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Vot9l -1941
Sekvence DNA koédujici enzym fosfolipaza A; z nalevnika {Izj?////

Tetrahymena a jeji pouZiti

1

Oblast techniky

Vynadlez se tykd nukleové kyseliny ké6dujici fosfolipazu

A, a jejiho pouZiti podle narokd 1 az 5.

Dosavadni stav techniky

Kvasinky, bakterie a sav&i bunky maji velky vyznam pro
piotechnologickou pfipravu a produkci rekombinantnich
u¢innych latek pomoci heterologni exprese cizich genu.
Bakterialni expresni systémy zaloZené na E.coli nebo
B.subtilis jsou pouZivany pro produkci rekombinantnich
peptidd nebo proteinl, jako je insulin, interleukin-2,
tkahovy aktivator plasminogenu, protedzy a lipézy.U Gram-
negativnich bakterii jsou expresni systémy veétSinou
zaloZeny na pouZiti genetickych prvkd, jako je lac operon
nebo tryptofanovy operon. Proteiny cizorodé pro hostitele
jsou produkovany budto do ,inkluznich té&lisek™ uvnitf
bufiky, nebo, jestliZe Jje expresni systém zaloZen na pouziti
B-laktamdzovych gent, do periplasmatického prostoru. Zatim
nebyla provedena produkce rekombinantnich proteind do
obklopujiciho fermentacniho média. AZ dosud byly u Gram-
pozitivnich bakterii téméf vyluéné zavadény do expresnich
systéml a exprimovany bufikdm vlastni proteiny.

Kvasinky, jako je S.cerevisiae, Hansenula polymorpha,
Kluyveromyces lactis nebo Pichia pastoris, Jjsou rovnéz
pouZivany pro heterologni expresi rekombinantnich proteint,
jako je lidsky faktor XIIla, bovinni pro-chymosin, fytéaza
nebo povrchové antigeny. V tomto pripadé jsou expresni

systémy zaloZeny na kyvadlovych vektorech (vektory majici




jak kvasinkovy, tak bakteridlni podil), které Jjsou zalozeny
(v zavislosti na druhu kvasinky) na genetickych prvcich
galaktokindzy, epimerézy, methanol oxidazy, kyselé
fosfatéazy nebo alkohol dehydrogenézy. Zpravidla je
rekombinantni protein produkovan do cytoplasmy bunky.
JestliZe jsou pouZity vlastni kvasinkové signalni sekvence,
jako je alfa faktor, rovnéZ mohou byt exprimované proteiny
sekretovany do fermentadniho meédia. Glykosylace
sekretovanych proteind je provedena jako typ ,high manose™
a &asto probihaji hyperglykosylace na proteinu, které mohou
vést k tvorbé& protildtek u pacienta.

Sav&i bufiky, jako jsou rlizné buné&lné typy =z hlodavca
(CHO buniky, C127 buiiky) nebo z opic (vero, CV-1 nebo COS
bufiky), jsou rovnéZz pouZivany pro heterologni expresi
rekombinantnich proteint. V tomto pfipadé jsou expresni
systémy zaloZeny na rekombinantnich virech (BPV vektor)
nebo na kyvadlovych vektorech. Pro regulaci exprese jsou
pouZivany virové SV40 zesilovaci/promotorové systémy nebo
pun&éné zesilujici elementy. Rekombinantni proteiny, jako
je erythropoietin, jsou sekretovany do fermenta¢niho média,
nebot cizi geny obvykle nesou své vliastni signélni
sekvence, které jsou rozpoznavany expresnim systémem a Jjsou
pouZivany k nasmé&rovani.

Krom& toho jsou pro biotechnologickou produkci
glykosylovanych extraceluldrnich enzymd pouZivany protozoa
(prvoci) rodu Tetrahymena. Tetrahymena roste na nenédkladném
fermentadnim médiu za pouZiti standardnich fermentacnich
metod. Pro transformaci takovych bun&k Tetrahymena jsou
dostupné vektory, které jsou zaloZeny na elementech rDNA. z
Tetrahymena Pro heterologni expresi bakteridlnich proteini
v Tetrahymena jsou pouzZivany konstrukty DNA p¥ipravené
z genl z Tetrahymena. Jestlize jsou dostupné vhodné

genetické prvky pro regulaci transkripce, nasmérovani a




glykosylaci cizich proteint, je Tetrahymena idedlnim
expresnim systémem pro nendkladny zplsob vyroby
terapeutickych rekombinantnich proteinu.

A% dosud pouZivané Gram-negativni bakteri&lni expresni
systémy obvykle vedou k tvorbé ,inkluznich télisek™
v bufice, spojené s denaturaci proteint. Pro ziskani
rekombinantniho proteinu musi bunky byt lyzovany a
denaturovany inaktivovany protein musi byt zpétné
poskladan, aby byl funkéni. Toto pfedstavuje dodatecné
nadkladné stupné& zpUsobu a sniZuje vytézZek pozadovaného
proteinu. Glykosylace, ktera je u eukaryontnich proteint
vyznamnd, je kompletné& vynechana. JestliZe je pouZit
pakteridlni expresni systém, je degradace dalSim problémem
cilového proteinu diky vysoké proteolytické aktivité ve
fermentacdni pudé.

JestliZe jsou pouZity kvasinky pro heterologni
expresi, pozadovany cilovy protein je rovné&Z produkovéan
pouze do builky, ze které musi byt odstranén pomoci lyze
pbunék. Podobn&d jako v bakteridlnim expresnim systému,
zplisobuje tato skutecnost dodate&né casové a financné
nakladné stupné zptsobu. JestliZe jsou pouZity vlastni
kvasinkové signdlni sekvence, nejsou cizi proteiny spravné
sestfihdny a glykosylovany pro sekreci.

Naopak, jestliZe je pro produkci rekombinantnich
proteint pouZit savci bun&ény systém, jsou pozZadované
proteiny nalézény ve fermentalnim médiu v extracelularnim
stavu, spravné sest¥ihany a glykosylovany. Nicméng,
nevyhodou je, Ze na jedné strané dochdzi k nizké hladiné
exprese diky nedokonalé Upravé a net&inné translaci gent,
které byly zavedeny do genomu produkéni buné&fné linie
prostfednictvim virdlnich vektoru. Na druhé strané jsou
fermentadéni média pro savéi buiiky obsahujici sérum extrémné

finan&n& nakladna. Krom& toho je fermentacni technologie




pro bunééné linie citlivé na st¥ih komplikovand a podobné
nadkladna diky konstrukci pbezbublinové aerace. Dalsi
problémy vznikaji z vysokého rizika mykoplasmatické a
virové infekce buné&&nych linii. Shrnuto, pouziti savcich
bunék pro biotechnologicky zpusob piipravy rekombinantnich
proteint m& pfinasi velmi vysoké naklady, bezpelnostni
poZfadavky a nizké vytézZky.

S pouZitim ndlevnikil, jako je Tetrahymena, odpadaji
vy3e uvedené nevyhody pri produkci rekombinantnich
proteini. Tak napfiklad, n&které kyselé hydrolézy, které
ptisobi p¥i tréveni gastic potravy, jsou vylucovany z bunék
ve velkych mnoZstvich a s komplexni glykosylaci.

Alam et al., J.Euk.Microbiol., 43 (4), 1996, 295-303
popisuje klonovani genu, ktery kéduje kyselou
o-glukosidazu z Tetrahymena pyriformis. Nicméné, pouze
maly podil proteinu je vyludovan z bunék . Kromé toho,
Mezinadrodni patentovd pfihlaska PCT/EP 00/01853 popisuje
gen pro P-hexosaminidazu z TetrahYmena thermophila, o které
je nicméné& znamo, Ze Jje vylu&ovana z bufiky pouze z 80 %.

2% dosud nebylo moZné exprimovat glykosylované
eukaryontni proteiny v Tetrahymena s vylugnou sekreci do
fermentadniho prosttedi. Je to proto, Ze sekvence DNA pro
extracelularni proteiny vlastni Tetrahymena, které jsou
nezbytné pro konstrukci expresnich vektorl a které
jedineéné exportuji cizi protein do obklopujiciho
fermentadniho média, nebyly aZ dosud znamy. Jsou znamy
sekvence DNA, které kéduji protein B-hexosaminidazu
2 Tetrahymena thermophila. Takové sekvence byly popsany
v ptrihléasce vynalezu &islo DE 199 58 979.8, DE 199 09 189.7
a PCT/EP 00/01853. Nicméné&, nevyhodou téchto sekvenci je,
Ye v nich obsaZené pre/propeptidyvzpﬁsobuji uvoliiovani
pozadovaného pro hostitele ciziho proteinu do obklopuijiciho

fermentadniho média pouze z 80 %. Je to déno skutecnosti,




e za normdlnich podminek je enzym PB-hexosaminidaza
pfitomna uvnit¥ membrany pfibliZné az z 20 % a pouze 80 %
pfirozen& produkovaného enzymu je vyluCovéno z bunék.
7 tohoto davodu pre/propeptidy P-hexosaminidazy, jestliZe
jsou metodami genetického inZenyrstvi umistény pfed protein
cizi pro hostitele, nasmé&ruji pouze pfiblizne 20 %
cizorodého proteinu do cytoplasmatické membrény na povrchu
Tetrahymena thermophila. Toto je spojeno s vyznamnou
nevyhodou technologie postupu pro zpisob pfipravy
rekombinantnich G&innych latek. Na jedné strané, je vytéZek
snifovan, protofe Cast exprimovaného proteinu zhstava
v bufikdch vazana k membrén&, a proto neni moZné purifikovat
vedkery exprimovany protein z fermentacni plidy. Na druhé
strané pro hostitele cizi protein miZe v buné&&né membrané
projevovat toxické u&inky pro hostitele, a tak sniZovat
buné&&ny rust.

Krom& toho, Z&dné konstitutivni promotory
z Tetrahymena, které zpisobuji odpovidajici nebo
kontinudlni transkripci heterolognich proteint, nejsou aZz
dosud znamy. Dosud jsou zndmy pouze promotory histonovych a
tubulinovych gent (Bannon et al., 1984, Gaertig et al.,
1993). Nicméné&, zasadni nevyhodou téchto promotoru je, Ze
jejich aktivace je z&visld na buné&lném cyklu. Geny pro
heterologni protein, které jsou spojeny s takovymi na
bunéé¢ném cyklu zavisejicimi promotory, jsou exprimovany
pouze v rostoucich a délicich se butikdch. Toto ma zavazné
nevyhody pro technologii postupu, nebot poZadovany protein
je tak produkovén pouze v logaritmické fazi ristu. Ve
staciondrni fazi rastu, ve kterém je dosaZeno nejvysSsi
hustoty bun&k a tim nejvyd8iho vykonu exprimovaného
organismu (Tetrahymena) ve zplGsobu produkce, je stézi

zachovan buné&ény rist, a tak se uskuteéfiuje pouze nizka

exprese heterologniho proteinu.
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Podstata vynalezu

Cilem vynadlezu je poskytnout systém, ktery umoZnuje
produkci heterolognich protein( z bun&k do fermentacniho
média v expresnim systému, kterym je transformovany
nadlevnik Tetrahymena

Tohoto cile je dosaZeno systémem, v némZ je pouzZito
nukleové kyseliny, kterd mé& sekvenci SEQ ID NO:1, kédujici
fosfolipdzu A; (SEQ ID NO:7). Béhem kultivacénich
podminek.produkt exprese této DNA vyhodn& exportovan
z bufiky ve velkém mnoZstvi. Exprimovany protein je
uvoliovan do obklopujiciho kultivaéniho média ve velkém
mno¥stvi a neni obsaZen v membrané&. Sekvence nukleové
kyseliny podle vyndlezu obsahuje promotor, ktery zplsobuje
konstitutivni, tj. na buné&éném cyklu nezavislou,
transkripci po sm&ru genld pro heterologni proteiny. Takova
konstitutivni transkripce ma tu vyhodu, Ze proteiny jsou
kontinudlné exprimovény pomoci heterologni exprese
v hostitelském organismu, aniZ by byla ovlivnéna buné&cnym
cyklem. Z tohoto duvodu je transkripce ciziho genu uc¢inna a
heterologni protein je exprimovan rovné&Z b&hem stacionarni
riistové faze bez bunééného rustu.

Sekvence DNA pro fosfolipdzu A; podle vynalezu
obsahuje vyhodn& oblast ,proti sm&ru“ PLA; (SEQ ID NO:2),
kterd nese prvky promotoru pro iniciaci transkripce,
signadlni peptid a propeptid, dalsi genetické elementy pro
nasmé&rovani proteinu, a zejména PLA; oblast ,po sméru™ (SEQ
ID NO:3), kterd obsahuje genetické prvky pro ukonceni
transkripce. Pouziti téchto nukleovych kyselin ve vektoru
umoZiuje expresi heterologné exprimovanych proteinu
nezavisle na buné&éném cyklu a jejich transport ven z bunky
do obklopujiciho kultiva&niho média, aniZ by exprimované

proteiny byly inkorporovény do cytoplasmatické membrany, a




takové proteiny mohou byt izolovany z fermenta¢ni pudy bez
bunécné lyze.

Obrazek 1 uvadi nukleovou kyselinu kédujici oblast
,proti sméru“ (SEQ ID NO:2), koédujici oblast (SEQ ID NO:1)
a oblast ,po sméru“ (SEQ ID NO:3) pro fosfolipdzu 2A;

z ndlevnika.

Obrazek 2 uvadi produkt exprese odpovidajici nukleové
kyselin& podle SEQ ID NO:1. Vynalez se také tyka proteinu
podle SEQ ID NO:7.

Konkrétné se vynadlez tyka signdlni sekvence (SEQ ID
NO:6) proteinu podle vyndlezu. Vyhodné se jedna o
aminokyseliny 1 a% 110 proteinu podle vyndlezu (SEQ ID
NO:5). Vynalez se rovnéZ tykd nukleove kyseliny kédujici
N-terminalni fragment (SEQ ID NO:3). Jedna se pfednostné o
fragment nukleovych kyselin podle vynédlezu (SEQ ID NO:4),
zejména majici nukleové kyseliny 1 aZ 155 podle Obrazku 1.

Sekvence nukleové kyseliny netranslatové oblasti
(,0blast proti smé&ruv) (SEQ ID NO:2) umisténd opacné do
protism&ru k oblasti kdédujici PLA; z Tetrahymena ,je
umisténa mezi pozici -275 a pozici -1 (znazornéno malymi
pisﬁeny). Stanovené netranslato&ané oblast obsahuje 275
bazi. Jako prvky promotoru jsou pfitomny TATA box
v pozicich -49 aZ -55 (tisténo tucné), ptedpokladany CAAT
box mezi bazi -133 a bazi -136 (tidté&no tuclné). Rozsah
kédujici sekvence cDNA je znazornén velkymi pismeny.
Gislovani sekvence zadinad start koddénem ATG. Oblasti znamé
ze sekvenovani proteinu jsou v rémecku a stop koddn je
podtrZen. Zraly protein je kédovan od baze 331. Sekvenéni
poradi od baze 1 do baze 330 prestavuje pre/pro sekvenci
(SEQ ID NO:8) PLA;. Sekvencni poradi od baze 331 do baze
963 je sekvenci zralé PLA;. (SEQ ID NO:9). V pozici 961 je
transla&ni stop kodén TGA a v pozici 1039 je polyadenylacni

signal AAT AAA. Sekvence nukleové kyseliny od pozice 964 do
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pozice 1134, kterd je uvedena pod kédujici sekvenci pro
PLA, z Tetrahymena, znazoriiuje sekvenci ,oblasti po sméru™
PLA;. (SEQ ID NO:3), kterad neni translatovdna (rovnéz je
uvedena malymi pismeny). Od pozice 964 aZ do pozice 1101 je
oblast znamé& ze sekvenovani CDNA, kterd byla rovnéz
potvrzena inverzni PCR. Po transkripci je ptipojen poly(A)-
konec k poslednimu kodénu mRNA (ttt, pozice 1098-1101).

Daldim aspektem vynadlezu je pou?iti sekvence nukleové
kyseliny pro kyselé hydrolazy podle vynalezu nebo jejich
gasti pro homologni nebo heterologni expresi
rekombinantnich proteint a peptidld a pro homologni nebo
heterologni rekombinaci (,knock-out® - vyftazeni, ,gene
replacement“- genova substituce), ve které jsou nadlevnici
tranfektovédni nukleovou kyselinou podle vynalezu.

Nukleové kyseliny nebo jejich &asti mohou byt
kombinovany, konkrétné se zesilova&i, promotory, operatory,
podatky, terminatory, geny rezistence na antibiotika, které
jsou bé&Zné pro homologni nebo heterologni expresi proteint,
nebo s jinymi nukleovymi kyselinami nebo fragmenty DNA,
nebo se viemi typy sekvenci z viroida, vir®t, bakterii,
archezoi, protozoi, hub, rostlin, zvirat nebo 1idi.

Konkrétn& je nukleovd kyselina podle vyndlezu obsaZena
ve vektoru, plasmidu, kosmidu, chromozomu nebo
minichromozomu, transposonu, elementu IS, rDNA, nebo ve
viech typech cirkuldrni nebo linedrni DNA nebo RNA.

Vynélez se také tyka zpusobu, ve kterém nukleova
kyselina nebo jeji &asti podle vynédlezu, které kéduji
fosfolipézu A;, jsou kombinovany v homologni nebo
heterologni expresi s obvyklymi zesilovaci, jako je oblast
NF-1 (cytomegalovirovy zesilovad), promotory, Jjako je lac,
trc, tic nebo tac promotor, promotory t¥idy II a III
systému T7 RNAP (T7 RNA polymeréza), promotory bakteriofaga

T7 a SP6, aprk, amylazovy nebo spac promotor pro systémy




exprese v druhu Bacillus, AOX1l, AUGlL a 2 nebo GAPp
promotory (Pichia) pro systémy exprese Vv kvasinkach, RSV
promotor (virus sv4Q), CMV promotor (Cytomegalovirus), AFP
promotor (adenoviry) nebo metallothioninové promotory pro
expresi v savcich systémech, promotory viru Sindibis nebo
promotory viru Semlike forest pro hmyzi bunky, promotory
pro hmyzi systémy exprese, jako je hsp70, DS47, aktin 5C
nebo copia, specificke rostlinné promotory, Jjako Jje
promotor 355, (virus k&étékové mozaiky), amylazovy
promotor, nebo patatinovy promotor tfidy I, operéatory, jako
je tet operator, signalni peptidy, Jako je a-MF prepro-
signdlni sekvence (Saccharomyces), pocatky, termindtory,
geny pro rezistenci na antibiotika a jiné latky, jako je
ampicillin, kanamycin, streptomycin, chloramfenikol,
penicilin, amfotericin, cykloheximid, 6-methylpurin,
paromycin, hygromycin, o-amanatin, auxotrofni markery,
jako je gen pro dihydrofolat reduktdzu, nebo jiné nukleové
kyseliny nebo fragmenty DNA, nebo vSechny typy sekvenci

2 viroida, virt, baktérii. archezoi, protozoi, hub,
rostlin, zvifat nebo 1lidi.

Konkrétn&, nukleovd kyselina nebo jeji cast podle
vyndlezu jsou v&lenény do vektoru, plasmidu, kosmidu ,
chromozomu nebo minichromozomu, transposonu, IS elementu,
rDNA, nebo v&ech typl cirkuldrni nebo linedrni DNA nebo
RNA.

Pro odbornika v oboru je zfejmé, Ze nukleové kyseliny
majici alespoil 40% homologii s nukleovou kyselinou podle
SEQ ID NO:1 mohou byt pouzity podle vynalezu. Protein
odpovidajici SEQ ID NO:2 mi¥e byt modifikovén bez ztraty
své funkce. Tak napfiklad mohou byt provedeny tzv.
konzervativni zamé&ny aminokyselin. Naptfiklad mohou byt

provedeny vzajemné vymény hydrofobnich aminokyselin.




Pro &idténi a izolaci fosfolipazy A; z Tetrahymena a

pro stanoveni jeji sekvence mohou byt pouzity nésledujici

postupy.

priklady provedeni vynalezu

7iskani PLA;

PLA; byla ziskéna z bezbun&&ného supernatantu
z Tetrahymena thermophila. Butiky byly fermentovany ve 21
fermentorech (Biostat MD, Braun Diessel Biotech, Melsungen,
Germany), které byly fizeny digitalni fidici jednotkou
(DCU, digital controlling unit). Fermentor nejprve pracoval
po dobu 24 hodin vsadkovym systémem a pak kontinudlné.
sklizeni bezbun&ného supernatantu bylo zajisténo
promyvacim modulem, ktery mé&l velikost péra p¥ibliZné& 0,3
pum (S6/2, Wuppertal).
Fermentace probihala za nasledujicich parametru:
pracovni objem byl 2 litry:
rychlost promyvéani byla 2 litry/den;
otaéky michadla byly stanoveny na 800 rpm (ot./min.);
teplota byla konstantni 30 °C;
hodnota pH byla udrZovana konstantni na pH 7;
inokuladni titr byl 50 000 buné&k/ml.
Pro fermentaci byl pouZit kmen SB1868 VIL. Jednd se o
kmen divokého typu (standardni) Tetrahymena thermophila.
Fermentace probihala po dobu 264 hodin a sklizeny vytézek

byl testovan na aktivitu PLA;.

$isténi PLA;

Pro &isténi PLA, byl pouZit 1 litr bezbunécného

supernatantu z fermentace, ktery byl smichan se 140 ¢
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siranu amonného a zakoncentrovan pomoci ultrafiltraé&ni
jednotky (Pellikon XL, propustnost (size exclusion)3 kbDa,
Millipore) na objem 50 ml. N&sledné& byl vzorek purifikovan
hydrofébni interakéni chromatografii (20 x 1,6 Fractogel
EMD Phenyl I 650, Merck, Darmstadt). Rychlost pratoku byla
5 ml/min a eludt byl sbirdn do 5ml frakci. Aktivita enzymu
byla méfena deacylaci radioaktivn& zna&eného fosfolipidu
(L-3-fosfatidylcholin, l-palmitoyl-2-[1-*‘C]linoleoyl).
Obrazek 3 znazorfiuje ziskany eludni profil v
natriumacetatovém gradientu a enzymové aktivity
jednotlivych frakci.

Tfi frakce, které mély nejvy33i aktivitu enzymu, byly
spojeny a opétovné pufrovany pomoci vychoziho pufru (Bis-
Tris 20 mM, pH 6,5) pro aniontové&-vymé&nnou chromatografii
(anion-exchange chromatography, AEC) s pouzZitim
ultrafiltralni jednotky. N&sledn& byly vzorky naneseny na
sloupec (Q-Sepharose-Hiload-16/10, Pharmacia, Sweden) a
PLA; byla ze sloupce eluovdna linedrnim gradientem NaCl
(pritokova rychlost = 3 ml/min) a sbirdna do 5ml frakci.
Obrazek 4 znézortiuje ziskany eludni profil v NaCl-gradientu
a enzymové aktivity jednotlivych frakci.

Z frakci, které mély nejvy$si PLA; aktivitu, bylo 200 pl
odstranéno a oddéleno SEC chromatografii (size exclusion
chromatography). K tomuto G¢elu byl pouZit sloupec Superdex
HR 75 30/10 (Pharmacia, Sweden). Rychlost promyvani v téoto
chromatografii byla 0,6 ml/min, eludt byl sbitdn do 200 pl
frakci. Obréazek 5 uvaddi ziksany eludni profil a enyzmové
aktivity jednotlivych frakci.

Ziskané frakce byla testovany na Cistotu s pouzZitim
trojrozmérné gelové elektroforézy. Byly stanoveny dva
odlisné pruhy p¥i velikosti ~ 26 a ~ 28 kDa. Separace

téchto dvou pruhll dvojrozmé&rnou gelovou elektroforézou
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vedla k rozdéleni dvou pruhlt do 2 a 3 sern, v uvedeném
potadi, s odlidnymi izoelektrickymi body.

Proteiny o 26 kDa odpovidaly pH 6,3 a 5,7 a proteiny o
28 kDa odpovidaly pH 6,3, 5,7 a 5,3. Kone¢na analyza téchto
skvrn pomoci mass fingerprint analyzy prokazala, Ze tyto

skvrny jsou izoformami stejného proteinu.

Molekularn&-biologické oveéfeni PLA;

Jakmile byla prokazédna Cistota proteinu, byly vzorky
proteinu naneseny na PVDF membranu a podrobeny sekvenovani
od N konce. Kromé& toho byly dal3i vzorky Stépeny trypsinem
a rovn&Z podrobeny sekvenovani od polatku. S pouZitim takto
ziskanych proteinovych sekvenci byly pfipraveny
oligonukleotidové primery, které byly podrobeny RT-PCR
(reverse transcriptase PCR; 3 RACE, rapid amplification of
CcDNA ends). S pouZitim této techniky PCR byla fosfolipaza
A; Uspd3né amplifikovana a nésledné sekvenovana. Ziskana
sekvence mé&la délku 633 bazi a 729 bazi v uvedeném pofadi,
a molekulovd hmotnost zralého proteinu z ni odvozena Jje
pfibliiné 22,4 kDa. V odvozené sekvenci oligopeptidy o 22
aminokyselindch (N-termindlni) a o 18 aminokyselinach
(uvnitf# peptidu) stanovené sekvenovanim proteinu byly
op&tovné& nalézany ve 100 %. Kromé& toho sekvence zralého
proteinu, sekvence pre/propeptidu mohly rovné&z byt ﬁréeny
pomoci 5 RACE (rapid amplification of cDNA ends) (Obréazek
2). Jedn& se o peptid majici délku 110 aminokyselin, ktery
nese jak signadlni sekvenci, tak sekvenci propeptidu, jenz
enzym inaktivuje a Jje odst&povan pouze v misté& konelné
aktivity enzymu. Sekven&ni porovnani poskytlo zjisténi, Ze
neexistuje Zadn& homologie s dfive znamymi fosfolipazami
A;, s vyjimkou konsensus sekvence 5 aminokyselin (GxSxG),

kterd je nalézéna ve vSech lipazach a fosfolipédzach a je




13

povaZzovana za vazebné misto pro lipidy nebo fosfolipidy.
Krom& toho, PLA; ,sekvence po sm&ru® a ,sekvence proti
sm&ru" byly stanoveny inverzni PCR (Obrézek 1). Genomova
DNA byly rozdtépena restrikénimi endonukledzami, ligovana
T4 ligazou a nakonec amplifikovéana s inverznimi primery.

V inverzni PCR byla pro amplifikaci PLA; ,oblasti proti
sméru® ke &té&peni genomové DNA pouZita restrikéni
endonukledza Sspl. Proto mohla byt stanovena ,oblast proti
sm&ru® o 275 bazich a byly identifikovany promotorove
prvky. V pozici -136 se naléza CAAT box, ktery m& podobnou
vzdalenost od translaéniho startu, jako CCAAT boxy
histonovych gent (=141 a -151) Tetrahymena, jak nalezli
Brunk a Sadler (1990). TATA box, ktery fixuje exaktni
po&ateéni bod transkripce v eukaryontnich genech, byl
identifikovan v pozici -55. Jeho sekvence odpovidé
konsensus sekvenci nalezené u eukaryont. Pro amplifikaci

., ,oblasti po smeéru", ktera obsahuje termindtor transkripce
PLA, z Tetrahymena, metodou PCR, bylo pouZito 3tépeni DNA
pomoci BamHI. Proto, krom& oblasti ,po sm&ru“ zndmé z 3'-

RACE, mohlo byt urceno dalgich 222 bazi (Obrazek 3).




Patentové naroky Upravené 20.12.2002

1. Nukleova kyselina obsahujici kédujici a nekdédujici
oblasti majici sekvenci SEQ ID NO:4, ve které tecené
kédujici oblasti kéduji fosfolipdzu A; (PLA;) z Tetrahymena
thermophila (SEQ ID NO:5) a reSené nekddujici oblasti
znamenaji oblasti ,proti sméru® a ,po sm&ru" od tohoto

genu.

2. Nukleovéd kyselina podle naroku 1, ve které feCené
nekédujici oblasti ,po sméru™ a ,proti smé&ru“ maji sekvence
SEQ ID NO:2 a 3 a kédujici oblasti maji sekvence SEQ ID
NO:1, 8 a/nebo 9.

3. N-termindlni signdlni sekvence PLA; (SEQ ID NO:5) podle

naroku 1 majici sekvenci SEQ ID NO:6.

4. Protein fosfolipazy A; (PLA;) majici aminokyselinovou

sekvenci podle SEQ ID NO:7.

6. Pousiti nukleové kyseliny podle naroku 1 az 3 nebo
jejich &asti pro homologni nebo heterologni expresi
rekombinantnich proteint a peptidd a pro homologni nebo
heterologni rekombinaci (vytazeni ,knock-out", substituce

~gene replacement").

7. Zptsob homologni nebo heterologni exprese proteint a
peptidl a homologni nebo heterologni rekombinace (,knock
out™, “gene replacement™), ve kterém jsou nalevnici
(ciliata) transfektovani nukleovou kyselinou podle

jakéhokoliv z naroka 1 az 3.




8. Zpusob podle ndroku 9, ve kterém fecené nukleoveé
kyseliny nebo jejich Zasti jsou kombinovany se zesilovaci,
promotory, operatory, podatky , termindtory, geny pro
antibiotickou rezistenci bé&Znymi pro homologni nebo
heterologni expresi proteinu, nebo s jinymi nukleovymi
kyselinami nebo fragmenty DNA, nebo se vSemi typy sekvenci
7z viroidu, vira, bakterii, archezoi, protozoi, hub,

rostlin, zviFat a 1idi.

11. Zpusob podle naroku 10 a/nebo 11, ve kterém je nukleova
kyselina je obsaZena ve vektoru, plasmidu, kosmidu,
chromozomu nebo minichromozomu, transposonu, IS elementu,
rDNA, nebo v jakémkoliv jiném typu cirkuldrni nebo lineérni

DNA nebo RNA.

12. Vektory, plasmidy, kosmidy, chromozomy nebo
minichromozomy, transposony, IS elementy, rDNA a jiné typy
cirkuldrni nebo linedrni DNA nebo RNA obsahujici alespon
jednu z nukleovych kyselin podle alesponl jednoho z nadrokua 1

az 3.
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Obr. 1

aa tat fta tca atg cta ctt ata att ctt ta gta
tga gat atg ata tgc ftet tc tct gct aga cft amac tta tga cal tg =ac it taa taa
aag aat it it tat tea aaa gea gag att It aat aga aga ate aat gac tca tga alt
taa taa aga tt fca agt git ttc tea tac cga ota got ta taa altt cac tta ta alc
aac gat ata aaa alt ata ta aca aat caa taa ata aaa aaa taa ala aaa aca aaa caa
ATG AAC AAG ACT CTC ATC TTA GCT TTA GTT GTT GTT TTG GCT TTA ACT GCC ACC ACC TTG
GTT GCT TTC CAC AAC CAC TCT CAC AAC ATC AGA GTT GAC TAA GAC CCC GCC ACT CTC TTC
AAG CAA TTC AAG CAA ACT TAC AAT AAG AAG TAT GCT GAT GCT ACT TTC GAA ACC TAC AGA
TTC GGT GTC TTC ACC CAA AAC TTA GAA ATC GTC AAG ACT GAC TCT ACT TTC GGT GTC ACC
TAA TTC ATG GAC TTA ACT CCT GCT GAA TTC GCT CAA CAA TTC CTC ACT TTA CAC GAA AAG

GTT AAC AGC ACC GAA GTT TAC AGA GCT TAA[GGT GAA GCT ACC GAA GTT GAC TGG ACT GCC

AAG GGT AAG GTC ACC CCT GTT AAG AAC TAA GGT TCT[TGT GGT TCC TGC TGG GCT TIC TCC
ACC ATT GGT GCC GTT GAA TCT GCT CTT TGG ATT GCT GGT CAA GGT GAA TAA AAC ACT CTT
AAC-CTT GCT GAA TAA GAA TAA GTT GAC TGT GCT AAG TCC CCC AAG TAC GAC TCT GAA GGT
TGC AAC GGT GGT TGG ATG GTT GAA GGT TTC AAG TAC ATC ATC GAC AAC AAG ATC TCC TAA
ACT GCT AAC TAT CCC TAC ACT GCT AAG GAT GGT AAG TGC AAG GAC ACC TCT TCC TTC AAG
AAG TTC TCT ATT TCT AAG TAC GCT GAA ATC CCC TAA GGT GAC TGC AAC TCC CTC AAC TCT
GCC TTA GAA CAA GGT CCT ATC TCC GTT GCT GTT GAT GCC ACC AAC TTC TAA TTC TAC ACT

TCT GGT GTC TTT AAA AAC TGC AAG GCC AAC CTC AAC CAC GGT GTC CTC TTA GTT GCC AAC

GTT GAC TCT TCT CTC AAG ATC AAG AAC TCC TGG GGT CCT TCT TGG GGT GAA AAG GGT TTC

ATC AGA TTA GCT GCC GGT AAC ACT TGC GGT GTC TGC AAT GCT GCC TCT TAC CCT ATT GTT
TGA aaa aac ata atc caa att aaa aaa: aat tac tca aaa clg ata ata taa aza att aat
#t cat =aat ftt aat gta 2at aaa tac ctt ftat att tga cgt ttt gta ctc aaa ata aat
taa agt taa caa acc ata Ht att taa tic tac fttt tca att ttt aaa aat ata

780
840
900
960
1020
1080
1140
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Obr.2

Aminokyselinové sekvence fosfolipazy A, z Tetrahymena: APre/propeptid

(aminokyseliny 1 aZ 110)
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Obr. 3
HIC I, elu¢ni profil, natriumacetitovy gradient a enzymaticka aktivita eluované PLA,
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Obr. 4
AEC, elu¢ni profil, NaCl-gradient a enzymaticka aktivita eluované PLA,
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Obr. 5
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Sekvenéni protokol

Upraveny (20.12.2002

<110> Cilian AG

<120>

<130>

<140>
<l41l>

<160> 9
<170>

<210> 1
<211l> 963
<212> DNA
<213>

<400> 1
atgaacaaga
gttgctttee
aagcaattca
ttcggtgtct
taattcatgg
gttaacagca
aagggtaagg
accattggtyg
aaccttgctg
tgcaacggtg
actgctaact
aagttctcta
gccttagaac
tctggtgtcet
gttgactctt
atcagattag
tga

<210> 2
<211> 275
<212> DNA

020414wo. ME/BM

PCT/EP02/00578
2002~

01-22

PatentIn Ver. 2.

ctctcatctt
acaaccactc
agcaaactta
tcacccaaaa
acttaactcc
ccgaagttta
tcacccctgt
ccgttgaatce
aataagaata
gttggatggt
atcecctacac
tttctaagta
aaggtcctat
ttaaaaactg
ctctcaagat
ctgecggtaa

1

Tetrahymena thermophila

agctttagtt
tcacaacatc
caataagaag
cttagaaatc
tgctgaattc
cagagcttaa
taagaactaa
tgctetttgg
agttgactgt
tgaaggttte
tgctaaggat
cgctgaaatc
ctccgttget
caaggccaac
caagaactcc
cacttgcggt

<213> Tetrahymena thermophila

<400> 2

aatatttatc
ctagacttaa
agatttttaa
aataccgact
atcaataaat

<210 3
<211l> 171
<212> DNA

aatgctactt
cttatgacat
tagaagaatc
agctttataa
aaaaaaataa

ataattcttt
ttgaactttt
aatgactcat
attcacttat
ataaaaacaa

<213> Tetrahymena thermophila

<400> 3

aaaaacataa tccaaattaa aaaaaattac
cataatttta atgtaaataa atacctttat atttgacgtt ttgtactcaa aataaattaa
agttaacaaa ccatatttat ttaattctac ttttcaattt ttaaaaatat a

gttgttttgg
agagttgact
tatgctgatg
gtcaagactg
gctcaacaat

ggtgaagcta

ggttcttgtg
attgctggtce
gctaagtccce
aagtacatca
ggtaagtgca
ccctaaggtg
gttgatgcecca
ctcaaccacg
tggggtcectt
gtctgeaatg

tagtatgaga
aataaaagaa
gaatttaata
taatcaacga
aacaa

ctttaactgce
aagacccegce
ctactttcga
actctacttt
tcctecacttt
ccgaagttga
gttcctgcetg
aaggtgaata
ccaagtacga
tcgacaacaa
aggacacctc
actgcaactc
ccaacttcta
gtgtectcett

cttggggtga
ctgcectetta

tatgatatgc
ttttttttat
aagattttca
tataaaaatt

caccaccttg
cactctctte
aacctacaga
cggtgtcacc
acacgaaaag
ctggactgcece
ggctttctec
aaacactctt
ctctgaaggt
gatctcctaa
ttcecttcaag
cctcaactct
attctacact
agttgccaac
aaagggtttc
ccectattgtt

tetttetctg
taaaaagcag
agtgttttcet
atattaacaa

tcaaaactga taatataaaa aattaatttt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
963

60

120
180
240
275

60
120
171

‘st

‘Sekvence DNA kédujici enzym fosfolipdza A; z nilevnika Tetrahymena a jeji pouZiti




<210> 4

<211> 1408
<212> DNA
<213>

<400> 4

aatatttatc
ctagacttaa
agatttttaa
aataccgact
atcaataaat
tagttgttgt
acatcagagt
agaagtatgc
aaatcgtcaa
aattecgctea
ttaaggtgaa
ctaaggttct
ttggattgct
ctgtgctaag
tttcaagtac
ggatggtaag
aatcccctaa
tgctgttgat
caacctcaac
ctcetggggt
cggtgtctge
aaattactceca
cctttatatt
attctacttt

<210> 5
<211l> 320
<212> PRT

aatgctactt
cttatgacat
tagaagaatc
agctttataa
aaaaaaataa
tttggcttta
tgactaagac
tgatgctact
gactgactct
acaattccte
gctaccgaag
tgtggttcect
ggtcaaggtg
teccecccaagt
atcatcgaca
tgcaaggaca
ggtgactgca
gccaccaact
cacggtgtcce
ccttettggg
aatgctgect
aaactgataa
tgacgttttg
tcaattttta

Tetrahymena thermophila

ataattcttt
ttgaactttt
aatgactcat
attcacttat
ataaaaacaa
actgccacca
ccecgecacte
ttcgaaacct
acttteggtg
actttcacga
ttgactggac
gctgggettt
aataaaacac
acgactctga
acaagatctce
cctettectt
actccctecaa
tctaattcta
tcttagttge
gtgaaaaggg
cttaccctat
tataaaaaat
tactcaaaat
aaaatata

<213> Tetrahymena thermophila

<400> 5
Met Asn
1

Ala Thrx

Asp Gln

Lys Lys

50
Thr Gln
65

Gln Phe

Leu His

Lys

Thr

Asp

35

Tyxr

Asn

Met

Glu

Ala

Asn

Thr

Gln
130

Glu
115

Gly

Thr

5
Leu Vval
20

Pro Ala

Ala Asp
Leu Glu

Leu
85

Asp

Lys Val

100

Val Asp

Ser Cys

Leu Ile

Ala

Thr

Pro

Ile

70

Thr

Asn

Leu
His

Phe

Phe
40

Leu

Thr Phe

55

Val Lys

Ala

Pro

Ser Thr

Ala Lgu
Asn
Lys
Glu
Thr
Glu

Glu

tagtatgaga
aataaaagaa
gaatttaata
taatcaacga
aacaaatgaa
ccttggttge
tecttecaagea
acagattcgg
tcacctaatt
aaaggttaac
tgccaagggt
ctccaccatt
tcttaacctt
aggttgcaac
ctaaactgct
caagaagttc
ctectgeetta
cacttetggt
caacgttgac
tttcatcaga
tgtttgaaaa
taattttcat
aaattaaagt

Val
10

Gly

His Ser

25

Gln Phe

Thr Tyr

Ser
75

Asp

Phe
90

Ala

Tyr

tatgatatgc

ttttttttat
aagattttca
tataaaaatt
caagactctc
tttccacaac
attcaagcaa
tgtcttcace
catggactta
agcaccgaag
aaggtcaccc
ggtgcegttg
gctgaataag
ggtggttgga

aactatcccet

tctatttceta
gaacaaggtc
gtctttaaaa
tcttctetea
ttagctgccg
aacataatcc
aattttaatg
taacaaacca

Val Leu

His Asn

Ala

Ile

tctttctetg
taaaaagcag
agtgttttct
atattaacaa
atcttagett
cactctcaca
acttacaata
caaaacttag
actecectgetyg
tttacagagc
ctgttaagaa
aatctgctcet
aataagttga
tggttgaagg
acactgctaa
agtacgctga
ctatctecegt
actgcaaggce
agatcaagaa
gtaacacttg
aaattaaaaa
taaataaata
tatttattta

Leu Thr

15 -

Arg Val

30

Gln
45

Lys

Arg Phe

60

Thr Phe

Gln Gln

Arg Ala

Thx

Gly

Gly

Phe

Gln

Tyr Asn

val Phe

Val Thr

80
Leu Thr
95

Gly Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1408

Trp

Gly

Thr

Serxr
135

Ala
120

Cys

105

Lys

Trp

val
Gly

Ala

Lys

Phe

Val

Ser
140

Thr
125

Thr

110

Pro

Ile

val

Gly

Lys

Ala



Val
145
Asn
Asp
Ile
Lys
Ser
225
Ala
Gln
His
Asn

Ala
305

Glu
Leu
Ser
Ile
Asp
210
Lys
Leu
Phe
Gly
Ser

290

Gly

Ser
Ala
Glu
Asp
195
Gly
Tyr
Glu
Tyxr
val
275

Trp

Asn

Ala
Glu
Gly
180
Asn
Lys
Ala
Gln
Thr
260
Leu

Gly

Thr

Leu

Gln

165

Cys

Lys

Cys

Glu

Gly

245

Ser

Leu

Pro

Cys

Leu

150

Glu

Asn

Ile

Lys

Ile

230

Pro

Gly

val

Ser

Gly
310

Ile

Leu

Gly

Ser

Asp

215

Pro

Ile

Val

Ala

Trp

295

val

Ala
Val
Gly
Gln
200
Thr
Gln
Sexr
Phe
Asn
280

Gly

Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

6

110

PRT

Tetrahymena thermophila

<400> 6

Met Asn Lys Thr Leu Ile Leu Ala

-1

Ala

Asp

Lys

Thr

65

Gln

Leu

Thr

Gln

Lys

50

Gln

Phe

His

Thr

Asp

35

Tyr

Asn

Met

Glu

Leu

20

Pro

Ala

Leu

Asp

Lys
100

5

val

Ala

Asp

Glu

Leu

85

val

Ala

Thr

Pro

Ile

70

Thr

Asn

Phe
Leu
Thr

55
vVal

Pro

Ser

His

Phe

40

Phe

Lys

Ala

Thr

Gly

Asp

Trp

185

Thr

Ser

Gly

val

Lys

265

val

Glu

Asn

Leu

Asn

25,

Lys

Glu

Thr

Glu

Glu
105

Gln

Cys

170

Met

Ala

Ser

Asp

Ala

250

Asn

Asp

Lys

Ala

val

10

Gln

Thr

Asp

Phe

g0

Val

Gly

155

Ala

val

Asn

Phe

Cys

235

val

Cys

Ser

Gly

Ala
315

Gly
Ser
Phe
Tyx
Ser

75

Ala

Tyx

Lys
Glu
Tyr
Lys
220
Asn
Asp
Lys
Sgr
Phe

300

Ser

Val

Lys
Arg

60
Thr

Gln

Arg

Gln
Ser
Gly
Pro
205
Lys
Ser
Ala
Ala
Leu
285

Ile

Tyr

Leu

Asn

Gln

45

Phe

Phe

Gln

Ala

Asn

Pro

Phe

190

Tyr

Phe

Leu

Thr

Asn

270

Lys

Arg

Pro

Ala

Ile

30

Thr

Gly

Gly

Phe

Gln
110

Thr

Lys

175

Lys

Thr

Ser

Asn

Asn

255

Leu

Ile

Leu

Ile

Leu

15

Arg

Tyr

val

Val

Leu
95

Leu

160

Tyx

Tyr

Ala

Ile

Ser

240

Phe

Asn

Lys

Ala

val
320

Thr

val

Asn

Phe

Thr

80

Thr
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<210> 7
<211> 210
<212> PRT
<213> Tetrahymena thermophila
<400> 7 .
Gly Glu Ala Thr Glu Val Asp Trp Thr Ala Lys
1 5 . 10
Val Lys Asn Gln Gly Ser Cys Gly Ser Cys Trp
20 25
Gly Ala Val Glu Ser Ala Leu Leu Ile Ala Gly
35 40
Thr Leu Asn Leu Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp
50 55
Lys Tyr Asp Ser Glu Gly Cys Asn Gly Gly Txp
65 70 ‘ 75
Lys Tyr Ile Ile Asp Asn Lys Ile Ser Gln Thr
85 90
Thr Ala Lys Asp Gly Lys Cys Lys Asp Thr Ser
100 105
Ser Ile Ser Lys Tyr Ala Glu Ile Pro Gln Gly
115 120
Asn Ser. Ala Leu Glu Gln Gly Pro Ile Ser Val
130 135
Asn Phe Gln Phe Tyr Thr Ser Gly Val Phe Lys
145 150 155
Leu Asn His Gly Val Leu Leu Val Ala Asn Val
165 170
Ile Lys Asn Ser Trp Gly Pro Ser Trp Gly Glu
: 180 185
Leu Ala Ala Gly Asn Thr Cys Gly Val Cys Asn
195 200
Ile Val
210
<210> 8
<211> 330
<212> DNA
<213> Tetrahymena thermophila
<400> 8
atgaacaaga ctctcatctt agectttagtt gttgttttgg
gttgctttee acaaccacte tcacaacate agagttgact
aagcaattca agcaaactta caataagaag tatgctgatg
ttcggtgtet tcacccaaaa cttagaaatc gtcaagactg
taattcatgg acttaactcc tgctgaattc gctcaacaat
gttaacagca ccgaagttta cagagcttaa-
<210> 9

<211l> 633

Gly

Lys Val

Ala Phe Ser

30
Gln

Gly Glu

45
Cys Ala
60

Lys

Met Val Glu

Ala Asn Tyr

Ser Phe Lys

110
Asn

Asp Cys

125
Ala Vval
140

Asp

Asn Cys Lys

Asp Ser Ser

Phe
190

Lys Gly

Ala Ala

205

Ser

ctttaactgce
aagaccecgc
ctactttcga
actctacttt
tccteacttt

‘Thr
15

Pro
Thr Ile

Gln Asn

Pro

Ser

Phe
80

Gly

Pro
95

Tyr

Lys Phe

Ser Leu

Ala Thr

Ala Asn

160

Leu
175

Lys

Ile Arg

Tyr Pro

caccaccttg
cactctectte
aacctacaga
cggtgtcacc
acacgaaaag

60
120
180
240
300
330




<212> DNA

<213> Tetrahymena thermophila

<400> 9

ggtgaagcta
ggttcttgtg
attgctggte
gctaagtece
aagtacatca
ggtaagtgca
ccctaaggtg
gttgatgcca
ctcaaccacyg
tggggtcctt
gtctgcaatg

ccgaagttga
gttecctgetg
aaggtgaata
ccaagtacga
tcgacaacaa
aggacaccte
actgcaactc
ccaacttcta
gtgtcctcett
cttggggtga
ctgcctetta

ctggactgcce
ggetttctcee
aaacactctt
ctectgaaggt
gatctcctaa
ttcetteaag
cctecaactcet
attctacact
agttgccaac
aaagggtttc
ccctattgtt

aagggtaagg
accattggtg

aaccttgcectg
tgcaacggtg
actgctaact
aagttctceta
gccttagaac
tectggtgtcet
gttgactett
atcagattag
tga

tcaccectgt
ccgttgaatce
aataagaata
gttggatggt
atccctacac
tttctaagta
aaggtcctat
ttaaaaactg
ctctcaagat
ctgceggtaa

taagaactaa
tgctcetttgg
agttgactgt
tgaaggtttce
tgctaaggat
cgctgaaatc
ctcegttget
caaggccaac
caagaactcce
cacttgeggt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
633
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