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Rekombinantny protein majici enzymatick aktivitu bakteriofagove;j endosialidazy

Oblast’ techniky

Vynalez sa tyka rekombinantného proteinu majuceho enzymatickd aktivitu bakteriofago-
vej endosialidazy, sposobu jeho vyroby a rekombinantnych expresnych systémov na pouZitie pri

jeho vyrobe.

Doterajsi stav techniky

Bakteriofag E je ¢lenom fégovej skupiny PK1A-PK1E; tieto fagy boli pdvodne izolované
z odpadov v Eurdpe na podporu klinickej identifikacie infekcii Escherichia coli K1, ktoré moZu
spdsobovat vysoki imrtnost’ v pripadoch novorodeneckej meningitidy. Ma sa za to, Ze endosia-
lidiza bakteriofaga E (endosialiddza K1 E) je enzymom zodpovednym za pogiato&nd vézbu na
hostitePski baktériu tak, Ze §peciﬁcky rozpoznava a hydrolyzuje v gl'ykocalyxe-Kl uﬁl’oh&dr'a'lto--
vé polyméry a-2,8-viazanej poly-N-acetylneuraminovej kyseliny (kyseliny polysialovej, PSA). a-
2,8-viazani PSA je exprimovana tieZ na bunkovom povrchu niekolkych dalfich patogénnych
baktérii a roznych nadorovych buniek a bunkovych linii. V patente US &. 4,695.541 sa navrhuje,
Zze vd'aka vysokej Specificite endosialidazy K1E pre hydrolyzu o-2,8-sialosylovych vizieb je
moZné tento enzym pouZivat pri diagndze a terapii meningitidy K1, septikémie alebo bakterémie.
Bolo uvadzané, ze PSA mdze posobit’ ako marker onkologického vyvoja v l'udskych nadoroch
obli¢ky a neuroendokrinnych tkaniv a moZe tieZ prispievat’ k invazivnemu a metastatickému po-

tencialu niektorych nadorov.

VJ. Bacteriol. 1993, 175, 4354-4363, s opisané pokusy ziskat enzymaticky u&inny
protein expresiou z konStruktu DNA, odvodeného od pribuzného faga KI1F; tieto pokusy boli

neuspesné.

Teraz sa zistilo, Ze protein majici enzymaticku aktivitu bakteriofigovej endosialidazy, t.j.
protein, ktory sa Specificky viaZe na o.-2,8-polysialovi kyselinu alebo ju Stiepi, je mo2né ziskat

expresiou z konStruktu DNA, ktory je odvoditelny z génu endosialidazy K1E a je klonovany do



expresného vektora, ktory exprimuje polypeptid, ktory sa aduje na N-terminalny koniec endosia-

lidazovej sekvencie.

Pods‘tata vynalezu

Predmetom vynalezu je teda jednak rekombinantny protein, majici enzymaticka aktivitu
bakteriofagovej endosialidazy, ziskatelny expresiou z rekombinantného vektora zahrnujiceho
sekvenciu DNA, kédujicu bakteriofagovii endosialidazu, viazani na sekvenciu DNA expresného
vektora, ktory exprimuje polypeptid, ktory sa aduje na N-terminalny koniec endosialidazy, alebo
analég tohto proteinu, ktorym je mutant, funk&ny fragment alebo derivat tohto proteinu majuci

endosialiddzovii enzymatick aktivitu.

Uvedenym mutantom moze byt’ napriklad protein s nahradenou alebo vypustenou amino-
kyselinou v jednej alebo niekol’kych polohach. Funkénym fragmentom moze byt fragment skra-
teny na C- alebo N-terminalnom konci alebo fragment z vniitra polypeptidického ret'azca, ktory
mé endosialidazovii enzymaticku aktivitu. Deri'vzit-om r;xéie byt na.prildad farmaceuticky prijatel'-
na sol’ s kyselinou, ako je kyselina chlorovodikova, kyselina sirova, kyselina fosforeéna, kyselina
pyrofosforeéné, kyselina benzénsulfonova, kyselina p-toluénsulfonova, kyselina metansulfonova,
kyselina mlie¢na, kyselina palmova, kyselina vinna, kyselina askorbova alebo kyselina citrénova;
s bazou, obvykle dusikatou bazou, ako je baza obsahujiica sodik, draslik, hor&ik alebo aménny

dusik; alebo vniitorna sof’.

Dalej je predmetom vynalezu rekombinantny vektor zahmujici sekvenciu DNA, kéduja-
cu bakteriofigovi endosialidazu, viazani na sekvenciu DNA expresného vektora, ktory expri-
muje polypeptid, ktory sa aduje na N-terminlny koniec endosialidazy, pritom tento rekombi-

nantny vektor je schopny riadit’ expresiu uvedeného proteinu v kompatibilnej hostitel'skej bunke.

Dalej je predmetom vynalezu spdsob vyroby proteinu, majiceho enzymaticka aktivitu
endosialidazy bakteriofdga E, zahrnujici kultivaciu hostitelskej bunky transformovanej vyssie
definovanym rekombinantnym vektorom v podmienkach umoZfiujicich expresiu uvedeného
proteinu a izolaciu takto ziskaného proteinu. Dalej je predmetom vynalezu hostitel'ska bunka,

transformovana vysSie definovanym rekombinantnym vektorom.



Prednostnym proteinom podla vynalezu je protein ziskatelny expresiou z vy3Sie defino-
vaného rekombinantného vektora, kde sekvencia DNA, kédujiica endosialidézu, je odvodena od
konstruktu DNA kédujuceho zvysky aminokyselin, kddované nukleotidmi 172 aZ 1744 génu en-
dosialidazy bakten'oféga E, t j nukleotidmi 172 ai 1744 dalej deﬁnovanej sekvencie SEQ ID
zymatlcku aktivitu. Zvlast vyhodnym proteinom podla vynalezu je protein ziskatelny expresiou
z vysSie definovaného rekombinantného vektora, kde sekvencia DNA, kédujica endosialidazu,
je odvodena od konstruktu DNA kédujiiceho zvysky aminokyselin, kédované nukleotidmi 1 aZ
2436 génu endosialidizy bakteriofaga E, t.j. nukleotidmi 1 aZ 2436 d'alej definovanej sekvencie
SEQ ID NO. 1, alebo mutant, funkény fragment alebo derivat tohto proteinu majtici endosialida-
zovu enzymaticka aktivitu.

Protein podl'a vynalezu je obvykle exprimovany vo forme fizneho proteinu zahmujiceho
endosialiddzu, viazan( priamo alebo cez ramienko na polypeptid odvodeny z expresného vekto-
ra, tj. vektora pouZitého na expresiu proteinu vo vhodnej hostitel'skej bunke, pricom takymto
vyhodnym polypeptldom je glutation S-transferaza. Ak je Ziadice, aby boli polypeptidické kom-
ponenty ﬁxzneho proteinu oddelitelné, ked’ fizny protein prirodzene neobsahuje oblast, ktora
mdze byt $pecificky chemicky alebo enzymaticky Stiepena, je moZné taki oblast beZnymi po-
stupmi zabudovat'. Priklady selektivnych Stiepiacich &inidiel alebo $tiepiacich enzymov pre fuzne

proteiny si protedza V8, trypsin, trombin, faktor X, CNBr, peptidaza ysco a yscF.

Vo zvl§t vyhodnom uskuto&neni vynalezu je protein podl'a vynélezu vo forme fuzneho
proteinu zahrnujiiceho endosialidazu bakteriofiga E, viazani na glutation S-transferdzu, pricom

tento fuzny protein ma prednostne molekulovi hmotnost’ asi 100 kDa.

Konstrukt DNA, tj. rekombinantna molekula DNA, vhodna na expresiu proteinu podla
vynalezu, mdZe byt tvorena izolovanym fragmentom DNA kodujicim bakteriofagovil endosiali-
dazu, napriklad tvorenym len kodujicou oblastou alebo predizenym o homoldgne alebo hetero-
16gne sekvencie DNA. Konstrukt mdZe tvorit fragment DNA kodujiici endosialidézu, klonovany
do vhodného klonovacieho vektora, prednostne bakteridlneho vektora, ako je pBR317, pBR322,
pUC18, pSF2124 alebo hlavne Bluescript SK*. Pokial' v takomto klone chybaji konvenéné res-
trik&né miesta na izolaciu len otvoreného &itacieho ramca endosialidazy, je mozné ich amplifiko-
vat’ pomocou polymerazovej reakcie (PCR) s pouZitim primérov zahrnujlicich poZzadované res-

trik&né miesta.



Fragment DNA, kédujuci bakteriofagovi endosialiddzu, mdze byt ziskany z gendmovej
DNA bakteriofaga E alebo syntetickej DNA, ktora je s fiou v podstate homoldgna, t.j. homolog-
na z 80 aZ 100 %. Cistenie bakteriofiga E a extrakciu celkovej gendomovej DNA je mozné vyko-
navat beznymi postupmi. Extrakt DNA je potom moZné Stiepit’ prislusnym restrikénym enzy-
mom, ako je Bgl II, Eco RI, Hinc II, Hind III, Bam HI alebo Pst I. Produkt Stiepenia mo3é byt -
podrobeny preparativnej elektroforéze s nizko topiacim sa agar6zovym gélom pre obohatenie
frakcii DNA s uréitou diZkou za tigelom obohatenia fragmentov DNA kédujucich protein podl’a
vynélezu.

Ak je znama nukleotidova sekvencia kédujiica bakteriofagovii endosialidazu alebo jej a-
minokyselinova sekvencia, je mozné DNA kédujicu endosialiddzu pripravit’ tie¥ metodami ve-
dicimi priamo k poZadovanej DNA, ako si konven&né postupy PCR alebo chemické syntéza in

vitro.

Na expresiu proteinu podl'a vynalezu je konstrukt DNA klonovany do expresného vekto-
ra, ktory exprimuje polypeptid, ktory sa aduje na N-termmalny koniec endosialidazy a poskytuje
tak rekombinantny ‘vektor podl'a vynalezu Expresny vektor sa samozrejme voli podla charakte-
ru hostitel'skej bunky, vybranej na expresiu proteinu. Takéto vhodné expresné vektory si ko-
meréne dostupné. Expresia sa prednostne uskutoéiuje v prokaryotickom hostitelovi, hlavne
v mikrobidlnom hostitelovi, zvlast' v E. coli, ak je vhodnym expresnym vektorom prokaryoticky
expresny vektor, ako je fig A alebo bakterialny plazmid. Priklady konkrétnych prokaryotickych
expresnych vektorov sii vektory pGEX, napriklad pGEX-2T (Pharmacia Biotech), ktoré vyvola-
vaji expresiu fizneho proteinu endosialidéza - glutation S-transferiza (GST), pMAL (New En-
gland Biolabs), ktory vyvolava expresiu fuzneho proteinu endosialidiza - maltézovy vizbovy
protein, systém ,,pinpoint“ fy Promega, ktory biotinyluje exprimovany protein, systém »strep-
tag“ fy Biometra, ktory na exprimovany protein umiestiiuje streptavidinovy vizbovy peptid,
systém Ni-NTA fy Qiagen, ktory k exprimovanému proteinu pridava 6 histidinov pre vizbu nik-

lu, a systém Xpress fy Invitrogen, pracujtci na podobnom principe ako systém Ni-NTA.

Vyhodnymi expresnymi vektormi si vektory pGEX, ktoré maju promotor tac, vnitorny
gén lac I a rozpoznavacie miesto proteazy trombinu alebo faktoru Xa, hlavne pGEX-2T, ktory

ma sekvenciu



Leu Val Pro Arg Gly Ser Pro Gly Ile His Arg Asp

CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATT CAT CGT GAC TGA CTG ACG

Klonovanie konstruktu DNA do expresného vektora na ziskanie rekombinantného vekto-
ra podl'a vynilezu méze byt vykonavané s pouZitim konven&nych metod restrikcie a ligicie. Ak
teda konstrukt DNA obsahuje restrikéné miesta Bam HI a Eco Rl, ktoré mohli byt vloZené am-
plifikiciou pomocou PCR, je mozné tento konstrukt DNA a expresny vektor Stiepit’ siiCasne

pomocou Bam HI a EcoRI a ligaciu pomocou DNA ligazy vykonévat podfa pokynov vyrobcu.

Ako je vysSie uvedené, si hostitel'ské bunky, pouZivané na expresiu proteinu podla vy-
nélezu, prednostne prokaryotické, hlavne mikrobidlne bunky, vratane buniek baktérii, ako je Ba-

cillus subtilis, Pseudomonas, Streptococcus alebo zviast E. coli.

Transformacia hostitel'skych buniek méZe byt vykonavana beZnymi metédami, pre tieto
bunky vhodnyrm Pri transformacii buniek sa tak napnklad bunky podrobia vopred- posobemu'
Ca** na umoznenie prijmu DNA a potom inkubécii s rekombmantnym vektorom. Nasledni se-
lekciu transformovanych buniek je mozné napriklad vykonavat prenesenim buniek do selektivne-
ho Zivného média, ktoré umoziiuje separaciu transformovanych buniek od buniek rodiCovskych,

alebo restrikénou analyzou vzorky DNA miniprep ziskanej z inkubovanych buniek.

Transformované hostitel'ské bunky mozu byt kultivované zndmymi metodami
v kvapalnom médiu s obsahom asimilovatelného zdroja uhlika, napriklad uhFohydratu, ako je
glukéza alebo laktdza, dusika, ako je aminokyselina, peptid, protein alebo ich degradatny pro-
dukt, ako je peptén, amoénna sol apod., a anorganickej soli, napriklad siranu, fosfore€nanu
a/alebo uhli&itanu sodného, draselného, hore¢natého alebo vapenatého. Médium mdze d'alej na-
priklad obsahovat’ latku na podporu rastu, ako je stopovy prvok, napriklad Zelezo, zinok, man-

gan apod.

Kultivacia mdZe byt vykonivana postupmi, ktoré si v odbore zname. Podmienky kulti-
vécie, ako je teplota, hodnota pH média a doba fermentécie, sa volia tak, aby sa dosiahla maxi-
malna tGrovefi expresie proteinu podfa vynalezu. Kmefi E. coli sa tak prednostne kultivuje v ae-

robnych podmienkach v submerznej kultire za trepania alebo mieania pri teplote asi 20 az 40



°C, prednostne pri asi 37 °C, a hodnote pH 4 aZ 8, prednostne asi 7, po&as doby asi 4 aZ 30 h,

prednostne do dosiahnutia maximélneho vytazku proteinu podla vynalezu.

Exprimovany protein mdze byt extrahovany z mikrobialnych buniek, ako s bunky E.

coli, alebo zo supernatantu bunkoyej kultary beznymi met6dami, ktoré zahrnuji napriklad roz-
- kiad buniek, chromatografiu, napriklad chromatografiu s vymenou iénov, hydrofébnu alebo roz-
del'ovaciu chromatografiu, zraZanie, napriklad siranom aménnym alebo kyselinou, preparativnu
elektroforézu, ako je elektroforéza na polyakrylamidovom géle s dodecylsulfitom sodnym (SDS-
PAGE), alebo izoelektricki fokusaciu apod. Ak je, ako vo zvlast vyhodnych uskuto&neniach vy-
nalezu, exprimovanym proteinom flizny protein endosialidéza - glutation S-transferaza, moze byt
Cisteny naviazanim na glutationové gul'&ky, ako je opisané v Smith a Johnson (1988) Gene 67,
31-40. Stiepenie &isteného fizneho proteinu je potom moZné vykonavat' trombinom, napriklad

podl'a pokynov Pharmacia Biotech, vyrobcu expresného vektora pGEX-2T.

Predmetom vynilezu je tieZ farmaceuticky pripravok, obsahujuci ako u&inni zlozku pro-
tein podl'a vynilezu alebo jeho farmaceuticky prijatelnu sol’, popripade spolu s fyziologicky pri-
jatelnym nosi€om, ktorym méZze byt napriklad vehikulum, riedidlo alebo iny bezny pomocny

prostriedok do farmaceutickych pripravkov.

Proteiny podla vynilezu m6Zu byt pouZivané pri diagnéze alebo oSetrovani medicin-
skych stavov, hlavne l'udského organizmu, vratane réznych onemocneni, hlavne meningitidy a
typov rakoviny, charakterizovanych expresiou polysialovej kyseliny na povrchu nadorovej bun-
ky, ako je Wilmov oblitkovy nador, malobunkovy plicny karciném, neuroblastém, medularny
karcinom $titnej ZI'azy, nador mo€ového traktu, neuroektodermalny nador, teratom, rabdomyo-
sarkom, feochromocytém, Ewingov sarkém, inzuliném, rakovina prsnika a nador hypofyzy.
Tieto proteiny m6zu byt pouZivané na inhibiciu metastazy nadorov, napriklad postchirurgickej
metastazy. M6Zu byt pouZivané tieZ pri diagnéze alebo oSetrovani d'alsich stavov, vyvolavanych
E. coli K1, ako je sepsa a infekcie moCového ustrojenstva, alebo inymi baktériami exprimujécimi

na povrchu svojich buniek polysialova kyselinu.

Vynalez dalej umoZiiuje spdsob lietenia stavu vyvolaného baktériou, exprimujiicou na
svojom bunkovom povrchu polysialovi kyselinu, rakoviny charakterizovanej expresiou polysia-

lovej kyseliny na povrchu nadorovych buniek alebo metastaz nadorov, pri ktorom sa protein ale-



bo jeho vysSie definovany analdg podl'a vynalczu podéva teplokrvnému cicavcovi, vyZadujucemu
taku liecbu.

Farmaceuticky pripravok podla vynalezu, hlavne pre vy3§ie uvedené indikacie, mdze byt
podavany parenteralne, napriklad intravenézne, intrakutinne, subkutanne alebo transkutanne.
Davkovanie zavisi v zisade od spdsobu podavania a od i&elu ofetrenia. Jednotlivé davky a re-
#im podévania je moZné uréit najlepie jednotlivym posiadenim konkrétneho pripadu onemocne-
nia. Terapeuticky u€inné mnoZstvo proteinu podla vynilezu, ked sa podava injekCne, &ini ob-

vykle od asi 0,005 do asi 0,1 mg/kg telesnej hmotnosti.

Okrem Gginnej zloZky mdZe injek&ny farmaceuticky pripravok podl'a vynilezu obsahovat
pufer, napriklad fosfatovy pufer, chlorid sodny, mannitol alebo sorbitol pre Gpravu izoténicity a
antibakterilne G&inny konzervadny prostriedok, ako je metyl- alebo etylester p-hydroxybenzoo-

vej kyseliny.

Proteiny podla vynalezu mdzu byt vzhl'adom ku svojej enzymatickej aktivite pouZivané
tieZ pri analyze glykopr'oteinov, napriklad na detekciu a sekvenovanie oligosacharidovych skupin
dekorujicich glykoproteiny, pretoZe mdzu z glykoproteinov selektivne odstrafiovat’ konkrétne

cukrové zvysky.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Na osvetlenie vynalezu si uvedené priklady uskuto&neni, ktoré sa vztahuju ku zvIast vy-

hodnym uskuto¢neniam.

Priklad 1
Priprava konstruktu DNA obsahujiiceho otvoreny &itaci ramec endosialidazy bakteriofaga E

Ak nie je uvedené inak, vykonévaju sa vetky postupy spdsobom opisanym v Sambrook a
spol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2. vyd. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
New York (1989).



Degenerované oligonukleotidové sondy sa navrhujii s odkazom na tabufky pouZivania
kodé6nu E. coli (Holm (1986), Nuc. Acids Res. 14, 3075-3087), pripravuji s pouZitim automa-
tického syntetizitora DNA Applied Biosystems PCR-MATE model 391 a znadia na 5’-konci
pomocou [Y-*’PJATP (Amersham International Plc., Amersham, Bucks, UK.) s pouZitim T4
polynukleotid kinizy. Radioaktivne znadené "c;ligonuldeotid'ové sondy sa hybridizuja
s produktami Stiepenia DNA bakteriofaga E redtrikénymi enzymami, podrobia sa elektroforéze
na agarézovych géloch a prenesii na nylonovi membranu Hybond-N (Amersham International
Plc.) Fragmenty DNA bakteriofiga E, reagujiice so sondami, sa identifikuji autoradiografiou,
Cistia z agardzovych gélov stupfia &istoty NA (Pharmacia Biosystems Ltd., Milton Keynes,
Bucks, UXK.) a liguji pomocou T4 DNA ligdzy (NEB Inc.) do Bluescript SK+ (Stratagene Inc.,
La Jolla, CA, USA). Transformacie buniek E. coli Epicurian SURE (Stratagene Inc.) pomocou
Bluescript SK+ sa vykonavajii metodou elektroporacie (Dower a spol. (1988), Nucleic Acids
Res. 16, 6127-6145) s pouzitim zariadenia na generovanie a riadenie pulzov Bio-Rad alebo sa
alternativne vysoko Cinné kompetentné bunky E. coli JM109 (Promega Inc. Madison, WI,
USA) transformuju tepelnym sokom pocas doby 60 s pri 42 °C. Klony transformovane rekombi-
nantnym plazrmdom sa 1dentlﬁku1u kultivaciou pa agarovych dostitkach 2TY/amp|cdm a pomo-
cou zmesi 50 mg/ml 5-brém-4-chlér-3-indolyl-B-D-galaktopyranozidu (X-Gal) a 0,1 M i izopro-
pyl-B-D-tiogalaktopyranozidu (IPTG) na rozdelenie koléni podla modrej a bielej farby. Usku-
toCiiuje sa sekvenovanie dvojvliknovej DNA pomocou sipravy Sequenase verzia 2.0 od United
States Biochemical Corporation, Cleveland, OH, USA, a sekvenovacieho zariadenia model SA
od BRL Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, USA. Sekvenovanie je ulah&ené metodou
hromadenych delécii alebo pouZitim syntetickych oligonukleotidovych primérov, pripravenych

v British Biotechnology Products Ltd, Abingdon, Oxon, UK, alebo vysSie uvedenym spdsobom.

Degenerovana oligonukleotidova sonda - sonda 1 [5’-TAC(T)CAC(T)CAGGGT
(G)GAC(T)GTG(T)GCG(C)CC-3] - je odvodena od bromkyéanového (CNBr) fragmentu endo-
sialidizy K1E s najdlh§ou jednozna&nou aminokyselinovou sekvenciou a jedna sa o najmenej de-
generovanu z piatich sond konStruovanych s pouzitim &iasto&nych aminokyselinovych sekvencii,
ziskanych z bromkyanovych fragmentov. Ako fragment genomovej DNA bakteriofaga E, poten-
cidlne kodujuci endosialidazovi sekvenciu, je Southernovym prenosom pomocou *?P-znatene;
sondy 1 identifikovany 1,9 kb produkt restrikiného 3tiepenia BglII. Restrikéné endonukleazy
Bglll a BamHI vytvarajii u rovnakej sekvencie kohezivne vy&nievajice konce, o umoZiiuje liga-

ciu 1,9 kb fragmentu BglII do miesta BamHI klonovacieho vektora Bluescript SK+ (Promega



Inc.). Plazmid miniprep DNA z klonu transformovaného vzniknutym rekombinantnym vektorom
(klon I) poskytuje sekvenciu DNA, ktora kdduje odvodeni proteinovi sekvenciu obsahujicu i-
denticky tisek sekvencie ako fragment CNBr pouZity ku konstrukeii sondy 1.

Sonda 2 [5’-GATCTTGGTCTAATCCCT-3’], nedegenerovany 18-mérovy oligonukleo-
tid, sa syntetizuje s pouZitim sekvencie na 5’-konci klonu I. Tato sonda identifikuje jeden z
dvoch produktov Stiepenia genémovej DNA bakteriofaga E pomocou Sinl, ktory sa prejavuje a-
ko singletovy ekvivalent k asi 3,3 kb. Stiepenim inzertu DNA klonu I pomocou Sinl sa over, Ze
tento fragment koduje sekvenciu DNA pred 5’-koncom klonu I. Vysledok tohto Stiepenia uka-
zuje, ¥e v inzerte DNA klonu I st aspoii 3 miesta Sinl a najv&&si fragment méa 1,1 kb. PretoZe
restrikéna analyza DNA bakteriofaga E ukazuje, Ze v celom gendme su len dve miesta Bglll,
Stiepia sa gélovo &istené fragmenty Sinl pomocou BgllI a fragment obsahujici sekvenciu roz-
poznavajiicu sondu 2 a miesto BglII poskytuje dva fragmenty 2,1 kb a 1,1 kb. 2,1 kb fragment
Stiepenia SinI x BglII je klonovany do Bluescript SK+ ligéciou konca BgllIl ku koncu BamHI
s naslednym vyplnenim koncov pomocou Klenowho fragmentu T4 DNA polymerazy a ligaciou
vzniknutych tupych koncov pre vytvorenie kruhového plazmidu. Porovnanim s N-terminalnou
sekvenciou aminokyselin ~ 76 kDa' enzjmovej podjednotky s.a zistuje, Z¢ vzniknuty klon (klon
2) obsahuje otvoreny &itaci ramec kédujuci N-terminalny koniec endosialidazy K1E. Pre klony 1
a 2 sa ziskaju v smere 5’ aj 3’ prekryvajuce sa sekvencie a polohy otvorenych &itacich ramcov sa
zistia analyzou kodénovej preferencie a polohovej preferencie baz (Staden a spol. (1982) Nuc.

Acids Res. 10, 141-156, a Staden (1990) Meth. Enzymol. 183, 163-180).

Zklonu 2 sa &isti rekombinantni plazmidova DNA, linearizuje Stiepenim v jedinom
mieste EcoRI a RNA, naviazani na &iapocku 5°, sa prepiSe pomocou SP6 RNA polymerazy a
sipravy mCAP pre naviazanie mRNA na &apotku (Stratagene Inc.). Translacné reakcie (25 ul)
in vitro sa vykonavajii s pouitim 0,1 pg transkriptu RNA, 20 pCi [**S]metioninu a systému kré-
ligieho retikulocytového lyzatu podla pokynov vyrobcu (Promega Inc.). Potvrdenie, Ze systémy
SP6 RNA polymerézy a translacie in vitro si funk&né, sa ziska si¢asnym vykonévanim pozitiv-
nych kontrol. Kontrolny plazmid je linearizovany konstrukt SV64-karboxypeptidaza E
s predradenou oblastou prométora SP6 (Fricker a spol. (1989), Mol. Endocrinol. 3, 666-673).

Z klonu 1 sa pomocou EcoRI a Xbal vyreZe fragment DNA bakteriofaga E s velkostou
1892 bp, obsahujici kompletny inzert klonu 1. Ten je smerovo klonovany do vektora pGEM-IIz

vvvvv
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vpolohe 3’ vzhladom kinzertu klonu 1. Ztohto nového konstruktu sa vyreZe fragment
Sacl/Avrll 707 bp. Tento fragment 707 bp kéduje predpokladanych C-terminalnych 114 amino-
kyselin endosialidazy a 3’ nepreloZeni oblast DNA K1E. Liguje sa do 3253 bp produktu Stiepe-
nia klonu 2 pomocou Sacl/Avrll. Vzniknuty plazmid (klon 3) obsahuje len krajné oblasti 5’ a 3’
pdvodne klonovanej DNA KI1E vo vektore Bluescript SK+ a skuto&ne neobsahuje stredovych
2975 bp sekvencie DNA, ktora zahruje sekvenciu kédujicu predpokladany otvoreny &itaci ra-
mec endosialidazy. Ku klonu 3, Stiepenému pomocou Avrll, sa liguje fragment 2975 bp, odvo-
deny od produktu Stiepenia celkovej DNA KIE pomocou Avrll. Vzniknuty konstrukt
v Bluescript SK+ (klon 4) obsahuje plni dizku génu endosialiddzy, predtym kédovaného
v klonoch 1 a 2; gén sa sekvenuje pomocou siipravy Sequenase 2.0 (USB Corp.). Jeho sekvencia
je znazornena ako SEQ ID NO: 1.

Priklad 2
* Priprava rekombinantného plazmidu na expresiu endosialidazy bakteriofaga E

Klon 4, tj. kon3trukt DNA obsahujuci kompletny otvoreny &itaci ramec endosialidazy,

pripraveny podl'a prikladu 1, sa s pouZitim primérov
5’-CCGGGGATCCATGATTCAAAGACTAGGTTCTTCATTA-3’ a
3’-CGTTAGACGACGTGCGGTCTTGTGTATCTTAAGACAC-5’

podrobi PCR na ul'ah&enie amplifikacie otvoreného &itacieho ramca endosialidazy so zabudova-
nim restrik&ného miesta BamHI na 5’-konci a restrik&ného miesta EcoRI na 3’-konci otvoreného

¢itacieho ramca.

Produkt PCR 2483 bp sa Cisti extrakciou najprv zmesou rovnakych objemov fenolu
(ekvilibrovaného na pH 8,0 2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diolom) a zmesi chloroformu a
izoamylalkoholu 24:1, potom samotnou zmesou chloroform : izoamylalkohol, s nasledujicim
zraZanim etanolom a resuspendovanim v pufre TE (10 mM 2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-
diolhydrochlorid, 1 mM EDTA, pH 8,0). Pregisteny produkt PCR a expresny vektor pGEX-2T
(Pharmacia Biotech) sa si&asne §tiepi pomocou BamHI a EcoRlI a &isti elektroforézou na agaro-

zovom geéle a extrakciou Qiaex (Quiagen Corp.). Vyrezany produkt PCR sa liguje podl'a poky-
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nov vyrobcu pomocou T4 DNA ligazy (New England Biolabs) s expresnym vektorom za vzniku
rekombinantného vektora, ktory sa sekvenuje pomocou supravy USB Sequenase 2.0 cez dve

klonovacie miesta na potvrdenie, Ze bol zachovany spravny Citaci ramec.

Priklad 3
Transformacia a expresia

Produkt ligacie podl'a prikladu 2 sa pouZije na transformaciu elektrokompetentnych bu-
niek E. coli MC 1061 pomocou elektropora&ného zariadenia Bio Rad a transformované bunky sa

selektuja restrikénou analyzou vzorky miniprep DNA ziskanej z buniek.

Za tUcéelom expresie fuzneho proteinu sa transformované bunky kultivuji pridavkom
IPTG do kone&nej koncentracie 0,5 mM, kedy ODggo dosiahla 0,3, a potom sa nechaji rast’ este
4 h pri 37 °C za mie$ania s rychlostou ota&ania 250 min". Exprimovany fuzny protein sa Sisti
'z kultivaénéﬁo média vizl;ou na glutatiénové guldtky postupom podla Snﬁtﬁa a Johnsona

(1988) Gene 67, 31-40.

Vzorky bakterialnej kultiry a Gistenych frakcii fiizneho proteinu sa podrobia SDS-PAGE,
elektroforeticky prenesi na nitrocelul6zovii membréanu, premyju a hybridizuja s antiendosialida-
zovym polyklonalnym antisérom metédou podl'a Sambrooka a spol. (1989). Imunoreaktivne pa-
sy sa deteguji vizbou sekundérnej protilitky konjugovanej s alkalickou fosfatizou a reakciou s
(a) 50 mg/ml roztoku nitromodrej tetrazéliumchloridu v zmesi dimetylformamidu a vody 70:30 a

(b) 50 mg/ml roztoku disodnej soli 5-brom-4-chlér-3-indolylfosfatu vo vode.

Uvoltiovanie N-acetylneuraminovej kyseliny (NANA) z polysialovej kyseliny Eistenymi
frakciami filzneho proteinu sa meria s pouZitim testu TBA podla Horgana (1981) Clin. Chim.
Acta 116, 409-415. Merania ukazujl, Ze rychlost uvoliovania NANA je priamo iumerna kon-
centracii fuzneho proteinu. Ak je fuzny protein nahradeny proteinom glutation S-transferazou

samotnym, nie je pozorované Ziadne uvolfiovanie NANA.
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SEKVENCNY PROTOKOL

M

(.i)

A
(B)
©
(it)
@)
(a)

(ix)

(4)
®)
(D)
(xi)

INFORMACIE O SEQ ID NO: 1

CHARAKTERISTIKA SEKVENCIE:

DLZKA': 2436 parov baz

TYP: nukleova kyselina

DRUH RETAZCA: dvojrefazcové
DRUH MOLEKULY: DNA (genémova)
POVODNY ZDROYJ:

ORGANIZMUS: bakteriofag E

ZNAK:

ﬁAZowm:ﬁé: ;3DS

POZICIA: 1..2436

INE INFORMACIE: /produkt = , kodujiica oblast’ pre endosialidédzu bakteriofaga E

Opis sekvencie: SEQ ID NO: 1
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H 1 QR
ATGATTCAAAGACTA

G b G K T
GGTGATGGTAAGACA

N T R TF VvV
AACACCCGCTTCGTA

D K AT Vv
GACAAAGCGYTTYGTA

T ¥ K W 1
AMITCCAGAGTEGTTA

W EL TN
AACGAACTAACCAAT

L. FV G oD
CTCTTCGTTGGTGAT

T §$ 0L N
ACTTCAGATTTGAAT

T I D NN
ACTATTGATAACAAT

1 P s ¢ v
ATACCATCTGAGTAT

R DI G @
AGAGATATAGGTCAG

Et HWEAG
GAATGCGAAGCAGGT

Q1 Y Q¢
CAAMATCTATCAGGART

D N X D K
GAGAACAAAGACAAA

G QO A 1
GGTCAAGCTATACCT

$ T S A N
AGCACAAGTGCCAAT

T $ 8§ s s
ACTTCATCATCTTCA

DN QF A
GATAACCAGTTTGCTY

V L K A ¥
GTGTTAAAGGCTTGG

AEC L D
GCTGAAGGGTTGGAT

L. E T M Y
TTAGAGGAGATGTAT

G 8$ § L vV
GGTTCTTCATTAGTT

N D QD A
AACGACCAAGATGCA

W E R L A
TGGGAACGTTTAGCA

Y E N VI
TATGAGAACGTGATA

T 0 8w n P
ACTGATATHCATCUA

C A L WD
TOTGCATTGTGGGAT

F VN T S
TTTGTTAACTTCTCT

N A G K N
AACGCTCRAAAGAAT

G r V.uH e
GLCTTTCTTATGGGC

E P D A A
GAACCAGATGCGGCA

T H E S L
ACTTGGGAGTCACTA

A? DDR
GCACCAGATGATCGT

DT VN S
GACATTGTGAACTCT

D P F K G
GACCCATTTAAAGGT

T FHGT
ACTTTCATGGGTACT

I R § E M
ATACGATUTGAAATG

G A O I T
GGTGCACAGATAACT

AG G P S
GCTCOTGGACCTAGT

S R VG P
AGCAGGGTTGGTTTT

A K Y ©
nnn>4q>>nd>4nn>

AT N K 1
GCCACTAATAAAATC

K F K s K
AAMTTCAAGAGTAAA

V N A MM
GTAAATCCAGCGATG

G QO P L Y
GGTCAACCTCTTTAC

Y AP Y M
TATGCACCTTACATG

Dy ¢ TV
GATTACGUTACALFG

R P H S A
CHUCCCTATGTCTCGT

N S AV T
AACTCTGCGGTAACA

Wil KNG T
TGGCACATCGGTACT

Y H Q G 0
TATCATCAAGGTGAY

£ P C 1 K
GAGCCATGCATCAAG

R F P Ut N
AGATTTCCACATAAT

Y K A S ¥V
TACAAGGCATCTTAT

$ VGV G
AGTGTAGGTGTAGRT

neunper
CATGGACACCCTACT

0 G 1 R N
GATGGAATACGAAAT

C M F G L
CAGATGGAAGGTGAG

LB G 8 N
TTGCACGGTTUTAAT

N RT TT
AACCGATTCACTACC

K 0 Y G L
AAACAGTATGGTTTG

vV § T C
’ﬂqnqndnﬂqdnn>>

s o
AGTTAA

1 A G A LI W RN ILD
ATAGCAGGTGCAATC TGGCGTAACTTGGAT

A S G K R 1 D G A G
GCTTCAGOTAAGAGA ATTGACGGTGCTGGT

Y V.S K G r ft N G ¢
TATGTGAGTAAAGGT TTTATCAATGGTGAA

G S DRI GV S NI
GGTAGCGACCGTCAT. GATGTTAGTCGTCTG

N Y Il e s o G
AACTATCATTUGTATG AGTATGE UTATUT

S LW LT G I 7T K
AGTCTGOATCTTYALT ?rdnfd>4ﬂ>nd>>ﬂ

GV S G b H XK V AT
GGTGTATCTGGYGAT ATGAAGGTTGCAACA

S F U K S P W R KT
TCTTTCCATAAGTCT CCGTGGCGTAAGACA

v C©

VAP RE VG L F Y
GTAGCTCCACGAGAA GTTGCCCTTTTCTAC
Y YDGV L Y L I T
TACTATGACGGTGTA TTATACCTTATCACT
v unT T L PF AK
GTGCATCATACTACT TTACCGTTTGCTAAG
P RT F Y AR ILNY

CCTCGTACCTTCTAT GCACGATTGAATGTA

§$ VVVEK DST 1 Y
TCYGTIGTAGTTAAA GACAGCTTCATTTAC

D 1 ¥y C v K H 0 I A
CATATATACTGCTAT AAGATGCAGATTGCA

I P AP L Y F S DN
ATCCCTGCACCTTIG TATTTCTCAGATAAC

Yy &6 r I G LI
TATGGCTTTATTGGC AAGTCTRTTCGAAAG

S S N AR R 1 7T Y N
TCAAGTAATGCTAAG CGTATCACTTATAAC

1 YLGs o voToT
ATCTACCTAGGCAGT GACCCTGTTACAACT

N S £ AE RNILD S
AATAGTGAAGCAGAG AGGAACCTTGATAGC

EGRY G VR Y S E
GAAGGTAGGTATGGT GTGAGATATAGTGAA

D K L T E
GACAAGCTCACCGAG

AT Y K V
GCTACTTACAAAGTA

LY X 1T
CTCTATAAAATCACG

il v s W Vv
CATGTATCATGLGTT

h ¥ & L
CUGEAAL CTUTIT

A AN QO R
GCTGCAAATCAGAGA

v I D KD
GTAATAGATAAGGAC

0 L G L I
GATCTTGGTCTAATC

rFr e bDAT
TTCCCTRATGCTTTC

R G T R G
CGTGGTACTCGTGGC

v 6 D O L
GTAGGAGATCGACCTT

N N W N A
AACAATTGGAATGCA

Yy 1 F G G
TATATCTTTGGTGGT

N DN RV
ATCACAICGTGTA

1 v T L 0
ATTGTTACAGAGGAT

b XK PTG
GACAAACCAACAGET

¢ N E H L
GOAAACGAGUACCTA

§ D A DN
TCAGATGCTGACCAC

I & F G vV
ATACACTTCGGTGTC

vV L 1L E
GTTCTAATCCTAGAG

v v .s
nﬂdﬁd’nn9044’>>

$ $ L PO
TCATCTTTACCTGAT

DN P Y Y
GATAACCCTTATTAC

K §$ GD D
AMGTCTGGTGACGAT

LU L)
GLOATGATTGAAALA

Y AT L It
TATGCAACAATCCAT

NF T VI
MCTTCACGGTTCTT

P R VTE
CCTCCTGTCACAGAG

N S P S N
AATAGCCCATCTAAT

DR L G S
GACCGACTAGGAAGC

I H F G §
ATTATGTTTGGTTICA

0O h 1 E W
GATGATATTGAATGG

L NN TN
GAAAACCATTTCAAC

S R K F T
TCTYCGTAAGTTTACA

T X VvV G H
ACTAAAGTTGGACAC

QR L 1 1
CAACUTTTGATTATT

r oG ar
TTCCAAGGTGCACCA

K Y G 1 8§
AAGTACGGTATCTCT

L. A Q D I
TTGGCTCAGGATATT

AAY TR
GCTGCCTATACTCGC

D F G A K
GATTTTGGAGCCAAA

¥ L AT Y
ATGGAGCGATTICTAT

N A W P OQ
AATGCTTGGCCTCAA

G QT W §
GGTCAAACATRGTCT

n T L A K
CGTALTTTALRGUAAL
v r Dl G
GTACCTGATCACLGA

TP N QO
ACACCTAACCAGCAG

v § 8 F A
GTGCATAGCTTTCCT

Y V. R R Q
TATGTTCGTCGTCAG

S L W R S
TCTCTGCATCGTAGT

C R ALN
GAACGTGCAGAAAAT

YR I TOD
GTTAACATCACAGAC

P T Y G
CCAATGACTTATGGT

Y G A T P
TATGGTGCAACTCCA

L T L K A
TTYAACACTTAAAGCA

c G G L G
TGTGATGCAGAAGRG

I B P AV
ATCATGCCTGCTGTA

$ 1 N T K
AGTATTAATACCAAG

V AANAT T
GTAGCTGCTTTTGAA

i R L D K
CATCGTCTTGATAAA

240

(TH

10

840

1320

1440

1560

1600

1920

2040

2160

2280

2400

46
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PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantny fizny protein majici enzymaticka aktivitu baktgriofégovej endosialidazy, zis-
katelny expresiou z rekombinantného vektora zahmlujt'lceho sekvenciu DNA, kodujicu bak-
teriofdggovii endosialidizu, viazani na sekvenciu DNA expresného vektora, ktory exprimuje
polypeptid, ktory sa aduje na N-terminalny koniec endosialidézy, pricom uvedeny protein za-
hmuje endosialiddzu viazani k uvedenému polypeptidu priamo alebo cez ramienko, alebo a-
nalog tohto proteinu, ktorym je mutant, funkény fragment alebo derivat tohto proteinu majici
endosialidazova enzymaticku aktivitu.

2. Protein alebo anal6g podra naroku 1, kde sekvencia DNA kédujiica endosialidazu je odvode-
na z konStruktu DNA kédujiceho aminokyselinové zvysky kédované nukleotidmi 172 az
1744 SEQ ID NO: 1.

3. Protein alebo anal6g podl'a naroku 1, kde sekvencia DNA kédujica endosialidazu je odvode-
na z kontruktu DNA kédujiceho aminokyselinové zvysky kédované nukleotidmi 1 az 2436
SEQ ID NO: 1.

4. Protein alebo analég podla naroku 1, 2 alebo 3, kde polypeptidom je glutatién S-transferaza.

5. Protein podl'a naroku 4, zahrnujici endosialidazu bakteriofaiga E viazanu na glutation S-

transferazu.

6. Protein alebo analég podl'a ktoréhokolvek z narokov 1 a¥ 5, kde sekvencia DNA koédujica
endosialidazu je odvodena od kontruktu DNA zahrnujiiceho fragment DNA kéduijiici endo-

sialidazu, klonovany do bakterialneho klonovacieho vektora.
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7. Protein alebo analog podla naroku 6, kde fragment DNA je odvodeny od genomovej DNA
bakteriofaga E alebo syntetickej DNA, ktora je s fiou v podstate homologna.

8. Protein alebo analog podla naroku 6 alebo 7, kde konstrukt DNA je amplifikovany polymera-

zovou reakciou s pouZitim primérov zahrnujicich restrikéné miesta.

9. Rekombinantny vektor, zahmujuaci sekvenciu DNA kédujicu endosialidazu bakteriofaga, via-
zani na sekvenciu DNA expresného vektora, ktory exprimuje polypeptid, ktory sa aduje na
N-terminalny koniec endosialidazy, pri€om uvedeny rekombinantny vektor je schopny riadit

expresiu uvedeného proteinu v kompatibilnej hostitel'skej bunke.

10. Rekombinantny vektor podl'a naroku 9, kde uvedenou kédujiucou sekvenciou DNA je kon-
strukt DNA podra ktoréhokol'vek z narokov 6 2% 8. .

11. Rekombinantny vektor podl'a naroku 9 alebo 10, kde expresnym vektorom je prokaryoticky

expresny vektor.

12. Rekombinantny vektor podla ktoréhokol'vek z narokov 9 aZ 11, kde expresnym vektorom je
vektor pGEX.

13. Rekombinantny vektor podl'a ktoréhokol'vek z narokov 9 aZ 12, kde expresnym vektorom je
vektor pGEX-2T.

14. Spdsob vyroby proteinu podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 8, vyznaéujici sa tym, Ze sa

kultivuje hostitel'skd bunka transformovana rekombinantnym vektorom podrla ktoréhokol-
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vek z narokov 9 aZ 13 v podmienkach umoZiiujicich expresiu uvedeného proteinu a takto

ziskany protein sa izoluje.

15. Spdsob'podla naroku 14, vyznalujiici sa tym, Ze hostitel'skou bunkou je mikrobialna.bun-
ka.

16. Sp6sob podFa naroku 14, vyznalujiici sa tym, Ze hostitel'skou bunkou je bunka E. coli.

17. Hostitel'ska bunka, transformovani rekombinantnym vektorom podfa ktoréhokolvek

z narokov 9 aZ 13.

18. Hostitel'ska bunka podl'a naroku 17, ktorou je transformovana mikrobialna bunka.

19. Hostitel'ska bunka podla naroku 17, ktorou je transformovan4 bunka E. coli.

20. Farmaceuticky pripravok, vyznatujici sa tym, Ze zahrnuje protein alebo analog podra kto-
réhokol'vek z narokov 1 aZ 8 alebo jeho farmaceuticky prijatelna sol, popripade spolu

s fyziologicky prijatefnym nosi¢om.

21. Protein alebo analdg podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 8 na pouZitie pri diagnoze alebo

lieGeni chorobného stavu.
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22. Poutzitie proteinu alebo analogu podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 8 na pripravu lietiva
pre diagndzu alebo lie€enie meningitidy alebo iného stavu vyvolaného E. coli K1 alebo inou
baktériou exprimujicou polysialovi kyselinu na svojom bu‘nkovom povrchu, rakoviny cha-
rakterizovanej expresiou polysialovej kyseliny na povrchu nadorovej bunky alebo nadorovej

metastazy.

23. Poutzitie proteinu alebo analogu podl'a ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 8 pri analyze glyko-

proteinu.

;4./ épésob lieCenia stavu vyvolaného baktériou exprimujicou polysialova kyselinu na svojom

- bunkovom povrchu, rakoviny charakterizovanej expresiou polysialovej kyseliny na povrchu
nadorovej bunky alebo nadorovej metastiazy, vyznaéujiici sa tym, Ze sa teplokrvnému ci-
cavcovi, vyZadujicemu také lie€enie, podava protein alebg anal6g podl'a naroku 1.
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