskand peleta se znovu uvede do suspense V
50 /ul TE a pak se nechéd projit sloupcem s obsahem
5 ml Cl1-4B. Ziskané frakce se slijf a vysrdii se

ethanolem. VysrdZend cDNA se podrobi elektroforéze
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na 1% agarosovém gelu v Trls-acetétovem pufru za
pr¥{itomnosti 1/ug/m1 ethidiumbromidu. "Pak se cHNA

o rozmébu 500 a¥ 4000 péri bazi 1solu3e z gelu

pFi pouZiti standardnih§ postupu. Vyloudend cDNA

'se extrahuje sm&s{ fenolu a chloroformu, vysrézi

' se ethanolem a peleta (po opléchnuti ‘ethanolem) se -
znovu uvede do suspenze v 50 /ul 'TE, Konedny vyteiek
byl 10 a% 500 ng cDNA.

Déle bude popséna p¥iprava vekto-
ru pro expresi p91023(B). 500ng vektoru, rozsStépe-
neho ‘enzymem- EcoR1 a zpracovaného pisobenim fosfa-
tézy se podrobi vazb& se 100 ng cDNA ve IOO/ul reaké-
niho prost¥edi (standardni prost¥edi pro pisobeni
T4-ligdsy) p¥es noc p¥i teploté 16 °C. Reakce se
‘zastavi extrakci smé&si fenmolu a chloroformu a pak
se navizand cDNA oddé&li vysréienim ethanolem po -
p¥idéni 5 P ¥ tRNA jako nosile.

DNA, vysré%éné ethanolem se promy-
je T0% ethanolem a pak-se znovu uvede do suspenze
ve 100/u1 TE. Tato DNA se pak u¥ije v podilech o
objemu 4 /ul k thansformaci E. coli MU1061 (4/u1
pro transgg;macl v objemu 100/u1 KaZdd z 25 trans-

formovanych zkoudek se rozetfe na Petrlho misku o

pruméru~150~mm%s~obsahemAl+p~agaru,yﬂ_L-prostredl




s 10 /g/ml tetracyklinu (Tet-plotna) a plotny se
inkubuji p¥es noc p¥i tgploﬁ§7377°C,:§a kaZdé plot-
né se vyvine p¥ibliZn& 2000 kolonii, visledkem je
tedy celkem p¥ibliZm& 50 000 kolonif. KaZdid z t&ch-
to kolonii mé primér p¥ibliZné 0,5 mm. KaZdd z té&ch-
to kolonii se pFenese na mikrocelulozovy kotoué o
primgru 137 mm tak, ¥e se na povrch agaru opatrnd
ulo%{ suchy filtr, ktery se pak opatrn¥ sejme. VSech-
ny kolonie zistanou na filtru, ktery me pak uloZi
koloniemi sm&rem vzhiru na &erstvou Tet-plotnu. Ko-
lonie se nechaji rist ndkolik hodin a pak se znovu
rozdéli tak, Ze se p¥esn& na plivodni filtr ulozi
derstvy zvlihleny filtr, filtry se k sob& pFitlal{,
pak se odd¥li a kaZdy f£iltr se uloZi na Eerstvou
Tet-plotnu a plotny se inkubuji pF¥es noc p¥i teploté
37 °C. Ka%d4 kopie se peél}vé oznali, aby bylo moZno
ulo¥eni kolonii p¥esné srovnat s jejich uloZenim na

puvodnim f£iltru.

Stupeﬂ 5 PF¥iprava smési plasmidové DNA
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Ka%dd z 25 kopif filtrt se opatrné
roz¥eZe skalpelem na osminy, pficemZ se zaznamend

orientace kazZdé z t&chto osmi ve srovméni s pivodnim
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filtrem. Z kaZdého useku se kolonie sejmou do 10 ml
L-bujonu. Bakterie se odd&li odstf¥edénim lO_minut

p¥i 3000 otdékich za minutu (odst¥edivka Beckman J-6)
a pak se znovu uvedou do suspenze v 0,6 ml 25% sacha-
rozy s 50 M Tris-HCl o pH 8,5 a zméni se na protoplas-
ty p¥idénim 0,2 ml lysozymu o koncentraci 5 mg/ml £

s néslednou inkubaci v ledu na dobu 5 aZ 10 minut. |
Protoplasty se pak inkubuji pfi.teploté mistnosti 10
minut, p¥idd se 0,125 ml EDTA o koncentraciIO,S mold
a pak se bunky rozru$i p¥idénim 0,12 ml 10% SDS v

50 mmol Trie-DCl o pH 8,0. Rozruleny materidl se opa-
trn¥ promichd, inkubuje se 15 minut pFi teplotd mist-
nosti a pak se DNA bilkovin a chromosomi vysrdz{ p¥i-
ddnim 0,3 gml 5M NaCl. Po inkubaci v ledu na dobu 15
minut se materiil odst¥edi na Eppendoffovd odstrediv-
ce 30 minut za chlazeni. Supernatant se opat¥né odstra-

v

ni, 8ip%Z se ziskd viskoznf peleta DNA a bilkoviny,

v

kterd se z¥edi pfidénim 2,5 ml vody. Sm¥s se extra-
huje 1 ml fenolu, vrstvy se odddli odst¥ed¥nim (10K
po dobu 10 minut, rotor Sorvall 55=34) a vodnd vrstva
se odd&li do nové zkumévky.'DNA se vysrédzi p¥iddnim
0,5 ml 5M MA€% NaCl a 7,5 ml chladhého ethanolu a

" smés se ndkolikrit zmrazi v lézni ethanolu a suchého

ledu. Vysré¥eny gmateridl se odd¥l{ odst¥ed&nim (10K,

15 minut, Sorvall S$S=34), znovu SE”uvedé'domsuspgnzevw*~
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v 0,3 ml 0,3M octanu d sodného a znovu se vysrdii
(v Eppendorfove zkumavce) prldanim 1 ml ethanolu.

Po 10 a¥% 15 minutédch v léznl se suchym ledem ﬁ etha-
nolem se vysrdZend DNA oddé&ld odst¥edénim (5 minut
v Eppendorfové odst¥edivce)af vyslednd peléta se zno-
vu uvede do suspenze Ve 1oo/u1 sterilnfho prost¥edd
TE (10 mmol Tris o pH 8, 1 mmol EDTA). Z tyfické
zkouSky se ziski 5 aZ 10 ‘;gphsmidové DNA. KaZdy
vzorek obsahuje DNA z 200 a¥ 500 kolonii piivodniho
£iltru. Z 25 filtrd se p¥iprav{i celkem 200 vzorkl
DNA.

Stupeﬂ 6 Isolace klonu CSF ‘

Ka¥dy ze vzorki DNA ze stupnd 5 se
odd¥lend pFenese do opiéich bundk,M6 tak, jak bude

ddle popséno.

Bu;ky M6 se b&Zné péstuji na mo-
difikovaném Eaglové prost¥edi (Dulbecco, DME je moz-
no..ziskat. od Gibco) s. obsahem 10_% fetédlniho teleci-
ho séra, inaktivoveného teplem (HIFCS), buﬁky se
dvakrédt tydné pfeoékovévdji p¥i Yedéni 1 : 6. 24 ho-
din po d¥leni v pom&ru 1 : 6 jsou bunky M6 pFipra-

véné pro transfekci. 24 hodin pYed transfekci se
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1,2 x 108 bunék M6 naolkuje na plotnu (Celi Factory,
Nunc) v 1,5 1 prostfédi DME + 10 % HIFCS. T&sné p¥ed
transfekci se plotny 2x promyji 7 ml DME bez sera.(SF).
DNA se rozpusti v 0,1 M Tris o pH 7,3 a p¥idd se k
prost¥edi DME, které obsahuje 2mmol glutaminu, 100/ug/m1
strepromycinu, 100 jednotk/ml-penicilinu a 0,20 mg/ml.
DEAE~dextranu, dopln&no na 4 ml Tris-DNA roztokem.

4 m prostied s obsahem rozpu$téné DNA se pFidaji

k plotnd s obsahem bun¥k M6 COS a bunky se 12 hodin
inkubuji.

Po inkubaci se bunky jednou nebo dva-
krét promyji 7 ml SF DME. Pak se 5 ml DME s 10 % HIFCS,
100 jednotek/ml peniéilinu,.lOC/ug[ml strepfomycinu,

2 mmol glutaminu a 0,1 mmol chlorochinu p#ida ke smé-

si a buﬁky se pak inkubuji po dobu 2 1/2 hodiny.

Po inkubaci se buﬂky promyji SF DME
a p¥idd se 10 ml DME + 10 % HIFCS ﬁa plotny. Po 30 ho-
dindch se prostfedi odsaje a p¥idd se 4 ml DME + 10 %
HIFCS na plotnu. Bunky se izolujf odstrangnim prost¥e-
df po 24 a% 26 j hodindch dal3{ inkubace.

Prost¥edi{ z kaZdého vzorku se zkou-
mé ne u¥innost CSF p¥i pou¥iti zkousky KG-l. Pro ka¥-

dy vzorek, jeho¥ udinnost CSF je positivni, je nutno
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vyhledat klon na pivodnim filtru, ktery je p¥idinou
této ulinnosti. Nap¥iklad v p¥ipad® positivmn{ trans-
fekce utinnosti CSF se odeberou v¥echny kolonie pl-
vodniho_ﬁsekn filtru, na némZ byla nalezena tato uéin-
nost. Jde obvykle o p¥ibli¥n& 320 kolonif, které se
odeberou do 3 ml'L-prostfedi s 10‘/ug/m1 tetracyklinu. -
Kultury se péstuji p¥es noc. 320 kolonii se uloZi do |
matrice 18 x 18. Z horizontédlnfch ¥ad a fertikélnich
sloupct matrice se p¥ipravi sm¥si (36 smési, posledni
horizontdlni ¥ada mé&lae pouze 14 klonl). Vzorky DNA se
pripravi z kaZdé smési a uziji se k/;ghsfekci bunék
(ng). Supernatanty z takto ziskaného materidlu se
zkou${ na udinnost. Byly ziskdny dv& positivmni zkous-
ky, jedna ve vertikdlnim sloupci, druhé v horizontél-
ni ¥ad¥. Kultury, spoleBnd ob&ma smésim obsahovala

klon s u¥innost{ CSF.

Z kultury bylo isolovéno celgkem
dvanidct jednotlivych %lonﬁ a miniprep DNA pak byla
pYipravena z kultur o objemu 10 ml v L-prost¥edi,
talk, jak bylo popséno svrchu. Pak byly roz$tépeny
JGEEEE3$T0@7ﬁI“DNAMzTtébﬁtb zkouek enzymem EcoRl-a =~ = = =
vysledné fragmenty DNA byly analyzoviny elektrofo-

rézou na agarozovém gelu. Devdt z dvandcti kloni

mélo spoledny vilendny sled o pfibliZn& 750 pard
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bazi. DNA ze &tyY z t&chto klpnﬁ a ze zbyvajicich
t#{ klonl byla p¥enesena do bun%@k M6 COS svrchu
uvedenym zptisobem. Supernatanty z takto provedenych
transfekei byly zkoumdny zkouSkou KG-1 stejné jako

zkouékou s pou¥itim kmkxk bundk z kostni d¥en& na

, .uE1nnost CSF. Ctyrl klony mély 750 pérd bazi jako

spoleény fragment, vcleneny ve sprévnem sledu, takzeb
dochdzelo k expresi bunkami M6 COS ve vysokém stupni,
jak bylo moZno prokdzat uéinnost{ CSF v obou uvedenych
zkouskich na rozdil od zb§7a§icich t#{ klond. Znamend
to,. 2e:k6dové oblast pro Cwamusi byt uloZena ve vile—

ndném sledu o 750 pérech bazi.

Sled DNA, ktery je kodem pro CSF
byl odstranén z vektoru pro transformaci v positiv-
nim klonu rozS$tépenim enzymem EcoRl a jeho sled byl
stanoven pfi pouZiti standardni metody po podrobeni
fragmentd klonovédni f ve veltorech M13, &{mZ byl pro-
kizén sled, zndzorndny na obr. 1. Plasmid 91023 (B)
- CSF, o néméwbylowpoprvéTprokézéng,‘ée‘fédimg§pﬁw-b
si CSF v buﬁkééh COoS bylvpak'oznaéen pCSF-1. Tento
plasmid byl pak uloZen ve sbirce American Type Cultu-

re Collection imxmxxtxzimxmf v kmenu E. cold MC1061
pod &islem ATCC 39754 2. dervence 1984. A |
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Stupeg 7 Exprese bilkoviny CSF

Opiédi bunky M6 COS, transformované
vektorem p91023(B) s obsaﬁem CSF/cDNA, tak, jak byl
tento materidl isolovédn ve stuphi 6, se p¥stuji zpi-
sobem popsanym ve stupni 6, &imZ dochdzi k produkci
bilkoviny CSF, kterd se pak nachézi v iivném’prostfe-
af. |

Postupuje se tak, Ze se = 1 mg

této DNA (pCSF-1) rozpusti v 1 ml 0,1 M Tris o pH

7,3 a p¥idéd se k 600 ml DME s obsahem 2 mmol gluta-

minu, 100 jednotek/ml streptomycipu, 100 /93m1 pe-
niecilinu (P/S) a 0,25 mg/ml DEAE Dextranu s moleku-
lovou hmotnosti 500 000 (Pharmacia).v600 mltroztoku |
DNA DEAE dextranu se p¥idéd k bunkdm M6 COS a smds

se inkubuje 12 hodin p¥i teploté 37 °C. Po inkubaci
se bunky promyjf{ 900 ml SF DME a pak se inkubuji

2,5 hédin v 600 ml DNA s obsahem 0,1 mmol chloro-

chinu, 10 % HIFCS, 2 mmol glutaminu a P/S. Prost¥edi

_s_obsahem chlordhinu se odstrani odsévénim, bunky

se promyji SF DME a pak se p¥idéd 1500 ml DME s 10 %
HIFCS. Po 30 hodindch se bunky promyji SF DME, pro-
st¥ed{ se nahradi 800 ml ¥erstvého prost¥edi SF DME a

pak se buﬁky pro transfekei inkubuji 24 hodin p¥i
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teplotd 37 °C. Prostfedi se pak odsalje g nehrad{
800 ml &erstvého prostfedi SF DME. Bunky se pak
inkubuj{ v tomto prost¥edi 24 hodin, nale? se pro-
st¥edf odstrani. Jakmile je to moZné, zahusti se
vzorky prost¥edi 20x ultrafiltraei pod-tlakem pFi
pouZiti komory Amicon o objemu 2,5 1 s membrinou
M5, kterd oddéluje slouleniny do molekulové hmot-—

. nosti 5 000.

Stupen 8 Ci¥t¥ni rekombinantnfho CSF

200 ml koncentrovaného prostfedi
ze 4 1 vychoziho materidlu ze stupné 7 se na 30 %
nasyt{ siranem amonnym p¥idédnim pevného siranu amon-
ného a vysré¥eni bilkovina se odd¥&li odst¥eddnim.
Supernatant se na 80 % nasyti siranem amonnym pri-
dénim dalSiho pévného siranu amonného a vysréZend
bilkovina se opdt odd¥li odst¥ed&nim. Peleta se zno-
vu uvede do suspenze V 5 ml 20 mmol citronanu sodné-
ho o pH 6,1 s obsahem 1 M NaCl. Rozpu¥t¥néd bilkovina
se nanese na sloupec o.rozmérech 1,6 x 100 cm s né-
pln{ Ultrogel AcA54 v rovnovdZném stavu ve stejném

pufru. Uéinnost CSF se vymyvé ze sloupce pF¥i moleku-

lové hmotnosti 19 k jednotek nebo p¥ibliZné po 90 ml




" “vina z frakce 19 byla podrobena Edmanov¥ degradaci” e e
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poditedniho eludbu. Bylo pozorovéno, %Ze v pfipadé,
Ze se flltrace na gelu provédi pr1 malé iontové 511e,
vymyvé se latka s uc1nnost1 CSF ze sloupce ve dvou_
polohdch s molekulovou hmotnosti 19 a 38 k jednotek,
co% patrn¥ znamend tvorbu dimert. Uéinné frakce se
spoji a p¥iddvd se 10% TFA do koncentrace 0,15 % a
pak se materidl nanese na sloupec prost¥edku Vydac
c4 rozmﬁruv0,46 x 25 em v rovnovédZném stavu v 0,1%
'TFA. Sloupec se vyviji linedrnim gradientem aceto-
nitrilu od O do 90 % v 0,1% TFA rychlosti 1 ml za
minutu p¥i celkovém mﬁoistvi 340 ml. Udinnost CSF
se vymyvé mezi 39 a 43 % acetonitrilu, frakce 16 a¥
20. Vzorek frakce 19 o objemu 20 /ul byl analyzovén
elektroforézou na SDS polyakrylamidovém gelu (13,5%
gel podle publikace Lammli, Nature 227, 680 (1970)).
Bylo mo¥no pozorovat jediny $iroky pds pro bilkovi-
nu s molekulovou hmotnosti 18 a% 26 k jednotek. Po-
nékud $ir${ rozmezi pro molekulovou hmotnost CSF
je bd%¥nou vlastnosti gykoproteind a patrn& odrdii

velké, aviek ménici se mnoZstvi uhlohydrétu. Bilko-

p¥i pouZiti za¥izeni pro stanoveni sledu.Z p¥ibliz-
n& 20 /ug bflkoviny bylo mo¥no urdit sled prvmich
Sestnicti aminokyselin jako A=P=A-R-S-P-S-P-S-T-Q-P-¥W-

-E-H. Vysoky vyt¥Zek tohoto jediného sledu napovidd,
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Ye bilkovina CSF z frakce 19 byla vydi¥t¥na a% do
homogénity. Biologick4 zkouska prokdzala, %e frakce
19 obsshovala 3 x 107 jednotek na jednotku absorban- .

ce A ProtoZe typické bilkoviny ve vodném rozto-

280°

ku maji extinkdni koeficient 0,8 a% 1,2 jednotek
-absorbance AZSB' Na -1 mg bilkoviny, specificki. udin- .
7 T

b4 ’

nost di$téného CSF je v rozmezi 1 x 10" az 4'x 10
jednotek/mg v pfipadé, Ye se u¥ije zkoutky s bunka-

mi z 1lidské kostni d¥ens.

it

P¥iklad B

Klonovéni CSF Gibbona

Stupeﬁ 1 Priprava mRNA z B-bunék Gibbona

Vzorek linie T-bundk Gibbona, ozna-
geny UCD-MLA 144 se pdstuje n&kolik ty¥dnlG v prostfe-
df RPMI 1640 (Gibco) 'a 20% fetdlnim telecim seru (FCS)

9 bunék. Tyto buﬁky byly

a% do ziskéni podtu 1 x 10
zpracoviviany tak, Ze byla indukovénavprodukce vysoké
hladiny CSF aktivaci po 24 hodiny plsobenim 10 ng/ml

12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetdtu (TPA v RPNI 1640
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s 1 % FCS. Pak byly bunky isolovény odst¥eddnim
5 minut p¥i 1000 otédlkdch za minutu, byly promyty
chloridem sodnym s fosf4tovym pufrem (PBS) a pak by-

ly opét isolovény odstfedénim.

Z t&chto bun&k byla p¥ipravena mRNA
polysoml, vdzanych na membrénu (MBP) zplisobem, popsa-

nym v p¥ikladu A pro p¥ipravu RNA z bunék Mo.

Stupen 2 Reakce s JA prvniho Fetd
Stupen 2. Reakc c¢DNA ho retézce

6 /ug MBP mRNA ze stupné?l se zYedi
v reakéni smési pro p¥ipravu c¢DNA v mnoZsitvi 50/u1,
stejné jéko bylo popsdno ve stupni 4 p¥ikladu A a
reakce se zapolne p¥iddnim reversni transkriptézy.
Smés se inkubuje 30 minut p¥i teploté 42 °c, pak se
reakce zastavi p¥id4nim EDTA do koncentrace 50 mmol
a smés se zFfedi vodou na 100 /ul. Pak se smds extra-
huje nejprve smési fenolu a chloroformu a pak chlo-
roforﬁem. Hybridy cDNA/RNA se 0dd8li od nevi&lenédnych

_brifosféth chromatografii na sloupci s obsahem 2 ml

Sepharose CL-4B. Vyloudené frakce se sliji a hybridy

se vysrdZi ethanolem, vyt&Zek je 570 mg.

i




Pak se 10 ng c¢DNA s takfo upravenym zakongénim
spoji s 50 ng plasmidu pBRéZZ se zekondenfmi G
(NEN) v 10 /ul 10 mmol Tris o pH 7,5, 1 mmol EDTA
a 100 mmol chloridu sodného. Vyslednd reakini smés
se inkubuje 10 minut p¥i teplot¥ 68 °C a pak jedt¥
' 2 hodiny p¥i teplotd 57 °C.

Stupeﬁ 5 Transformace bakterii

Kmen E. coli MC1061 se p¥stuje v
L-bujonu, pak se zchladi v ledu, bunky se pmhykmyf
0dd&1i odst¥ed¥nim a p¥idé se chlorid védpenaty k
pifipravé bundk ﬁro,ttansformaci. Pak se 5 /ul roz-
toku ze stupné 4 inkubuje s 2OOI/u1 takto piiprave-
nych bakterii. Tato transformace se opakuje 15x p¥i
pouZit{ veSkerého mno%stvi cDNA z pF¥edchoziho stupn¥
_a materi4l se nanese na plotny o priméru 15 cm s |
1% agarem v L-bujonu s obsahem 10 /ug/ml tetracykli-

nu. Na kaZdé plotn& vyrostlo p¥ibli%n& 1000 kolonif.
Stupen 6 P¥stovéni kopii |

10 000 kolonif z transformaci se

jednotlivé vyjmou, p¥enesou se na Cerstvé plotny
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Stupeﬂ 3 Reakce s cDNA druhého Tetézce

Peleta c¢DNA prvnino Fet&zce ze stup=-
né 2 se znovu uvede v suspenzi v 50 ml vody a provi-
df se syntéza druhého Yetdzce ve standardnip reakini
smdsi p¥i pouZiti polymerdzy I E. coli, ligdzy E. coli
a ribonukledzy H. Reakdni sm&s se inkubuje p¥es noc
p¥i teplotd 16°C a pek hodinu p¥i teplotd 37 °C. Re-
akce se zastavi p¥iddynim EDTA a sm&s se extirahuje
sm3si fenoku a chloroformu. Pak se cDNA oddéli od
nevélendnych trifosf4td chromatografii na sloupci
prost¥edku Sepharosa CL-4B,ziskané frakce: se sliji

‘a cDNA se isoluje vysrdZenim etanoclem.

Stupeﬁ 4 Priprava rekombinantni cDNA

Peleta cDNA ze stupné 3 se uvede
znovu do suspenze Vv 75 /ul vody. Pak se pF¥idaji na
konce cDNA homopolymerni zakondeni tak, Ze se p¥idé

10 /ul roztoku c¢DNA k 25 /ul standardni reakdni smési

.~ s-obsahem- termindlni transferdzy a vyslednd. smés se .

o
inkubuje 5 minut p¥i teploté 30 C. Reakce se za-
stavi p¥id4nim EDTA do koncentrace 40 mmol a pak se

sm&s inaktivuje teplem 10 minut p¥i teploté 68 °c.




- 66 =

minut p¥i teplot& 37 °C se sm&s smisi s i/ul 10 x T4
pufru s DNA polymerazou, p¥idd se jeSté 1 /ul 2 mmol

roztoku dCTP, dTTP, 4GTP a 10 ul 32

P dATP (10 juCi/ ul,
3000 Ci/mmol) a 3 jednotky Tr DNA polymerdzy. Pak
se reakéni smés inkubuje 20 minut p¥i teploté 37 oC,
A_éfidé se l/ui.é~ﬁm§1 dATP,a,reakEni smds se inkubu-

je je$t¥ 10 minut p¥i teplot¥ 37 °C.

Neviélenéné trifosfaty se odddli od
o znatené cDNA chromatografii na sloupci prostfedku_
Sephédex Gl00. Pak se p¥ipravi druhy vzorek ze syn-

tetického oligonukleotidu se sledem

ATC TGG CTG CAC AG

ktery je komplementdrni k zakonéeni oblasti3‘které
'je kodem pro CSF na té ¢4sti, na ni¥ se nachdz{
aminoskupina. Tento oligonukleotid byl ozrna¥en 32p
ATP na 5 -zakonleni p¥i pou¥it{ standardni reakce
s polynukleotidkindsou. |

-—

v 1T
Stupen 8 Isolace kloni CSE cDNA

P¥i zkou¥kéch na standardni hybridi-

~zaci bylo moZno prokizat tuto hybridizaci u 45 klomi

p¥i pouZiti pCSF-1 cDNA, oznadené T4. Z t8fdchto klont
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v map¥stvi 500 kolonif na plothu v m¥i¥ce a kolonie
se péstuai pres noc pFi tenlote 37 °cC. 7 Pak se ko-
lonie odd&li od ploten prltlacenim flltru ze suche
mikrocelulozy na povrch plotny. Z ka%dého zdkladniho
filtru se p¥ipravi dvé kopie. Pivodni filty 5; skla-
duji{ p¥i teploté 4 %c a na kopie se plsobi zdsadou a
pak se za tepla sudi, aby byly pfipraveny pro hybri-

disaci.

Stupeﬁ 7 PRIprava hybridisaBnich vzorki, znadenych
32p

mr—

Vélendny sled cDNA z pCSéll_byl iso-
lovén roz¥tépenim restrikénim enzymem EcoRl s ndasled=-
nou elekiroforézou na agarozovém gelu p¥i poﬁéiti
Tris acetdtového pufru a ethidiumbromidu. Péé; obsa-
hujici{ fragment cDNA byl z gelu vy¥iznut a CiStén

obvyklym zpisobem.

300 ng fragmentu cINA bylo pak pridd-

~nokl /ul 10 x ¢ pufru pro pusoben1 T4 DNA polymera-

zy (0 33 M Trlsacetét o pH 7,9, O, 66 M octan “drasel-
ny, 0,1 M octan ho¥ednaty a 10 mmol dithiothreitolu)
s 3 jednotkami T4 DNA polyméréty (New England Biolabs)

a smds se z¥edi vodou na 10_/u1. Po inkubaci 5 aZ 10




nut p¥i 1000 otdfkdch za minutu, pakvbyiy promyty
chloridem sodnym s obsahem fosfitového pufru XRRER

(PBS) a nakonec byly bunky oddéleny odst¥ed&nim.

Pak byla pfipravena cytoplasmatické RNA opatrnym
rozrufenim bundk tak, Ze buﬁky byly uvedeny do sus-
penze v 50 ml chladného ?ﬁfru pro rozrufeni Bunék_

s obsahem Tritonu (pﬁfr sestéVai\ze 140 mmol NaCl,
1,5 mmol MgClé, 10 mmol Tris o pH 8,6 a2 0,5 % Triton
X-100) s 10 mmol dithiothreitolu (DTT) a 50.jednot-
komi/ml RNA sin (Bbtec). Materiil byl rozd¥len na
dvd stejné &4dsti a ka?dd z tdchto &dsti bylé navrst-
vena na 10 ml tého pufru s obsahem 20‘%w;acharosy.
Bunééné jédra byla odstranéna odst¥eddnim p¥i teplo-
8 4 °C po dobu 5 minut p¥i 400 otékéch za mihutu.
Horni vrstva, kterou tvo¥il cytoplasmaticky extrakt
byla opatrnd odstrandna a byl pfiddn dodecylsulfdt
sodny (SDS) do koneéné koncentrace 1 %. Pak byl roz-—

tok 2x extrahovin tymZ objemem sm&si fenolu a chlo-

roformu v pom&ru 1 : 1 a RNA byla vysrdZena p¥idd-

nim 2,5 objemu chladného ethanolu. VysrdZend RNA by-
la odd&lena odst¥ediwxfdnim 15 minut p¥i 4000 otdl-
kéch za minutu a pak bylo znovu uvedeno do suspenze

ve smdsi 0,01 M Tris. o pH 7,5, 1 mmol EDTA, 0,25 M

N¥aCl (pufr TZ s 0,25 M NaCl) a materiél byl znovu




hybridizovalo p#ibliZn& 20 klonl se vzorkem, ktery
obsahoval znaéenyioligonukleotid..Kédové oblast .
jednoho z téchto klond byla podrobena analyze sle-
du, pficemZ bylo zji$t&no, Ze do$lo k substituci
v8tSiho poétu bazi, ndkteré tyto substituce vedly

k rozdilnym aminokyselindm v bilkoving, kvjejié ex—
presi doSlo. Prokézané rozdily jsou znédzorndny na

obr. 1 nad sledem DNA pro gen lidského CSF, tak, jak

byl klonovdn v p¥ikladu A.

PYriklad C

Klonovani CSF z mRNA lymfocytd z periferni krve

Stupeﬁ 1 Priprava mRNA z lymfocytd z periferni krve

Lymfocyty z periferni krve byly
pfipraveny z vedlej$ich produktd p¥i vyrob& plasmy

(poskytl Cerveny k¥f%) frakcionaci pfi pou¥it{ gra-

dientu Ficoll-Hypaque. Bylo ziskdno p¥i péstovdani

v prostfedi RPMI-1640 za pF¥itomnosti 5 % fetdlniho
telecfho sera, 0,17 % fytohemmaglutiinu a 10 ng/ml
PMA hustoty 2 x 10 bundk/ml celkem bylo ziskdno

6 x 10° bunék. Buﬁky byly oddéleny odst¥eddnim 5 mi-
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vysrédZen p¥iddnim 2,5 objemu chladného ethanolu.
Nakonec byla RNA odd&lena odst¥ed¥nim a znovu uve-
dena do suspenze v 5 ml vody. Celkovy vytdiek byl

7,5 mg.

_ Z celkové ;a?oplasmatické_RNA.byla
izolovéna mRNA seleke{ na J[go dT celuloze. Pak se
2,5 mg veSkeré RNA zahfeje na 5 minut na teplotu
65 °C. P¥id4 se chlorid sodny do koncentrace 0,5 M
a RNA se nechd zchladnout na teplotu mfstnosti a
pak se nechd projit sloupcem s obsahem 1 ml oligo
dT celulozy v rovnové¥ném stavu v TE + 0,5 M chlo-
ridu sodného (pufr pro vazbu). Nenavdzani RNA se
0ddéli ddkladnym promytim sloupce timté3 pufrem=
Vézand mRNA se pak vymyvé 3 ml vody a vysrazi se
pfiddnim 0,2 ml 4 M chloridu sodného a 2,5 objemu
chladného ethanolu. Vysrééené mRNA se o0dd&l{i odst¥e-~
d&nim 30 minut p¥i 25 000 otd¥kdch za minutu. Vy-

slednd usazenina v mno¥stvi p¥ibliZng lOO/ug se

-~ znovu uvede do suspenze v 50 71 vody.

Stupeﬁ 2 Reakce s prvnim Fet8zcem cDNA

20/ug PBL mRNA se zFedi v reak&ni{

“"sm¥si s obsahem 50  um cDNA, kterd obsahuje 100 mmol
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Tris o pd 8p4, 140 mmol KC1l, 10 mmol MgCl,, 10 mmol

-2-merkaptoethanolu,_400/umol dATP, 4GTP, dCTP a 4TTP,

S/ug 0ligo-dT s prim¥rnou velikosti 12 - 18 a 25/uCi‘
32p getp (400 juCi/mmol) & 20 jedmotek inhibitoru
ribonukledsy RNAsin. Reakce byla spulténa p¥idédnim
60 jednotek reversni transkriptédzy p¥i teplot& 37 °c
s néslednou inkubaci 30 minut p¥i teploté& 42 °c.
Reakce pak byla zastavena p¥iddnim ETDA do koncen-
trace 40 mmol s nidslednou extrakci stejnym objemem
fenolu, nasyceného vodou. Fenolové féze byla podro-
bena zpétné extrakci 50 /ummol pufru TE. Vodné f£é-
ze byly slity a hybridy cDNA/RNA byly izgiovény od
nevilendnych trifosfdtl tak, Ze slité vodné fize
proSly sloupcem s oBsahem 5 ml prostredku Seiharose
CL-43 (Si#gma) v rovnovdiném stavu s TE. Frakce, kte-
ré pro$ly sloupcem, byly slity , doplndny na obsah
250 mmol chloridu sodného a nukleové kyseliny byly
vysré¥eny p¥iddnim 2,5 objeml chladného ethanolu.

Hybridy byly odst¥ed¥ny 30 minut pf¥i 40 000 otdkich

@& minutu. Yi;ledné;gggzggina72z§r/ug cDNA b&la zZno-

vu uvedena do suspenze V 50/u1 vody.
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Stupeﬁ 3 Reakce s druhym Fetdzcem cDNA

Druhy Fet&zec cDNA byl syntetizo-
vin soudasnym pisoebnim enzymu DNA polymerazy I,
DNA ligdzy a REAdzy H z E. coli. 50 Sl tekto zfs-
kané reak&ni sm&si obsahovalo 20 mmol %ris o pH 8,0,
4 mmol chlorido ho¥e&natého, 1,2 mmol EDTA; 25 /umol |
NAD, vidy 100 umol dATP, dGTP, dCTP a dTTP a 50 uCi
32p 4CTP o 3000 Ci/mmol. Reakce se spusti p¥idédnim
3 jednotek DNA polymerdzy I, 0,5 jednotky DNA ligdzy,
a 0,75 jednotek ribonukledzy H s ndslednou inkubaci
18. hodin p¥i teplot¥ 16 °C a pak hodinu p¥i teplotd
37 °C, nalef se reakce zastavi pfidénim EDTA do kon-
centrace 40 mmol a pak se extrahuje stejnym objemem
fenolu. Fenolova fédze se zpdtnd extrahuje SO/ul =,
vodné f4ze se sliji a cDNA se 0ddéli od nevélendnych
- trifosfdtd chromatografii na sloupci prostfédku

Sepharose CL-4B, tak, jak bylo popsdno svrchu v p¥i-
32

v ]

prvniho Yetdzce. V zdvislosti na vélendni

(124

pad
'se prvni Fet&zec CDNA kvamtitativn¥ p¥evedl do for-

my s dvojitym Fetdzcem.
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Stupen 4 P¥{prava rekombinantni cDNA

Na zakon¥eni c¢DNA byly navdziny
homopolymern{ C-sledy opatrnym zah¥4dtim 400 ng cDNA
v 56 /ul reakcnl sm¥si, kterd obsahovala 1 mmol
2-merkaptoethanolu, 1 mmol chlorldu kobaltnateho
a 9 jednotek termindlni deoxynukleotidiltrasferdzy

5 minut p¥i teploté 30 °C. Pak byla reakce zasta-
vena p¥iddnfm EDTA do koncentrace 40 mmol s nédsled-
nym zah¥étim na lormindt na teplotu 68 °¢. Pak bylo
200 ng ziskdno ¢DNA navdzdno na 500 ng nATlSB se
zalkonéenimi G (Amersham) v 100/u1 10 mmol Trls o

pH 7,5, 1 mmol ETDA a 100 mmol chloridu sodneho.
Vazba byla p¥xx provdddna 2 hodiny p¥i teploté 57 °c

p¥i 5 minutéch p¥edb¥iné inkubace p¥i teplotd 68 °c.
Stupeﬂ 5 Transformace bakterii

anukt, ziskany vazbou cDNA byl

..p¥{mo u¥it.k transformaci kmene E. coli MC1061l. .

Cerstvé kolonie bakterii byla u¥ita k naoSkovéni
50 ml L-bujonu a‘byla péstovdna n&kolik hodin tak
dlouho, a¥ optickd hustota p¥i 4 550 nm byla 0,25.

Bunky byly zchlazeny v ledu a pak byly odd&leny




wi
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dstiedénim 10 minut pfi 2000 otélkich za minutu.
Ziskand usazenina byla znovu uvedena do suspenze

v 10 ml chladného 0,1 M chloridu vépenatého a pak
byla ponechéna v ledu po dobu 10 minut. Pak byly |
bunky odst¥eddny 5 minutg p¥i 2000 ot4dk4ch za mi-
nutu, nadeZ byly znovu uvedeny do susnnnze v 2, 5 ml
0,1 M chloridu vapenateho. Pak bylo lO/ul reakéni
smgsi pro vazbu cDNA inkubovéno s 200/u1 bakterii,
na n¥% bylo plisobeno chloridem vépenatym nej?rve |

. . . ‘ « On -
30 minut v ledu a pak 2 minuty p¥i teplote 37 °C,

nadeZ bylo pfidédno 0,8 ml L-bujonu a hunky byly

» inkubovény Jeste 30 minut p¥i teplote 37 °C.

Bylo provedeno celkem 20 trans-
formednich reakei p¥i vyuZiti veSkerého mno¥stvi
navézané cBYA. Ka?dd z transformalfnich sm¥si byla

nanesena na plotny o priméru 15 cm, které obsaho-

~ valy L-bujon s.obsahem 1 % agaru a 1o:/ug/m1 tetra-

cyklinu. Z 20 provedenych transformaci bylo p¥i-

__praveno 20 tggtgqu;qyepjgh plotem a tyto plotny ‘

byly inkubovdny p¥es noc p¥i teploté 37 °C. Na
kazde plotné vyrostlo prlbllzne 1500 kolonii bak-

terll, co% znamend celkem 30 000 knk klonu.
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Stupeﬁ 6 Vyroba kopii
Pivodni kolonie, rostouci na kaZ-
dé plotné byly p¥eneseny na nitrocelulosové filtry
o primdru 137 mm tak, ¥e suchy filtr byl pritladen
- na horni stranu plotny s koloniemi a pak byl opét
sejmut. Z ka¥dého origindlnfho filtru byly pak
- ’ ~ pfipraveny dvé totoZné kopie b&Znym zplsobem tak,
# aby byfo moZno p¥esnd oznalit Eidsti, které si od-
povidaji. KaZdy ptvodni 2ilbr byl opatrnd uloZen
koloniemi vzhlru na sterilni filtrééni papir
(¥hatman 3 MM), nachdzejici se na sklen$né desce.
Pak byl na tento filtr uloZen pFredem zvlhdény nitro-
celulosovy filtr, tento filtf byl pn¥ikryt druhym
p vétsim usekem filtra¥niho papiru a filtry pak
byly k sobé pfitlafeny druhou sklendnou deskou. -
Filtry byly olislovany a byly na t¥ech nesymetric-
kych mistech propichnuty épendlé[kem tak, aby bylo
moZno je v budoucnosti znovu p¥esnd prilozit. Pak
______ _;,"m;.“Lﬁ&..bela,kopie”oddélena@oddpﬁvodniho_filtru;a,byiadxfgqﬂz,;;
ulo¥ena koloniemi vzh@ru na novou plotnu s L-bujonem,
agarem a tetracyklinem. OkamZit& bylo pak stejnym
zpuisobem pfilo%én dals{i &isty filtr, &imZ byla zis-

kina dal¥{ kopie. Pak byl pivodni filtr navridcen
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na agarovou plotnu a vSechny plotny byly nékolik
hodin inkubovdny p¥i teplotd 37 °C, po této dob¥

- m&ly kolonie bakterii prim&r p¥ibli¥n& 1 mm. Pivod-
ni filtry byly skladovédny p¥i teplotd 4 °c k_pffpra-
v& kopii, slouZicich k hybridizéci svrchu uvedenym |

- . zpusobem.

.« . Stupeﬁ 7 Uprava filtrd pro hybridizaci

KaZd4 kopie plivodniho filtru,
ziskand ve stupni 6 byla ﬁloéené kbloniemi smérem
vzhiru naufiltraénim papife (Whatman 3 MM), ktery
Byl zvlh&en 0,5 M hydroxidem sodnym a 1,5 M chlori-
dem sodnym na 7 minut. Filtry pak byly neutralizo-
viny, zvlhéeny na 2 minuty # 1 M Tris o pH 7,5 s
1,5 M chloridem sodnym, nale% byly znovu neutrali-
zovdny 5 a% 10 minut a pak byly ulo%eny‘na filtry,
zvlhéené pufrem SSC na 5 minut (0,015 M citrédt sod-

“mggflrgqlﬁ;gwghlorid §9dn§;1pH?7,4), pak se filtry .
usu$i na vzduchu, nadeZ se zah¥ivaj{ 1 a¥ 2 hodiny

ve vakuu na teplotu 80 °c.
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Stupen 8 Isolace klond cDNA CSF

Kopie filtrt byly ve dvojim pro-
vedeni uvedeny do(styku s vélenénou cDNA pCSF-1 po
radioaktivnim oznaéeni; plasmid byl pfipréven zpl-
sobem podle p¥ikladu B. S cDNA hybridizovalo 20 ko-
lonifi. 12 2z téé%g kolonii bylo odd&leno a p&stovédno
p¥es noc v L-bujonu pro dal$i analyzu. Mategéi,
ktery byl ziskdn roz¥tépenim restrikénim enzymem
Tst 1 z t3cht o klont byl pon¥kud nesourody, aviak
t¥i z tdchto klont mdly témér plnou-délkp_poiadova-
ného sledu. U jednoho =z t&chto sledd bygyproveden
podrobny rozbor celého sledu. Sled, ktery byl kodem
pro CSF v tomto klonu byl totoZny s odpovidajicimv
sledem plasmidu, pCSF-1l, co% znamend, Ze obsahoval

T v poloze 365-CSF(Ile).

P¥iklad D

Ci3tén{ CSF z bundéné linie Mo

40 1 prost¥edf z péstbvéni.bungé-

né linie Mo se inkubuje 30 minut p¥i teploté 55 °c
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k inaktivaci viru HTLV-II, spojeného s touto bunéé-
nou linii. Pak se prost¥edi zahusti ultrafiltraci
pod tlakem p¥i pouZiti za¥izeni Pellicon Casette

s membrénou PTGC(1/6 mz), se schopnosti o0dadglit

£ l4tku do melekulové hmotnosti 10 000. Bilkovina
sé pak d&wik déle koncentruje vysréieﬁim siranem
émonnjm do nasyceni na 80 %. 800 mg vysledné bilko-

- viny se znovu uvede do suspenze ve 100 ml 20 mmol
tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochloridu (Tris-HCR)
o pH 4 7,4 2 materidl se pak dialyzuje proti témuz
pufru celkem 3x vZdy p¥i pouZiti 4 1 pufru. Dialy-
zovand bilkovina se pak nanese na sloupec o rozmd-
rech 2,53 x 10 cm s obsahem DEAE (diethylaminoethyl)-
-ultrogelu, v rovnovédiném stavu v tomtéZ pufru. Slou-
pec se pak promyv4d 800 ml 20 mmol tris~HCl o pH 4 a
pak 800 ml 20 mmol tris-HCl o pH 7,4 s obsahem 0J2 M

. chloridu sodného, $im¥ se poéne vymyvat ldtka s ﬁéin—
nosti CSF. Odebere se ¥ada frakei po 10 ml, udinné

_frakce se sliji. Jde celkem o t¥i frakce, které se
zahustf na 1/6 svého objemu, tj. na 5 ml ultrafil-
traci pod tlakem p¥i pouZiti membrény Amicon M5,
kterd odd&luje sloudeninu do molékulové hmotnosti
5000) . Koncentrovany vzorek z DEAE-sloupce se nene-—

__se na sloupec o rozmdru 1,6 x 100 cm s obsahem
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AcA44 ultrogelu (akrylamidagarosovy ultrogel s frak-
cidhaci’db'lo a¥ 130-k jednotek molekulové hmotnosti) - -
sloupec je v rovnoviimém stavu ve 20 mmol kyseliny
N-2-hydrox yethylvlperaz1n-ﬁ-2-ethansu1fonove (HEPES),

o pH 7,4 s 50 mmol chloridu sodného a 0,01 % poly-
ethylenglykolu (PEG-8000). Litka s udinnosti CSF,
kterd byla vymyvéna ze sloupce mé&la molekulovou hmot-
nost 30 k jednotek. 63inné frakce byly slity a'byla

k nim p¥iddna kyselina trifluoroctovd (TFA) do kon-
centrace O, 1) objemovych procent priddvénim 10p TozZ-
toku této kyseliny, naleZ byla ziskand sm&s nanesena

na sloupec o rozmérech 1 x 25 cm s obsahem prestfedku
Vydac C4

nin gradientem 0 a% 90 % acetonitrilu v 0,1 % objemo=-

v reversni fédzi. Sloupec byl vyv13en linedr-

vybh TFA rychlosti 4 ml/min, bylo ziskédno celkem
1000 ml eluitu. Litka s ulinnosti CSF se vym}vé p¥i
koncentraci acetonitrilu p¥ibliZné& 47 % objeﬁovich.
Uéinné frakce se sliji a upravi se na koncentraci
0,05 % objemovych kyseliny heptafluormidselné (HFBA)
p¥iddnim-0,15% HFBA.a. z{skany materidl_se pak nane- '
se na sloupec o rozmdrech 0,46 x 25 cm s obsahem |
prost¥edku Vydac C, v rovnovazném stavu ve HFBA o
koncentraci 0,15 % ob;emovych. Sloupec se vyv13£

linedrnim gradientem O a% 90 % objemovych acetonitrilu
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v 0,15 % objemovych HFBA rychlosti 1 ml/min, zisk4
se celkem 340 ml eluétu.’Létka s udinnosti CSF se
vymyvé p¥i koncentraci acetonitrilu p¥ibli¥n¥& 53 %
objemovych. Uéinné jsou frakce 37 a% 44, kaZdd z
pich m&la objem 1 ml. 0,15 ml frakce 40 hylo za-

hu¥tdno na 1/4 objemu p¥i pouZiti koncentra&niho

za¥{zeni SAVANT Speed Vac a pak bylo p¥idéno 40/u1

2x SDS pufru (0,125 M Tris-HC1l o pH 6,8, 4 % SDS,
20 % glycerolu a 0,004 % bromfenolové mod¥i). Tyto
vzorky byly pova¥eny 2 minuty a pak byly naneseny

na 13,5% SDS gel zpisobem podle p publikace Lammli,

U. Nature 227, 680 (1970), jak je zndzornéno na

obr. 2. Frakce 40 m§la udinnost 110 000 jednotek/ml
p¥i pou¥it{ bundk kostni dfené. To odpovidd p¥ibliZis

né 3,0 x 107 jednotek na jednu jednotku absorbance
25507 Proto¥e typické bilkoviny maji extinkéni koe-
ficienty v rozmezi 0,8 aZ 1,2 jednotek A,gq ¥ mi-

ligramu, mé &iStény CST specifickou uéinnost v roz-

mezi 1 x 107 aZ 4 x 107 jednotek/mg. Vzorek l/ug

v

$i%t¥ného GM-CSF byl podroben Edmanovd degradaci
p¥i pouZit{ za¥izeni, Applied Biosystems Gas Phase
Microsequenator. Sled mezi zbytky 3 aZ 5 byl Ala

Arg Ser.
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Kotransformaci a amplifikaci sle-
du CSF v bunkéch CHO byl vélendn plasmid p91023(B)-
~CSF do bunék DUKX-B11, které neobsahujf{ DHFR CHO,
jak bylo popséno v publikaci Chasin a Urlaub PNAS
7, 4216 (1980), a to fuzi protoplastu, popsanou
v publikaci Sandri-Goldin a dals$i, Mol. Cell. Bio.
1, 743 - 752, 1981. Rist a udrZovén{ bundk CHO by-
lo popsdno v publikaci Kaufman a Sharp, J. Mols Bido.
150, 601 - 621, 1981. Pfi provédéni'f&ze%protoplas—
& byl plasmid p91023(B)-CSF-1 v&lendn do-kmene
E. coli HB10l a bakterie byly pSstovdny v 50" ml
prost¥edi m9 s obsahem solf a 0,5 % aminokyselin
kaseinu, 0,4 % glukosy, 0,012 % siranu ho¥eénatého,
S/ug/ml thiaminu a 10/ug/ml tetracyklinu do adsor-
bance 0,6 p¥i 600 nm. Chloramfenicol byl p¥iddn do

koncentrace 250/ug/m1 a kultura byla inkubojyvina
p¥i teplotd 37 °C k pomno¥eni kopif plasmidu. Pak
[byly buky odst¥ediny p¥i 3000 ot4¥kéch/min po dobu
10 minut p¥i teploté 4 °C a pek byly uvedeny do sus-
penze ve 2,5 ml chlezené 20x sacharosy v 50 mmol -
Tris-HC1 6 pH 8,0. Pak byl p¥idén lysozym, a to

0,5 ml roztoku o koncentraci 5 mg/ml v 0,25 M
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Tris-HCl o pH 8,0 a smés se pak uloZi do ledu na

5 minut. Pak se p¥idé 1 ml 0,25 M EDTA o pH 8,0 a
smés se ulo%i do ledu na dal3dich 5 minut a pak se
p¥idd 1,0 md 0,05 M Tris-HC1 o pH 8,0 a suspenze

se inkubuje 15 minut p¥i teplotd 37 °C, po této do-
bé se bakterie pFem¥ni na protoplasty. Pak se sus-
penze pomalu z¥edi 20 ml p¥edeh¥dtého prostfedi,
které obsahuje 10 % sacharosy a 10 mmol chloridu
hofednatého, nale¥ se smds nechd stdt 15 hinutg pfi
teploté 37 °C. Pak se p¥idéd roztok protoplastu

(p¥ibli¥ng 10°/ml) k bunkém DUKZ-Bl1l bez DHFR CHO
P ) ,

v.plotndch o $esti vyhloubenich v mnoZstvi pribliZ-

né 1 x 108 bun&k/vyhloubeni v pomdru p¥ibliZnd 1 a¥
2. x 104 protoplastﬁ/buéka a protoplasty se peletu-
ji spolu s bunkami odsffedénim 8 minut pri 2000
ot/min p¥i pouZiti odstiedivky IEC model K. Po od-
st¥eddni se supernatant odsaje a pfidaji se 2 ml

roztoku polyethylenglykolu (50 g PE0-145C, Baker

Chem. Co. v 50 ml prost¥edi) do kaZdého vyhloubeni

svrchu uvedené plotkny. Pak se bugky znovu odst¥edi
90 sekund p¥i 2000 ot/min, roztok polyethylenglyko-

lu se odstrani a plotny se opldchnou 3x vidy 4 ml

- prost¥edi/vyhloubeni, Pak se buﬁky-zpracuji pisobe-

nim trypsinu, uvedou se do suspenze v 10 ml pro-
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st¥edis obsahem 10 % fetdlniho teleciho sera a pak
se odst¥edi ve zkumavce (konické) p¥i 500 ot/min' v
b&%né odstfedivce. Peletované buﬁky ze t¥i vyhlou-
ben{ se spoji a nanesau na plotnu o priméru 10 cm,
ke ka%¥dé plotnd se p¥id4 Zerstvé prostiedi, které
obsahuje lOO/ug/ml kanamycinu, thymidinu, adenosi-
nu, deoxyadenosinu, penicilinu a strepbomycinu a
10 % dialyzovaného fetdélniho teleciho séra. Kanamy-

cin se pY¥iddvéd k f zamezeni ristu jakychkoliv bakte-

v__

| rif, které by pretrvdvily p¥i pIréméné na protoplas-—

ty. ' I

Po dvou dnech byly bu£k§ preneseny
v pomdru 1 : 15 do prostfedi «- s 10 % dial&zované—
ho fetdlniho tkleciho.sé;a, penicilinu a streptomy-
cinu, avS8ak bez nukleosidi. Pak bylo k buﬁkéﬁ pri-
ddno toté% selektivni prost¥edi bez nukleosidd jesté

po 4 aZ 5 dnech.

Kolonie se objevily po 10 a¥ 12

;rrdnech pésﬁovéni v selektismfm prost¥edi. Pak byly

providiny dva pokusy na selekci pisobenim metho-
traxatu (MTX) a pokus na amplifikaci. V prvni serii
pokus byly izolovdny jednotlivé nezdvisle klonova-

né transformanty podle exprese DHFR a kaZdy klon
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byl Déétovén'za podminek, p¥i nich¥ dochdzi ¥k ampli-
fikaci noctu kopif{ cizorodé DNA, tj. p¥i poudZiti
stoupajiciho mno¥stvi methotrexdtu. P¥i druhé serii
pokusd byla izolovdna sm&s nezdvislych transformanQ
-t podle exprese DHFR a tato sm&s byla délevpésto—
vina za podminek, p¥i nich% dochdzi k amplifikaci
_cizorodé DNA, tj. p¥i stoupajici koncentréci-metho-
“tfexétu. Pak byly izolovédny jednotlivé klony a ana-

lyzovény na expresi GM~CSF. Klony, které vykazovaly

’
’

nejvyssi uroven exprese GM-CSF byly d4le péstoviny
ze podminek, p¥i nich¥ dochdzi k amplifikaci cizo-
rodé DNA, tj. p¥i stoupajici koncentraci methotrexé-

tu v Zivném prost¥edi.

P¥i jednom z pokusih bylo spojeno
sedm tranéforg%ﬁt& DH.?R+ v prostfedi @ bem nukleo-
sidd. Tyto bunky pak byly péstovany p¥i stoupajici

koncentracl MTX od 0 OZ/umOL pres 0,1 a O, 5 a% do
2,0/umol. Pfi‘gkouméni na udinnost GM-CSF p¥i pou%i-
"t bunsk KG-1 bylo mo¥no prokizat 3000 af 12 0007jéd-
notek/ml. ijo bunky pek byiy klonovény v 0,5 22,0
/uniol MTX. Klony, vkteré‘ byly zdskény v 0,5 /timo.l MTX
(klony 010, D2 a B6) byly postupné podrobeny selekei

na rust v 2 O/umol MTX. Prl zkou§kach na udinnost

@1-CSF p¥i pokusu s bunkaml KG-1 produkovaly klono-




-84 -

vené bunééné linie 15 000 a% 300 000 jednotek/ml,

této udinnosti. ¥ GM~CSF, produkovany bunkami p¥i

provadéni zpisobu podle tohoto pF¥ikladu mé. sled ami- . . _.

nokyselin, uvedeny pro CSF-Thr na obr. 1.

P¥iklad F

Exprese GM-CSF v E. coli

Exprese GM-CSF bylo dosaZeno v

E. coli p¥i pouZiti vektoru pTALC-195R, jde o ma-
teridl, ktery je zndzorndn na obr. 6. Sled, ktery
je kodem pro GM-BSF zadind syntetickym sledeﬁ

ATG CCA CCA CCT CCT TCT CCA TCT CCA TCT ACT,:kterj
| uréuje poédtednich jedendct zbytkd aminokyselin
uplného GM-CSF. Zbytek sledu, ktery je kédem(pro
GlM~CSF v pTALC-185R je totoZny se sledem v éESF—l,
nukleotidy 97 - 447, nadeZ p¥ichdzi sled TAR TAR TAG.

Pak ihned nésleduje terminaéni sled, sestdvajici ze

pro CSF byl viélendn gen pro odolnost proti tetra-
cyklinu z plasmidu pBR322 s orientaci opadnou neZ
je orientace genu pro CSF 100 bazi smérem doll od

sledu pUC-18. Gen pro odolnost proti tetracyklinu
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nese svij vlastni promotor. Pak se ve sméru opac-
ném ne¥ je smdr hodinovych ruéilek nachdzi gen pro
a-laktemésu a pak sled z pUC-18 (CoLEl) pro polétek

replikace.

Koneénou strukturou plasmidu pfed
nivratem ke sledu pro CSF je promotor FL. Tento pro-

motor je v podstatd popsdn v publikaci A. Skatzman

-

“a M. Rosenberg (v "Molecular cloning, 2 laboratory

manual” (1982), Cold Spring Harbor Leboratory, str.
419). Exprese CSF je ¥izena promotorem PL po tepelné

indulkci ve vhodném kmenu E. coli jako hostiteli.
Kmenem, pouZitym pro vSechny tyto
konstrukce byl kmen W3110 lacIOLS, popsany v publi-

kaci R. Brent & M. Ptashne PNAs 78 (1981) 4204 - 4208.

Fragment ADNA ( /A -nukleotidy 34499
0

a? 38214) byl integrovdn do chromosomu %3110 lacI L8

v mistd lacZ. Integrace byla provedena p¥i pouZiti
integradniho #ektoru, slo¥eného ze sledu pBR325;
nesoucich”gény.égo:6ddlﬁast—pr5%i chloramfenikolu

a émpicilinu a také poldtek pro replikaci z pBR322,
jak bylo popséno v publikaci!F. Bolivar Gene 4 (1978)
121 - 136. Fragment A DNA se véleni do genu lacZ,

ktery je sém v plasmidu p¥itomen jako fragment, kte-

ry zasahuje od mista BstEil v LacIl k mistu Tthilll
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sm¥rem dol® od lacZ.d

‘Integrace -A DNA do p chromoso-
mﬁlni kopie ¥ lacZ bylo dosaZeno homologni rekom-;
binaci a byly ziskény 1ac+, na ampicilin citlivé
a proti chloramfenikolu odolné kolonie. K dal$i re-
kombinaci, kterd vedla k odstranéni vSech pFidatnych
slédﬁ plasmidd p¥i ponechdni integrovaného fragmentu
A DNA do¥lo na plotnédch MacConkeyho s obsahem lak-
tosy. Poldteéni fenotyp 1ac+, amps, camR se zménil
po druhé rekombinaci na fenotyp lac, amps, 'cams.
V¥sledny kmen byl nazvdn GL400 a m&l vlastnosti AR
pFi teploté 30 °C a AS p¥i teploté 42 °C. Tento
fenotyp prokazuje existenci funkéni chromosomdlni

kopie ximnx alely 01857.

Kmex‘1vGL400 byl p¥eveden na lon~
$ransdukei PL z lysdtu kmene SG20252.(H-_8_A ulé9g, .
ara A 139 rpsl  lond 100::Tnl0). TnlO byl nalezeng
pFi testech na TetS na selektivnich prost¥edich, jak
bylo popséno v publikaci S. Maloy, W. Nunn, J. Bac~

“feriol. 145 (1981) 1110 - 1113.

V¥sledny hostitelsky kmen byl na-
2vén GI413 (1ac10L8, LacZ 4 . (A CI, REX, N), lon & 100

pTALC-185R byl transformovéin na

GI413. Kultura tohoto kmene, kterd vyrostla p¥es noc,
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Byla p¥stovéna p¥i teplotd 30 °C v 5 ml indukéniho
prosti¥edi s obsahem 7/ug/ml tetracyklinu. Indukdni

prost¥edi ohsahuje v 1 litru

20 g aminokyselin kaseinu
‘ » - | ' | 6 g NazHPO4.7§20
373 KH2P04
0,5g NaCl
- 1 g RH,CI
‘ 1 % glycerolu
2 mg vitaminu Bl
-2 mg va012.2320

0,2 g MgCl,.6H,0

25 ml tohoto prost¥edi s obsahem
T/ug/ml tetracyklinu se naolkuje 125 /ul svrchu
uvedené kultury.a kultura se didle p&stuje na vodni
ldzni p¥i tedotd 30 °C za t¥epéni tak dlouho, aZ
‘Eivné prost¥edi dosidhne optické hustoty 0,5 pfi'AsSO.

Pak se prostfed{ rychle p¥enese do vodni 14znd o

teplotd 40 °C a protfepdvd se dal¥i 2 hodiny k dosa-
fen{ syntézy GM-CSF. Bunky se oddéli a prokazuje se
ébsah CSF v téchto buﬁkﬁch elektroforézou na SDS-poly-
akrylamidovém gelu. Z# t&8chto podminek se GM~CSF na-

’

hromadi tak, Ze tvo¥i pFfibliZnd 5 § bundénych bilkovin.
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PFfriklad G

& .« e
Exprese GM~-CSF v Sacharomyces cerevisiae

i

A. Konstrukce vektoru

Byl zkonsiruovén plasmid, ktery ob-
sahoval gen pro enzym p¥i biosyntéze uracilu (URA3)
jako selekéni gen p¥i poldtku replikace 2u. Plasmid
byl odvozen od Ylp5, ktery byl popsédn v publikaci
Botstein e dal¥i, Gene 8, str. 17 - 24 (1979) p¥i
 p¥idéni fragmentu, obsahujiciho podédtek replikace

z plasmidu kvasinek.

B, Isolace genu pro glyceraldehydfosfit

Dehydrogendsa (GPDH) -

Dva geny pro BR¥R GPDH byly isolo-
viny z kvasnie, jak bylo popsdno v publikaci.Hollan
" & Holland, Jourhal of Bi6logical~Chemistry=255; — ~ ~ = -
str. 2596 - 2605 (1980). Vzorek oligonukleotidu,
syntetizovany z uvefejnéného sledu byl u¥it k isola-
ci génu pro GPDH ze sestavy plasmidi DNA genomu

kvasnis p¥i pouZiti standardnich zplisobld. Plasmid,




T

-89 -

ktery obszhuje cely gen GAP491 byl ji% do sbirky
uloZen d¥ive pod &. ATCC &. 39777.

C. P¥iprava promotoru glyceraldehydfosfétdehydroge-

nizy pro exvresi heterologniho genu

Byl zkonstruovdn plasmid, v n¥m¥ se
udr¥uje pfirozeny odstup promotoru GPDH od zaddtku
poZadovanéiio heterologniho strukturélniho genu. Toho-
to cile bylo dosaZeno tak, Ze bylo vélendné nisto pro
pusobeni enzymu KpnI bezprostfednd ke kodonu pro
methionin na poédtku strukturdlniho genu pro GPDH.
Tato oblast byla pak vélendna do vektoru pro expresi

Y0pl kvasnic.

D, Isolace gent pro faktor «

Gen pro faktor « (femomon) byl'rovnéé

~ isolovén z kvasnic a byl popsdn v publikaci Kurjan a

Herskowitz Cell, sv. 30, str. 933 - 943 (1982). Vzorek
oligonukleotidu, syntetizovaného z tohoto sledu byl
uzit k isolaci genu ze sestavy plasmidd DNA genomu

"".04‘ ,r___» o
kvasrie znamym zpusobem.
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. P¥iprava plasmidu pro expresi CSF

g

Ze svrch@»uvedenjch souédsti a
z lidského genu pro CSF byl b&Znym zpisobem zkons-
truovin vektof pro expresi AJ14, zndzornény na obr.
1. V tomto vektoru byl.odstranén p¥irodn{ vedoucf{ sled
CSF a byl vilenén sléd; ktery je kodem pro ﬁplnj CSF
v bezprost¥edni blizkosti sledu pro faktor a. Spo-
jeni mezi promotorem GPDH, pre-pro sledem pro fak-
tor @ & sledem pro &plnj CST je zrédzornéno didle 2
bylo po%vrzeno tak, Ze byl analyzovén s%gg dideoxy-
nukleotidu. : 5

AAATAAACAAAATG.CGTTTTCCTTCA ..... AAA AGA GAG GCG GAA
GCT.GCA CCC GCC CGC TCG ...
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PATENTOVE NAROKY

1. Vektor zahrnujici gen kédujici bilkovinu GM-CSF
primdtd, kterd ma aminokyselinovou sekvenci uvedenou na obr.
1 za 3&ipkou pro CSF-Thr, CSF-Ile nebo CSF-G, nebo jeji
alelick? nebo jiné funk&ni ekvivalenty, =zachovavajici si
aktivitu GM-CSF v testu na lidské kostni dfeni, ve kterych je

5

pon jedna aminokyselina pfidana, nahrazena nebo

2. Vektor podle naroku 1, kde uvedeny gen kbéduje
bilkovinu, kterd m& aminokyselinovou sekvenci uvedenou na °
obr. 1 za Zipkou pro CSF-Thr nebo CSF-Ile, nebo jeji alelickeé

' nebo jiné funk&ni ekvivalenty, jak jsou definovany v naroku

1.

3. Véektor podle ndroku 1. nebo 2, pricemZ funkcéni
ekvivalenty GM-CSF primdtd, pokud se vyCisti, maji v testu na
lidské kostni dfeni aktivitu alespold 1.10" jednotek na mg

bilkoviny.

4. Vektor podle nédroku 1 nebo 2, kde uvedeny gen kdduje
bilkovinu, kterd m& aminokyselinovou sekvenci uvedenou na

obr. 1 za Sipkou pro CSF-Thr.

5. Vektor podle ndroku 1 nebo 2, kde uvedeny gen kéduje
:”_p}}gqyinu, ktegéﬁ_@é aminokyselinovou sekvenci uvedenou na

obr. 1 za Sipkou bro-CSF—ile.

6. Vektor podle naroku 1, kde wuvedeny gen koéduje
bilkovinu, kterd m& aminokyselinovou sekvenci uvedenou na

obr. 1 za Sipkou pro CSF-G.

e — e 7+ Vektor- -podle - -naroku-- 4, -5--nebo-—6;--kde—aminokyse~

linovd sekvence Dbilkoviny, kterou kéduje uvedeny gen,
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dodatkovd zanrnuje na svém N-konci signélni sekvenci, kterd
e

dcrézi 3ipce na obr. 1.

8. Vektor rgcdle naroku 4, 5 nebo 6, kde aminokyse-
linova sekvénéér bilkdviﬁY} kﬁefoﬁ‘:kéadje ‘uvedeny gen,
dodatkovd zahrnujs na svén N-konci methioninovy zbytek.

9. Vektor tcodle naroku 1, kde uvedeny gen =zahrnuje
sekvenci uvedencu na obr. 1 pro CSF-Thr nebo CSF-Ile,
za&inajici =za Sipkou a kon&ici na kodonu odpovidaji;im

aminokyseliné& v pcloze 127.

10. Vektor codls narcku 1, kterym je plasmid p91023(B)

degonovany pod Cislem RTCC 39754.

11. Hostitelska bufika, kterd je transformovéna vektorem

podle liboveclngho z nédrokd 1 aZ 10. - it -

12. Hostiteliskd bufika podle naroku 11, transformovana
o)

Inéhno z‘nérokﬁ 2, 3, 4, 5, 9 nebo 10.

13. Hostitelska bufika podle ndroku 11 nebo 12, kterda je

prokarvoticka.

14 . Hostitelskad bufika podle naroku 13, kterou Je
. v

lQ;_HQEE;tgiigé_ggggngQQ}ggpéroku7;} nebo 12, ktera je

eukaryoticka.

16. Hostitelskd bufika podle naroku 15, kterou Je

kvasinkovad bunka.

17. Hostitelskad bufika podle naroku 15, kterou je savCi

bunka.
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18. Hostitelsk& buifika podle n&roku 17, kterou je burlika

vaje&niku &inského kfecka.

19. Zptiscb vyroky bilkoviny GM-CSF primatq, vy -
znacuijici s e t m , Z?e se kultivuje bunka podle

i
libovolného z narckd 11 aZ 18 a izoluje se bilkovina GM-CSF.

+

20. Zpasob vyroby bilkoviny GM-CSE primatd, podle

~naroku 19, vyznadcujici s e tim , Ze se

kultivuje bufika podle libovolného z narcka 12 a% 18 a izoluje

se bilkovina GM-CSE.

21. cDNA, kterd odpovidéd genu uvedenému v libovolném z

narokt 1 az 1C.

' 22. cDNA podle naroku 21, kterd odpovida genu uvedenému

v libovolném z nérokt 2, 3, 4, 5, 9 a 10C.

23. cDNA plasmidu p91023(B), ktery je deponovan pod

Gislem ATCC 39754.
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6CT GGAGE A16 T66 CTe C(CAS AGT‘CYG <16 iCTC JTIG GSC ﬂCf CTF GCC T6¢C
NET Trp Lev Gln Ser lev Lev beu Lev Bly T'\r Vel 4la Cys
\ )
. 80 S
4 v ?er CSF-6 A;g CSF-G ‘
AGC ATC TcT BCA CCC GCC C6C Tce CCC ABC CCC AGC AC6 CAG CCC TG 6AC C@T
CSF-thr Ser lle Ser Ala Pro Ala Arg Ser Pro Ser Pro Ser Thr 6ln Pro Trp 6lu His

140
, GT6 AAT BCC ATC CA6 6A6 6CC C66 (GT CTC CT6 AAC cTG AGT AGA GAC ACT, 6(T, e b
Val 4sn Ala [le Bln Glu Ala Arg Arg Leu Leu Asn Leu Ser Arg Asp T Al
. : ‘ © 200 "
Ile CSF-6 Val CSF-G

6CT 6AS ATG AAT GAA ACA GTA GAA 6TC ATC TCA GAA ATB TIT GAC CIC CAS GA6
Ala Blu MeT Asnp Blu Thr Val Glu Val Ile Ser 6lu HET Phe Asp Led Bln &lu

260
» : 6 .. T
CCe Ace TEC CIA CAB ACC C6C CTY6 GAG CI6 TAC Qa8 CAG 66C CT6 CAB 6GBC A6C
Pro. Thr Cys lew Gln Thr Arg leu Olw Leu Tyr Lys Gln Gly leu Arg Gly Ser
’ 320

CI1C ACC AAG CTC AA8 GCC CCC TT6 ACC ATE ATS 6CC ABC CAC TAC AAB CAG CAC -
Leu Thr Llys Leu Lys Gly Pro Leu Thr HET MNET Ala Ser His Tyr Lys 6ln His

A . I}e CsF-ile o
T6C CCT CCA ACC CcG GAA ACT TCC TGT GCA. ACC CA8 ACT ATC ACC TIT 6AA BCT
Cys Pro Pro Thr Pro 6lv Thr Ser Cys AMa Thr Gln 1Tohr' Ile Thr Phe Glu Ser
. 0 ’
» 7 380 : : .
: Thr CSF-G '

C : .
TTC AAA 686G AAC (TG AAG GAC TTT CT6 CTT 6TC ATC CCC TIT GAC TeC T8G GAG
Phe Lys Blu Asn Leu Lys Asp Phe Ley Leu Val Ile Pro Phe asp (ys Trp‘ Cly

450 - 40 470 480 490 - 800
Gly CSF-G
6 .
CCA 6TC CAC GAB TGA GACCGGCCAG ATSABGCTGG CCAAGCCEG6  6ABCTELTCT CTCATGAASC
Pro Val 6ln Gie . '
127
e e e 315“"_'_"520 e __3‘.0___. a0 7.“_“'5*65_' - — F . N
A 6 6
AAGAGCT66A AACTCAGGAT GGTCATCTTS CACGCACCAA (GGGSTGGECC ACATCCATEG T666AGTGGC
530 , 5%0 €00 - . 610 620 630 640

T

ccccnccmc CCTCGGCCAC ACTGACCCTG ATACAGGCAT  GGCAGAAGAA  TGGGAATATT TTATACTOAL
" 660 670 20 890 700 . 7170

AGM»TCAGT AATATTTATA TATTTATATT TITAARATAT TIATTTATTT ATTTATTTAA GTTCATATTC

. 720 730 740 750 760 770 780

CATATITATT CAAGATGTTT TACCGTAATA ATTATTATTA AAMATATGCT  TCTAAABAAR  AAAABAAAGA

f
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