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(57) Pfedmétem vynélezu jsou DNA sekvence kodujici nové bi-

osyntetické prekursory insulinu a pouZiti kultivovanych eu-
karyotickych bun&k, zv1ast€ bunék plisni Aspergillus sp., k
piipravé insulinu. Cile se dosahuje sekvenc{ DNA zahrnuji-
ci kodujicf sekvenci pro insulinovy prekursor vzorce B-Pg-
A, kde B a A representuji fetézec B resp. fetézec A a kde Pg
representuje modifikovany C- peptid nebo jakykoli podet
aminokyselin obsahujic{ pfinejmen$im jedno konsensus
misto N-glykosylace. Pg, spojujici fetézce B a A, obsahuje
signél proteolytického zpracovani nebo misto specifického
chemického Sté€peni. V¥hodné je modofikovat proinsulino-
vy gen vytvofenim glykosylaéniho mista AsnXSer. Vynilez
je zaloZen na zji§téni, Ze vytéZek imunoreaktivniho insuli-
nu, méfeny metodou RIA, je daleko nejlepsf u transforman-
ta ziskaného transformaci vektorem, v némZ lidsky
proinsulovy gen, fizovany s genem glukoamylasové chré-
nici bilkoviny, nese konsensus misto N-glykosylace. Vyn4-
lez se déle tykd DNA sekvenci kodujicich farmaceutické
peptidy nebo bilkoviny, do nichZ se pro vy$si expresi nebo
sekreci zavddi N-glykosylaénf{ konsensus misto do ne-
esencidlni oblasti, kterd je soucdsti prekursoru, ale ne ma-
turnfho produktu.
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DNA sekvence kdédujici nové biosyntetiék3'prEEhrsoty‘Tngulinu

a postup pripravy insulinu

Oblast techniky

Tento vynélez se tykd DNA sekvenci kédujicich nové
biosyntetické prekursory insulinu a pripravy insulinu kultivaci
transformovanych bunék obsahujicich takovéto DNA sekvence.

Dosavadni stav _techniky

Insulin je hormon, jehoZ primarni roli je rizeni transportu
glukosy z krevniho obé&hu do bunék, kde je metabolizovana.

Insulin sestdvd z dvou retézcu aminokyselin: Retézce A,
obsahujiciho 21 aminokyselin a retézce B, obsahujiciho 30
aminokyselin, pric¢emZ tyto retézce jsou vazadny jeden k druhému
dvéma disulfidovymi mlistky. Tfeti disulfidovy mistek se naléza
v retézci A.

Primarni forma insulinové molekuly je syntetizovéna jako
nascentni polypeptidovy retézec nazyvany preproinsulin, jenz
sestadva ze signdlniho peptidu a proinsulinu. Signalni peptid
sméruje nascentni rYetézec skrz endoplasmatické retikulum.
Proinsulin se tvori Z preproinsulinu v oblasti lumenu
endoplasmatického retikula, kdyz polypeptidovy retézec prochazi
membranou. Proinsulin zahrnuje polypeptidovy retézec obsahujici
35 aminokyselin, jenZ neni pritomny v insulinu. Tento spojovaci
peptid neboli C-peptid spojuje karboxy- konec retézce B s amino-
koncen retézce A budouci molekuly insulinu. 2 lumenu
endoplasmatického retikula je proinsulin smérovan ke Golgiho
apardtu, kde za¢ind proteolysa spojovaciho peptidu. Spojovaci
neboli C-peptid je odstépen enzymovym systémem podobnym systému
trypsin / karboxypeptidasa B, jenZ plisobi u sekvence dvou
nasledujicich basickych aminokyselin, a tvofi se insulin
(Steiner et al., J. Cell Biol. 24, (1984) 121-130).
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Vyznam C-peptidu spodiva v tom, Ze spojuje retézce A a B
tak, aby se umozZnila spravna tvorba disulfidovych mustka
v molekule insulinu (Bell et al., Nature 284, (1980) 26-32) nebo
v tom, Ze ridi trypsinu podobny konvertujici enzym ke zpracovani
proinsulinu v misté se dvéma basickymi aminokyselinami (Thim et
al., PNAS, 83 (1986) 6766-6770).

Produkce biosyntetického lidského insulinu byla zverejnéna
hlavné v bakteriich Escherichia coli a Saccharomyces cerevisiae.
Pro vsSechny je spoledné, Ze DNA sekvence kéduje bud cely
proinsulin, modifikovanou ¢&ast proinsulinu nebo zvlast retézce
A a B.

V  bakterii E. coli byl insulin  produkovan bud
prostrednictvim oddélenych retézcu A a B (Chance et
al., Diabetes Care 4 (1982) 147-154) nebo jako proinsulin,
EP 55945,

\Y kvasinkéach S. cerevisiae byl insulin produkovan
prostfednictvim proinsulinu, av&ak s velni nizkym vytézkem,
EP-A-121 884. RUzné modifikace C-peptidu zlepsuji vytézek
a spravnou tvorbu insulinové molekuly v kvasinkach.

Insulinové prekursory vzorce B-X-A, kde B a A representuji
retézce B a A a kde X representuje peptid obsahujici od 2 do 35
aminokyselin, jsou popsany v DK-A-5284/87.

Insulinové prekursory vzorce B-X-Y-A, kde
B a A representuji fetézce Ba A a kde X a Y kaZdy representuje
lysin nebo arginin jsou zvefejnény v EP-A-347 845.

\ EP-A-163 529 jsou popsany insulinové prekursory
obsahujici peptidovy retézec B(1-29)-A(1-21) spojeny s kratkym
peptidem majicim 2 az 8 aminokyselin. Modifikace prekursora
des-B(30) insulinu se vzorcen B(1—29)-Xl-xz-Yz-Yl-A(l—Zl) jsou
popsany v EP-A-347 845,

v EP-A-249 350 jsou popsany glukoamylasovy promotor
a signalni sekvence pro sekreci bilkovin v plisnich jako
hostiteli. Jako priklad byl exprimovany trimer proinsulinu téz
zarazen do takovéhoto vektoru exprese.




Mnohé polypeptidy pro 1lé&ebné nebo diagnostické ucele,
nap¥. erythropoietin, tPA a faktor VIII, byly N-glykosylovany
(Parekh et al., TIBTECH 7 (1989) 117-121). Zde byl téZ popsén
trojndsobné zvysSeny vyté&Zek bovinniho chymosinu (glykochymosinu)
v plisni A. niger var. awamori dosazeny zavedenim
N-glykosylaéniho konsensus mista do kédujici sekvence. Fuzi
prochymosinového a glukoamylasového genu byl dosazZen jesté vysSsi
vytézek, ale fuzi glykochymosinu ke glukoamylase nebylo dosaZeno
Zadného dalgiho zvyseni vytézZku (Berka et al., Biochem. Soc.
Trans. 19 (1991) 681-685).

v pripadé aspartatové proteinasy (reninu), Jjez je
mikrobidlniho pivodu a slouZi jako ndhrazka chymosinu, bylo
pozorovano, Ze hyperglykosylace mnizZe sniZovat enzymovou
aktivitu, kdyZ nastdva v kritickém misté molekuly (Berka et al.,
Biochem. Soc. Trans. 19 (1991) 681-685; Aikawa et al., J. Biol.
Chem. 265 (1991) 13955-13959).

Mutace glykosylovaného asparaginu v kédujici oblasti reninu
vedla k vyznamnému sniZeni sekrece v burikdch kvasinek (Aikawa
et al., J. Biol. Chem. 265 (1991) 13955-13959).

Podstata vynalezu

Predmétem vynalezu jsou DNA sekvence kédujici nové
biosyntetické prekursory insulinu a pouzZiti eukaryotickych
bunék, zv1lasté bunék plisni, k preparaci insulinu.

Cile se dosahuje sekvenci DNA zahrnujici kédujici sekvenci
pro insulinovy prekursor vzorce B-Pg-A, kde B a A representuji
retézec B resp. retézec A a kde Pg representuje modifikovany
C-peptid nebo jakykoli pocet aminokyselin obsahujici
p¥inejmensim jedno konsensus misto N-glykosylace. Pg spojuje
Yetézce B a A signdly proteolytického zpracovani nebo misty
specifického chemického &tépeni.

Vyhodné je modifikovat proinsulinovy gen vytvorenim
glykosyla¢niho mista AsnXSer. Toho 1lze dosdhnout v sekvenci




C~peptidu napf. zménou kodonu GCC pro aminokyselinu Ala-C-20 na
kodon AAC pro Asn.

Stejného principu lze pouzit u des-B(30)-proinsulinu.

Vynalez je zaloZen na zjisténi, Ze vytéZek imunoreaktivniho
insulinu, méfeny metodou RIA, je mnohem vys$$i u transformantu
obsahujicich DNA sekvence vzorce B-Pg-A ve fuzi k chréanici
bilkoviné neZ u transformantu obsahujicich nemodifikované DNA
sekvence proinsulinu ve fuzi k chranici bilkoviné. Buiky
transformované vektorem obsahujicim DNA sekvence proinsulinu begz
fuze nebo proinsulinu modifikovaného N-glykosyla¢nim konsensus
mistem bez fuze davaji velmi nizké nebo 2adné vytézky
imunoreaktivniho insulinu, mérené metodou RIA.

Zavedeni N-glykosylac¢niho konsensus mista do oblasti
odstupu mezi retézci [spacer], jenZ neni soudasti molekuly
maturniho insulinu, znamenité zvysuje expresi v burikidch plisni,
jeZz jsou transformovdny DNA sekvencemi kédujicimi takovéto
fuzované prekursory insulinu. Bilkovina fuzovana s proinsulinem
mize byt bud zpracovédna v hostitelském organismu samotném anebo
odstranéna pozdéjsim enzymatickym nebo chemickym Stépenim.

DNA sekvence kédujici YeCeny modifikovany prekursor
insulinu miZe byt pripravena oligonukleotidovou syntézou celé
DNA sekvence v kombinaci s PCR nebo in vitro mutagenesou. Kodony
DNA sekvence mohou byt tész optimalizovany pro expresi ve vhodném
organismu, s vyhodu v kmeni plisné.

Vyndlez se téz tyka postupu pripravy insulinu kultivaci
vhodnych bunék ve vhodném kultivadnim médiu, s vyhodou bunék
plisni, transformovanych vektorem obsahujicim DNA sekvenci
kédujici insulinovy prekursor vzorce B-Pg-A.

Exprese a sekrece peptidu shora uvedeného vzorce 1lze
dosahnout pouzitim vektoru, v némz je koédujici sekvence
regulovana promotorem, signdlni sekvenci a termindtorem funkénim
ve vhodném organismu. Mohou byt jimi nap#iklad Pglaa @ signdlni

v »

sekvence galA genu nebo jejich asti, vhodné pro expresi

Vv Aspergillus sp. (Cullen et al., Biotechnology, 5 (1987)

369-376). Exprese a sekrece tohoto peptidu lze téZ dosahnout




pouzitim vektoru exprese, v némZ Jje DNA sekvence kédujici
insulinovy prekursor shora uvedeného vzorce fuzovand ke genu
chranici bilkoviny prostrednictvim signdlu pro zpracovani (Ward
et al., Biotechnology, 8 (1990) 435-440; Broekhuijsen et al.,
J. Biotech. 31 (1993) 135-145) nebo mista chemického stépeni.

Vyndlez se dédle tyka DNA sekvenci kédujicich farmaceuticke
peptidy nebo bilkoviny, do nichZz se pro vy$si expresi nebo
sekreci proteinu =zavadi  N-glykosylaéni konsensus misto do
neesencidlniho mista jakékoli oblasti odstupu, jimZz neni
kédovana maturni bilkovina.

Struény popis obrazku

Obr. 1 wukazuje nukleotidovou sekvenci jak prirozeného tak
kodonové optimalizovaného proinsulinového genu a odpovidajici
aminokyselinovou sekvenci, s pouzZitim konvenénich zkratek pro
nukleotidy a aminokyseliny.

Obr. 2 popisuje dva typy kazet pro expresi lidského
proinsulinového genu a schematicky ukazuje lidsky proinsulinovy
gen a mutantni gen, obsahujici N-glykosylaéni konsensus misto.

Obr. 3 vysvétluje strategii konstrukce lidského
proinsulinového genu a mutantniho genu, obsahujiciho
N-glykosylac¢ni konsensus misto pro dva typy Kkazet exprese
prostrednictvim fragmentl syntetizovanych separdatné pomoci
"prekryvajicich se oligonukleotidd v kombinaci s PCR".

Obr. 4 wukazuje 14 oligonukleotidd navrZenych pro syntézu
lidského proinsulinového genu a mutantniho genu, obsahujiciho
N-glykosylaéni konsensus misto.

Obr. 5 vysvétluje na prikladu syntézy fragmentu I novy
pristup, jenZ byl pouZit k syntéze lidského proinsulinového genu
vyuzitim prekryvajicich se, komplementarnich oligonukleotidud
v kombinaci s PCR.

Obr. 6 schematicky ukazuje syntézu fragmentu v
(oligonukleotidy jsou vyznaceny jen Sipkami).




Obr. 7 schematicky ukazuje syntézu fragmentu 1IT,
fragmentu III a fragmentu V (oligonukleotidy jsou vyznaceny Jjen
Sipkami).

Obr. 8 ukazuje konstrukci plasmidd pPZG301, pP2G302,
pPZG303, pPZG304, pPZG302.

Obr. 9 wukazuje konstrukci plasmidd pPZG311, pPZG302.

Obr. 10 ukazuje konstrukci vektoru exprese pro filamentdrni
plisné a kazetu exprese typu I.

Obr. 11 ukazuje konstrukci vektoru exprese pro filamentarni
plisné a kazetu exprese typu II.

Obr. 12 ukazuje sekvenci u spojeni GlaG2 genu glaA.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Syntéza 1lidského proinsulinového genu a mutantniho genu,
obsahujiciho N-glykosylaéni konsensus misto pomoci
prekryvajicich se oligonukleotidli v kombinaci s polymerasovou
fetézovou reakci (PCR).

a) Metody

VSechny pokusy v manipulaci DNA byly provedeny s pouzitim
standardnich metod, jak 3jsou popsdny v Maniatis T., et al.,
"Molecular Cloning, A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor
Laboratory, U.S.A. (1982).

Vsechny chemikéalie, enzymy a plasmidy jsou dostupné
z raznych komerénich zdrojui, pokud se neuvadi jinak. Pufry
a reakéni podminky pro digesce restrikénimi endonukleasami se
pouzily podle doporuceni vyrobcl, pokud neni vyznac¢eno jinak.

Chemicka syntéza oligonukleotidd byla provedena na zakazku
u fy. ISOGEN Bioscience, Amsterdam, Nizozemi. Vzorky DNA byly
dodavany v lyofilizované formé jako sodné sole s volnymi
hydroxylovymi skupinami na 5' a 3' konci. Takovato DNA byla
rozpousténa ve sterilni MQ H,0. Koncentrace jednovlaknovych DNA




oligonukleotidl byla stanovovdna mérenim absorbance A,e0- VzZOrky
rozpuéténych DNA oligonukleotidu byly skladovany pri -20°c.

Polymerasovd fetézovd reakce, dale oznacovana jako PCR,
byla provadéna s pristrojem fy. Perkin Elmer Cetus (761 Main
Ave., Norwalk CT 06859), soupravou GeneAmpTM DNA Amplification
Reagent Kit a enzymem AmpliTaqTM Recombinant Tag DNA Polymerase.
Koncentrované roztoky a reakéni smési Dbyly pripravovany podle
“Perkin Elmer Cetus Protocol for DNA Anplification" jak je
doporud¢ovano vyrobcem s tou vyjimkou, 32Ze v reakéni smési nebyla
Zaddnd templatovd DNA, ale jen oligonukleotidy v koncentraci
100 pmol na jednu reakci (100 ul). Profil teplotniho cyklu pro
kaZdou PCR byl: Teplota tani 94°C / 1 min, teplota navazani
oligonukleotidd [annealing] 40°C / 1 min (pro fragmenty I a IV)
nebo 50°C / 1 min (pro fragmenty II, III a V), polymerizaéni
teplota 72°C / 1 min. Ccykld bylo 25. Po poslednim cyklu byla
doba polymerizace prodlouZena na 7 minut Xk dokonc¢eni
polymerizace v&ech rfeté&zcli. Vzorek byl pak ochlazen na 4°cC.
Produkty PCR byly izolovany z reakéni smési dvéma kroky
chloroformové extrakce. DNA pak byla sraZena isopropanolenm,
vysuSena ve vakuu a rozpusténa v 50 pl TE pufru.

V pokusech s transformaci a s amplifikaci plasmidd byla
pouzita bakterie E. coli K12 (Yanisch-Perron et al., Gene 33
(1985) 103-119).

Navrhy oligonukleotidu

Synteticky lidsky proinsulinovy gen byl odvozen
z publikované sekvence lidského insulinového genu (Bell et al.,
Nature 284 (1980) 26-32). Mélo by byt uvedeno, Ze kdyZz se gen
syntetizuje, lze provadét urc¢ité modifikace: Je moZné pouzZivat
razné, ve vétsiné pripadl preferované, kodony, zavadét dodatecdné
funkéni DNA sekvence a restrikéni mista k umozZnéni ligace do
vektoru exprese, ménit jeden nebo vice kodonu kédujici oblasti
k produkci strukturné modifikovaného polypeptidu s v podstaté
stejnou aktivitou nebo pouzZitim.

V predkladaném vynalezu byl synteticky lidsky proinsulinovy




gen pro expresi v plisni modifikovan. Byly pouZity kodony, jez
jsou nejcastéji vyuZzivany v glukoamylasovém G 1 genu
filamentarni plisné A. niger, jenZz je exprimovdn ve vysokém
mnozstvi (Boel et al., EMBO J., 3 (1984) 1097-1102; Nunberg et
al., Mol. cCell. Biol., 4 (1984) 2306-2315); ve vétsine pripadu
jsou stejné jako lidské kodony s vyjimkou urc¢itych oblasti, kde
by se vybérem preferovanych kodoni stal oligonukleotid velice
bohatym na G nukleotidy, coz by mohlo zpusobovat problémy
v sekvenovdni a moZnad dokonce v PCR. Proto byly nékteré,
vétsSinou Gly kodony, zménény 2z GGC na GGT, coZ Jje druhy
preferovany Gly kodon v glukoamylasovém genu filamentdrni plisné
A. niger (Obr. 1).

K 5' konci syntetického proinsulinového genu byly zavedeny
dodatecné DNA sekvence kédujici bud 18 aminokyselin signalniho
peptidu glukoamylasového (GlaA) genu anebo 6 aminokyselin
propeptidu genu GlaA, obsahujici Lys-Arg misto proteolytického
Stépeni, aby bylo moZno zkonstruovat dva typy Kkazet exprese.
V prvnim pripadé (I) byl synteticky 1lidsky proinsulinovy gen
regulovan glukoamylasovym promotorem (pglaA) a signalni
sekvenci (ssglaA) glukoamylasového genu, zatimco ve druhém
pripadé (II) byl pod rizenim Pglaa proinsulinovy gen fUzovan
S Uplnym genem glaA filamentarni plisné A. niger prostrednictvim
odstupového peptidu, obsahujiciho signal zpracovani proteinu
podobny KEX-2 (Obr. 2).

Pr¥ipraven byl téz mutant syntetického lidského
proinsulinového genu nesouci konsensus misto N-glykosylace pro
studium vlivu na droven exprese a sekrece. Jeliko# C-peptid neni
esencidlni pro funkeci insulinu, protoZe je odstépen v procesu
sekrece, mutace byla zavedena do kédujici oblasti C-peptidu
lidského proinsulinového genu (BCA). Mutant (BPgA) nesouci
konsensus misto N-glykosylace AsnXSer byl pripraven zménou
kodonu GcCC pro aminokyselinu Ala-C20 na kodon AAC pro
aminokyselinu Asn (Obr. 2).

Pro syntézu lidského proinsulinového genu byl zaveden novy
pristup, v némZ se pouZily prekryvajici se, komplementdrni




oligonukleotidy v kombinaci s PCR. Principem metody bylo pouZit
béhem PCR dva st¥edni, prekryvajici se, komplementarni
oligonukleotidy soud&asné jako templaty a primery a takto umozZnit
Tagq DNA polymerase "zvétsit" Jje, t.j. prodlouzit je béhem
prvniho cyklu. Ve druhém cyklu se takovéto "gzvétsené"
oligonukleotidy prekryvaji se sousedicimi 3! nebo 5!
oligonukleotidy a umoZfiuji tim Tag DNA polymerase "dale
zvétSovat" jiz "zvétdZené" stredni oligonukleotidy. Takto Tag DNA
polymerasa ve skutecnosti vypliiuje mezery mezi chemicky
syntetizovanymi, prekryvajicimi se nukleotidy a vytvari
dvousroubovici DNA. Syntéza lidského proinsulinového genu a jeho
mutantu obsahujiciho konsensus misto N-glykosylace byla
provedena ve fragmentech, jeZ byly separdtné syntetizovany
pomoci PCR. Stépeni genu na fragmenty bylo umoZnéno pritomnosti
dvou Stépicich mist pro restrikéni enzym PstI v kédujici oblasti
C-peptidu (Obr. 3). Bylo navrZeno &trndct oligonukleotidi: Deset
oligonukleotida (B3, B4, B5, B6, Cl1, C2, C3, Al, A2, a A3) bylo
odvozeno z DNA sekvence kédujici 1lidsky proinsulin s kodony
preferovanymi pro expresi ve filamentdrni plisni A. niger, dva
oligonukleotidy (Bl a B2) byly navrZeny pro zavedeni signdlni
sekvence glaA genu a dodatednych restrikénich mist k umozZnéni
ligace do vektoru exprese typu I, jeden oligonukleotid (B7) byl
navrZen pro zavedeni oblasti odstupu sekvence glaA(G2) genu
a dodateénych restrikénich mist Xk umoZnéni 1ligace do vektoru
exprese typu II, a jeden oligonukleotid (C4) byl navrien
k zavedeni mutace nesouci  konsensus misto N-glykosylace
(Obr. 4).

b) PCR syntéza fragmenti I - V
Fragmenty I a IV
Fragmenty I a IV byly syntetizovany '"krok za krokenm".

V prvnim kroku PCR byla reakce provedena s oligonukleotidy B3 a
B4, a vedla k produktu B3/B4. V nasledujicim "kroku" byl 1 ul




produktu B3/B4 smichdn v reakéni smési PCR s: a) oligonukleotidy
B2 a B5 pro fragment I, a b) oligonukleotidy B7 a BS pro
fragment IV. Byly ziskany produkty B2/B3/B4/B5 a B7/B3/B4/B5. Ve
tfetim “"kroku" byl 1 pl produktu B2/B3/B4/BS pouZit pro PCR
s oligonukleotidy Bl a B6 pro fragment I a 1 ul produktu
B7/B3/B4/B5 byl smichdn v reakéni smési PCR s oligonukleotidy
B7 a B6 pro fragment IV. Byly ziskdny produkty B1/B2/B3/B4/B5/B6
a B7/B3/B4/B5/B6. Jejich velikosti odpovidaly ocekavanym,
a produkty byly digerovadny prisludnymi restrikénimi enzymy na
fragment I a na fragment IV (Obr. 5 a 6).

Fragmenty II, III a Vv

Fragmenty II, III a V byly syntetizovdny v jednom "kroku".
PCR byla provedena s oligonukleotidy: a) c1, C2, C3; b) Al, A2,
A3; ac) C2, Cc4, C5. PCR produkty C1/c2/C3, A1/A2/A3 a c2/c4/cs
mély odekavanou velikost a byly digerovany prislusnymi
restrikénimi enzymy na fragment I, na fragment III a na
fragment V (Obr. 7).

Klénovani PCR-syntetizovanych fragmentli do vektoru pUC19
a analyza sekvence DNA

Plasmid pUC19 byl digerovén: a) PstI, b) PstI/EcoRI,
a c) PstI/Sall a ligovan s patfiénym fragmentem I-V za vzniku
plasmidd pPZG301, pPZG302, pPZG303, pPZG304 a pPZG305 (Obr. 8).
Témito plasmidy byla transformovina bakterie E. coli JM109. Ze
ziskanych transformantu byla pDNA izolovana "mini-preparaci" a
analyzovana restrikénimi enzymy. Transformanty E. coli
obsahujici spravné plasmidy byly rozrlstany, jejich pDNA
izolovdna pomoci kolony "QIAGEN typ 20" a sekvenovana pomoci
soupravy "SEQUENASER vVersion 2.0 kit". Vektory obsahujici
spravné syntetizovanou a vloZenou sekvenci byly pouzZity pro
dalsi konstrukce.
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pPZG311 a pPZG312

Vektory  obsahujici  dplny lidsky proinsulinovy gen

a mutantni gen s konsensus mistem N-glykosylace se signalni
sekvenci glaA genu byly konstruovany jak ndsleduje: pPZG31l byl
konstruovdn 1ligaci 173 bp EcoRI-Pstl fragmentu izolovaného
z pPZG301, 75 bp PstI-PstI fragmentu izolovaného z pPZG302 a
74 bp PstI-Sall fragmentu izolovaného z pPZG303 do EcoRI/Sall
digerovaného pUC19 vektoru. pPZG312 byl konstruovan ligaci
173 bp EcoRI-PstlI fragmentu izolovaného z pPZ2G301, 75 bp

. PstI-PstI fragmentu izolovaného 2z pPZG305 a 74 bp PstI-Sall

fragmentu izolovaného 2z pPZG303 do EcoRI/Sall digerovaného
pUC19 vektoru (Obr. 9).

Priklad 2

Konstrukce vektoru exprese pro filamentdrni plisen
I. Kazeta exprese typu I
PAN52-7NotBCA a pAN52-7NotBPgA

pAN52-7NouidA (Verdoes et al., Gene (1994) v tisku) byl
digerovan parcidlné NcoIl a Sall. 7,55 kb SalI-Ncol fragment
nesouci promotor glaA a terminac¢ni oblast trpC genu byl izolovan
a ligovan s 317 bp NcoI-Sall fragmentem plasmidu pP2ZG311 za
vzniku plasmidu pAN52-7NotBCA a s 317 bp NcoI-Sall fragmentem
plasmidu pPZ2G312 za vzniku plasmidu pAN52-7NotBPgA (Obr. 10).

pAN52-7BCAamdS a pAN52-7BPgAamdS

5,0 kb NotI fragment nesouci gen acetamidasy (amds)
z A. nidulans byl zaligovan do NotI mista plasmidl
PAN52-7NotBCA a PAN52-7NotBPgA za vzniku plasmidu
PAN52-7BCAamdS a pAN52-7BPgAamdS (Obr. 10).
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I. Kazeta exprese typu II
PAN56-7BCAamdS a pAN56-7BPgAamds

Vektory pro fizované bilkoviny glukoamylasa-proinsulin
a glukoamylasa-proinsulinovy mutant s konsensus mistem
N-glykosylace byly konstruovany jak nasleduje: Plasmid pPPZ2G304
byl digerovén‘ EcCoRV a AlwNI. Fragment ECORV-AlwNI o 25 bp,
nesouci sekvenci sSesti aminokyselin oblasti odstupu, byl ligovan
§ 3,07 kb SalI-EcoRV fragmentem 3z PAN56-7 nesoucim glaA(G2) gen
za vzniku fragmentu SalI-AlwNI. Vektor pAN56—7 byl ziskan
z vektoru PAN56-4 (Broekhuijsen et al., J. Biotech. 31 (1993)
135-145), v némZ byl gpdA promotor nahrazen 4,2 kb NotI-NcolI
fragmentem 2z pAN52-7, nesoucim glaA promotor, a v né% byl
odstranén interleukinovy gen odstranén, s ponechdnim EcoRV mista
"nahoru" od GlaG2. Fragment AlwNI-SalTl byl pak 1ligovén s 10,
6 kb HindIII~-SalIl fragmentem z pAB1-6S (Den Herder et al., Mol.
Gen. Genet. 233 (1992) 404-410), jenz mél promotor glaA a gen
amdS a s a) 1,06 kb AlwNI-HindIII fragmentem z pANS52-7BCA za
vzniku plasmidu pAN56-7BCAamdS a b) 1,06 kb AlwNI-HindIII
fragmentem z PAN52-7BPgA za vzniku vektoru PAN56-7BPgAamds
(Obr. 11). V oblasti odstupu bylo dibazické misto zpracovani
Lys-Arg. Sekvence kolem mist fuze glukoamylasového genu
s lidskym proinsulinovym genem (BCA) a proinsulinovym mutantem
(BPgA) pomoci oblasti odstupu je ukdzédna v Obr. 12.

Priklad 3
Transformace filamentdrni plisné Aspergillus niger

Transformace filamentdrni plisné Aspergillus niger byla
provedena podle jiZ popsanych metod (Goosen et al., Curr. Genet.
11 (1987) 499-503; Kelly a Hynes, EMBO J. 4 (1985) 475-479; Van
Hartingsvelt et al., Mol. Gen. Genet. 206 (1987) 71-75).
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Filamentdrni plisen A. niger N402 (Bos, C. J. et al., Curr.
Genet. 14 (1988) 437-443) byla transformovana vektory
exprese PAN52-7BCAandsS, PAN52-7BPgAands, PANS56-7BCAamds
a pAN56-7BPgAamdS. Kolonie byly selektovany na kultivacénim médiu
s acetamidem nebo akrylamidenm jako Jjedinymi zdroji uhliku
a dusiku. Provedla se dals$i analyza transformantd vychdzejici
z jednotlivych spor.

Priklad 4

Sekrece lidského insulinu do kultivaéniho nédia

1. Kultivace transformantd A. niger nesoucich lidsky

proinsulinovy gen a mutantni gen s konsensus mistem
N-glykosylace

Kolem 108 spor selektovanych transformantl bylo naockovano
do 500 ml Erlenmeyerovych banék obsahujicich 100 ml tekutého
kultivaéniho média obsahujiciho: 70 mM NaNO,, 7 mM KCl, 11 nM
KH,PO,4, 2 mM MgSO,, 4 % dextran, stopové prvky (1 : 1000; 76 mM
ZnSO4, 178 mM H3BO3, 25 mM MnClz, 18 mM FeSO4, 7,1 mM CoClz,
6,4 mM CuSO4, 6,2 mM Na2M004, 174 mM EDTA) a vitaminy (1 : 1000;
100 mg/l thiamin, 100 mg/l1 riboflavin, 100 mg/l nikotinamid,
50 mg/l pyridoxin, 10 mg/l Kkyselina panthotenova, 0,2 mg/ml
biotin). Transformanty rostly pri 32°C po 36 hodin. Vzorky byly
analyzovany na pritomnost insulinu.

2. Exprese insulinu

Exprese imunoreaktivniho lidského insulinu byla
demonstrovana soupravou "Pharmacia INSULIN RIA 100" fy. Kabi
Pharmacia Diagnostics. Vzorky transformanti kultivovanych

fermentaci byly filtrovdny, filtraty neutralizovany, redény
pokud to bylo potrebné a pak podrobeny stanoveni RIA
(radioimunotestu) (Livessy et al., Clin. Biochem. 13 (1980)
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151-155). Hladina exprese imunoreaktivniho lidského insulinu
(mU/1) v A. niger je ukdzana v Tabulce 1.

Tabulka 1

Hladina exprese imunoreaktivniho lidského insulinu v rlznych
transofrmantech A. niger:

Transformant Plasnid Imunoreaktivni
insulin (mU/1)

A. niger 7650 [NCAIM (P) F 00215] PANS2-7BCAamds 0
A. niger 7651 [NCAIM (P) F 00216] PAN52-7BPgAamds

A. niger 7649 [NCAIM (P) F 00214] PAN56-7BCAamdsS 56
A. niger 7638 [NCAIM (P) F 00213] PAN56-7BPgAamdsS 776

Transformanty A. niger 7650, A. niger 7651, A. niger 7649
a A. niger 7638 byly uloZeny v "NAarodni sbirce zemédélskych
a prumyslovych mikroorganismi, H-1502 Budapest, P.0.B. 53,
Madarsko" dne 8. Cervence 1994 pod pristupovymi cisly
NCAIM (P) F 00215, NCAIM (P) F 00216, NCAIM (P) F 00214,
a NCAIM (P) F 00213 a v souladu s Budapestskou dohodou
0 mezindrodnim uznavdni uloZeni mikroorganismi pro uGdele
patentovaciho postupu, Prohlasenim v pripadé puvodniho ulozeni,
podle Pravidla 6.1.

Z Tabulky je zrejmé, zZe existuje znaény rozdil v expresi
transformantu obsahujicich rlzné vektory. Daleko nejlepsi
vysledky se ukazuji u transformanta ziskaného transformaci
vektorem, jenZ ma lidsky proinsulinovy gen, nesouci konsensus
misto N-glykosylace, fuzovany s glukoamylasovou bilkovinou.

PATENTSERVIS
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PATENTOVE NAROKY

1. DNA sekvence vyznadc¢ujici s e tim, 2e
obsahuje sekvenci kédujici insulinové prekursory vzorce -
B-Pg-A, kde B a A representuji fetézec B respektive A
lidského insulinu a kde Pg representuje modifikovany
c-peptid nebo libovolny podet aminokyselin, zahrnujici
pfinejmenéim jedno konsensus misto N-glykosylace,

a Pg spojuje retézce B a A prostrednictvim signdlu
proteolytického zpracovdni nebo mista chemického Stépeni.

2. DNA sekvence vyznacuijicil s e tim, 2Ze
obsahuje sekvenci kdédujici insulinové prekursory vzorce
B(29)-Pg-A, kde B(29) representuje B(1-29), A representuje
retézec A lidského insulinu a kde Pg representuje
modifikovany C-peptid nebo 1libovolny pocet aminokyselin,
zahrnujici p¥inejmensinm jedno konsensus misto
N-glykosylace, a Pg spojuje retézce B a A prostrednictvim
signdlu proteolytického zpracovdni nebo mista chemického
Stépeni.

3. DNA sekvence podle ndroki 1 aZ 2 vyznadc¢ujici
se tim, 2 e obsahuje kodony preferované pro expresi
v urc¢itém hostiteli.

4. DNA sekvence podle ndroki 1 az 3 vyznac¢ujici
se tim, Ze je fuzovand s genem chranici bilkoviny
prostrednictvi oblasti odstupu, nesouci signal
proteolytického zpracovani nebo misto chemického sStépeni.

5. DNA sekvence vy znac¢cuijici s e tim, 2Ze

obsahuje  sekvenci kédujici farmaceuticky peptid nebo

protein, jenZ md& zavedeno konsensus misto N-glykosylace

v neesencidlnim misté kterékoli oblasti odstupu.




10.

11.

12.

13.
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Transformované buiky vy znaé¢uijici se tim,

Z e obsahuji DNA sekvenci podle naroku 1 az 5.
Transformované buriky plisné vy zna & u jici s e
tim, Ze obsahuji DNA sekvenci podle né&rokld 1 az 5.

Transformované bunky plisné Aspergillus  sp.
vyznac¢cuijici s e tim, Z e obsahuji DNA
sekvenci podle naroku 1 az 5.

Transformované buiky vy znadé¢uijici se tim,
Z e obsahuji segment DNA podle naroku 1 az 5.

Transformované buriky plisné vy znaéu jici s e
tim, Ze obsahuji segment DNA podle ndroku 1 az 5.

Transformované bunky plisné Aspergillus sp.
vyznacdcuijici se tim, Ze obsahuji segment
DNA podle naroki 1 az 5.

Postup pro pfipravu insulinu vy zna & u jici s e
kultivaci vhodnych bunék, s vyhodou bunék plisnég,
transformovanych vektorem obsahujicim sekvenci DNA podle
narokl 1 az 4.

Postup pro pripravu farmaceutickych peptidd nebo proteint
vyznacuijici s e kultivaci vhodnych bunék,
s vyhodou bunék plisneé, transformovanych vektorem
obsahujicim sekvenci DNA podle naroku 5.

PATENTSERVIS




Obxr.1

Phe Val

TTT GTG
X

TTC GTG

Leu Val

CTA GTG
X

CTG GTG

Glu Ala
GAG GCA

X
GAG GCT

(Asn)

Gly Ala
GGT GCA
X

GGT GCC
(AAC)

Arg Gly

CGT GGC
X

CGC GGC

Leu Giu
CTG GAG

CTG GAG

Gin
CAA
X
CAG

Asn
AAC

AAC
Cys Gly
TGC GGG
TGC GGT

Glu
GAG

Asp
GAC
GAG GAC

Gly
GGC

Ser
AGC

GGC AGC

Val
GTG

lie
ATT

ATC GTG

Tyr
TAC

His
CAC

CAC
Glu
GAA

GAG

Leu
CTG

CTG

Leu
CTG

CTC

Glu
GAA

GAG

Cys
TGC

retézec B

Leu
CTG

Cys Gly Ser
TGC GGC TCA

X
TCC

His
CAC

CTG TGC GGC CAC

Arg
CGA
X
CGC

Gly Phe
GGC TT1C
X
GGT TTC

Phe
TTC

Tyr
TAC

TTC TAC

retézec C

Gln
CAG

vVal Gly Gin

GTG GGG CAG
X

GTG GGC CAG

Vai
GTG

CAG GTG

Gin
CAG

Pro Leu Ala

CCC TTG GCC
X

CCC CTG GCC

Leu
CTG

CAG CTG

retézec A

Gin
CAA

Cys Cys Thr Ser
TGC TGT ACC AGC
X XX

CAG TGC TGC ACC TCC

Asn [Konec])
AAC TAG

TAC TGC AAC TAG

Leu
CTG

Val Glu Ala Leuy
GTG GAA GCT CTC
X

CTG GTG GAG GCT CTC

Thr
ACA

Pro Lys Thr Arg
CCC AAG ACC CGC
X X

ACC CCC AAG ACT CGT

Glu
GAG

leu Gly Gly Gly
CTG GGC GGG GGC
X X X

GAG CTG GGT GGT GGT

Glu Gly Ser Leu Gin

GAG GGG TCC CTG CAG
X

GAG GGC TCC CTG CAG

fle Cys Ser Leu Tyr
ATC TGC TCC CTC TAC

ATC TGC TCC CTC TAC

oy

Tyr
TAC

TAC
Arg
CGG

CGC

Pro
CCT

cccC

Lys
AAG

AAG

Gln
CAG

CAG

Horni nukleotidovd sekvence ukazuje kédujici sekvenci pfirozeného lidského insulinu
Dolni nukleotidovd sekvence ukazuje syntetickou kodonové optimalizovanou oblast
lidského insulinu
Tuén& pismena oznacuji Fetézce A a B lidske:‘:ho insul%nu ) .
X ukazuje zmény v kodonech v disledku vyuziti kodonu’preferovanych v Aspergillus
() ukazuje zavedenou mutaci, pfindSejici konsensus misto N-glykosylace, AsnXSer
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Obr. 2

Dva typy kazet eéxprese pro lidsky proinsulin

y
L PglaA ]L ssglaA lidsky proinsulin jL ttrpc‘l

/\

Val Cys Thr Gly Leu Alai Phe Val Asn Gin His Ley

SSglaA - GTC TGC ACA GGG TTG GCA TTC GTG AAC CAG CAC CTG lldSkY proinsulin
”) : KEX-2
| PglaA glaA2 *] | _lidsky. proinsulin [ twpe ]

glaA-propeptid \\'

Pro Thr Ala Asn Val lie Ser Lys Arg Phe Val Asn ) ) .
glaA - Coc ACG GCG AAT GTG ATA TCC AAG CGC TICGTGaac —- lidsky proinsulin

Schematickd representace genu lidského proinsulinu a jeho_
mutantu nesouciho konsensus misto N-glykosylace

1) BCA
retézec B C-peptid : Yetézec A
= — T

2) BPgA
retézec B C-peptid retézec A

= 1 XTI

l

Ala—Asn
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Obxr.3

Strategie pro navrhy oligonukleotidu

8 C A
FVNQ’-LCGSHLVEN.YLVCGERGFFYTPKTRREAEDLOVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGNEOCCTS:CSLYQLENYCN
Psti Pstt
18 aminokyselin signalni
sekvence glaA genu
81 Fragment |
’ B2
> 83
4_:..‘_‘__
SR - B
86
‘—
ci Fragment il
> co )
8
At Fragment {lI
—_—
6 aminokyselin A2
. 4——-—.
propetidu * 3
87 ?Egment v
> 83
—_—
‘ 84
BS
—— -
¢ B6

aminokyselina C-20, Ala —> Asn

—_

L X i

Fragmunt V
C1 ca

+—=

PATENTSERVIS

Do




752

OligoB1: 43-mer

Obxr. 4 Met

OligoB2: 41-mer
5'-CCTGAGCGGC CTCGTCTGCA CAGGGTTGGC ATTCGTGAAC C-3'

OligoB3: 38-mer
5'-TTCGTGAACC AGCACCTGTG CGGCTCCCAC CTGGTGGA-3'

AlwNI

OligoB4: 36-mer
5'-GCTCACCGCA CACCAGGTAG AGAGCCTCCA CCAGGT-3"

OligoB5: 36-mer
5-AGTCTTGGGG GTGTAGAAGA AACCGCGCTC ACCGCA-3'

OligoB6: 40-mer

EcoRl  EcoRV
OligoC1: 41-mer

EcoRl Pstl

OligoC2: 33-mer

Nael

5-GGAATTCTGC AGGGAGCCCT CCAGGGCCAG GGGCTGGAG-3'

—— " —
e e —

EcoR!l - Psti
OligoC4: 33-mer ﬂ
5'-GGGGCTGGAG GCTGCCGTTA CCGGGACCAC CAC-3'

OligoAt: 41-mer :

EcoRlI Pstl

OligoA2: 40-mer
S'-TTCTCCAGCT GGTAGAGGGA GCAGATGGAG GTGCAGCACT-3'

OligoA3: 42-mer Stop
5'-GGAATICGGA TCCGTCGACC TAGTTGCAGT AGTTCTCCAG CT-3'

EcoRl  gamHi Sall

=~ - - - ukazuje Stépici mista restrikénich endonukleas
oznacuje zacadtek (Met) a konec (Stop) translace
~— oOznacuje mutaci aminokyseliny Ala —> Asn, Ktera zpusobi

odstranéni NaeI mista v oligonukleotidu C4
m%smnws
el 7P
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Obr.6

PCR syntéza fragmentu IV

83 b

-

+ Tag DNA polymerasa 8%

§

< B3/84 r
3— s
nasledujici PCR
87 > BY/B4 -
<« + < —

83/B4 BS
+ Tag DNA polymerasa
5 B7/B3/84/85 3
. " :
nasledujici Pcr
B7 . B7/B3/B485
B7/B3/B48B5 -~ 86

+ Taq DNA polymerasa

s B7/B3/B4/85/86 K

— 5
+ EcoRl
+ Pstl

EcoRI/EcoRV Pstl

i - —

Fragment 1V, 131 bp
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Obxr .8

EcoRt
EcoRNcol Pstl
e * __ Fragment —
EcoRl =D
Pstl
puUC 19
_\ /\Ecoﬂl
Pstl EcoRI/EcoRV Psti
+ &= Fragment IV — = pPZG304
Psti
Pstl
Pst! Pst
+ = Fragment I1 —
Pstl =>
Psti
pUC 19
Pstl
Pstl Pst] Pst \
FR— Fragment V — = ,
Psti
Pstl
Psti
Pstl Sall
pUC 19 + Fragment Il e =
Sal
Sall
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Obxr.10

Notl

mnl
317 bp fragment

Py

317 bp fragment

izolovany z oPZG3N Xmni corl izolovanj z pPzaaiz
Neol Salt pANS2-7NotuidA Neat Sal
e — 9.4 kb X .
\TtrpC PglaA
Sall -
Ncol
Xmnd
Ncol
+ NeolP
+ Sall
7.55 kb fragment
Sall Neol ]
T4 DNA ligasa - - ' i
g y otl otl T4 DNA ligasa
{
mni
Xmnl
EcoRl
pANS2-7NotBCA
A 7.87 kb
\ TeseC PglaA
: 8CA Sall
Ncol

Xmnl
Ncol Neol
5.0 kb fragment s amdS genem
+ Notl Notl Notl + Not )
+ opracovdni CIAP = — + opracovani CIAP
1 " '
. T4 DNA ligasa
T4 DNA ligasa
‘ Po“ L {‘JOU
Xmn :
TroC
Neo / amds Neol
Sall PANS2-7NotBCAamdS Sall pANS52-7NotBPgAamdsS
BCA 12,87 kb A BPgA 12.87 kb '

Notl
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