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vhodné pro o3etfovén{ diabetes mellitus zv14318 nezdvislé
~ nainzulinu. Jsou také uZitelné jakoZto meziprodukty pro
RPN vfrobu inzulinu novym rekombinantnim zplisobem. Re-
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Polypeptid, zpusob jehn ptipravy. farmaceuticly prostiedek, ktery
ho obsahuje a jeho pouziti jakoZto meziproduktu pro ptipravu
inzulinu

Oblast techniky

Vynalez se tykd polypeptidu A-C-B proinzulin, zpésobu jeho
ptipravy, farmaceutického prostfedku, ktery ho obsahuje a pou2iti

A-C-B-preinzulinu jako%to meziproduktu pro pfipravu inzulinu.

Dosavadni stav techniky

Intenzivni studie diabetes vedly k tomu, Ze inzulin je sku-
teéné nejlépe prostudovan ze viech bilkovinovych molekul., Proto
je inzulin vyhodnym substratem pro zkouSeni vlivu obmén v primar-
ni struktute vys%iho #adu bilkovinové struktury a funkce. Rekom-
binantni DNA technologie usnadfuje generaci novych inzulinovych
analogll pro SAR a terapeuticka pouziti. Katalogované efekty tako-
vych obmé&n pravd&podobné objasni pravidla tidici vztah mezi pri-
marnimi a vys3imi #ady konformace biikoviny. Takové modifikace
primérni struktury jsou pomé&rng vzacnéj%i ge ztetelem na nativni
sekvenci. Av3ak takové omezené odli3nosti od nativni sekvence
poskytuji malo informaci, jeliko# jde o odli%nou cestu.

Ukolem sledovani biochemie je spise konstrukce umélych mo-
lekul s pfedem ur&enymi funkcemi ne% nadéje na objeveni pt#irodn&
se vyskytujici slouteniny, majici %4douci vliastnosti.Ptes vyznam-
né pokroky ve stavu techniky chybi p#iklady syntetickych analogt,
které se zna¥né 1i%1 svoji primdrni strukturou od svych pfirodné
se vyskytujicich proté&j%ika. Vynalez vyuZiva dob¥e charakterizova-
né molekuly inzulinu pro vyvoj syntetického analogu proinzulinu,
ktery se 2znaéné 1i%i strukturou a fyzikdlnmimi vlastnostmi od
pfircdné se vyskytujici proinzulinové molekuly a od znamych ana-

logt proinzulinu,
Inzulin je bilkovina, sestavajici ze dvou podjednotkovych

polypeptidl, obecn® oznadovanych jako%to A-Fetdzec a B-feté&zec,
které jsou kovalentns vazany prostrednictvim disuifidickych va-
zeb. Lidsky inzulin, ktery je representativnim ptikladem inzyli-

nove struktury, je graficky znazovn&n na obr. 29, Biochemicky




Zzpusob vyroby inzuliinu je v oboru dobte znam a2 popsal! ji napfik-
lad Stryer L., Biochemistry, 2. wvydani, 1981, W.H. Freeman &
Co., San Francisco, str. 847 a? 848. P¥irodn! in vivec chemicka
cesta k 1inzulinu vede ptes pfredproinzulin a proinzulin jakoZto
meziprodukty.

Inzulin se rekombinanéné& pripravuje prostfednictvim exprese
proinzulinu a naslednym enzymatickym zpracovénim. Proinzulin,
bezprostfedni{ prekursor inzulinu, Jje jednotfetézcovd bilkovina.
Dva fetézce inzulinové molekuly se produkuji excisi interni ob-
lasti, b&Zné& oznafovanou jako2to C-region nebo C-peptid proinzu-
linu. Po vytvofenl intratet&zcového a interfetdzcového disulfi-
dického sesiténi se intern#élni polypeptidovd sekvence (C-peptid)
vypusti plsobenim trypsinu a enzyml karboxypeptidasy B, &imZ se
ziska funk&éni inzulinova molekula.

Provede se translace proinzulinovového genu k dosaZeni od-
povidajici{ aminokyselinové sekvence B-fetdzec/C-peptid/A-fetézec.
JelikoZ rekombinantni produkce inzulinu za&inA spi#e u proinzuli-
nové molekuly ne% u pfedproinzulinové molekuly, ma rekombinantni
proinzulinova molekula charakteristicky methioninovy zbytek na a-
minokyselinovém konci. Proto se tento methionin, odvozeny od N-
konce proinzulinu, p¥enasi a zfGstdva na aminokyselinovém konci
inzulinového B-tetézce, Proto se tento methioninovy zbytek neod-
strani bakteridlni hostitelskou bufikou. Je proto nutné chemicky
nebo enzymaticky odstrafiovat +tento N-koncovy methionin in wvitro
k ziskani nativni proinzulinové nebo inzulinové molekuly.

Psobeni methionylaminové peptidasy (MAP), bilkoviny vlast-
ni E. coli, odstrafiuje N-koncovy deformylovany methionin za pod-
minky, 2e druhym zbytkem neni{ arginin, aspartat, glutamin, gluta-
mat, isoleucin, leucin, lysin nebo methionin. Pfezkoufeni primar-
ni struktury inzulinové molekuly, ptifem2 lidsky inzulin je rep-
resentativnim p#ikladem, uvedenym na obr. 29, doklada, Z2e
N-koncovy zbytek B-fetdzce, odpovidajici N-koncoveému zbytku pti-
rodniho proinzulinu, je fenylalanin. Tento transkripéni a trans-
la¢ni potddek brani odstran#éni N-koncového methioninu z rekombi-
naéné E. coli produkované proinzulinovée molekuly plusobenim MAP.

AvSak N-koncovou aminokyselinou A-tetézce je glyacin, jeho%# pti-




tomnost neihhibuie piizobani MAD. Proto, v pripadé reverzni sek-
vence transiace ze systému B—fetézec/c—peptid/A—fetézec na
A~Yetézec/C-peptid/B-tetézec bude pusobeni MAP eliminovat
N-koncovy methionin. Tim se také vylou¥i potreba dodate&ného
transla¢niho odstratovani N-koncevého methioninu, co* ma velké
cbchodni a technicke pfednosti.

Podstata vynalezu

Podstatou wvynalezu je polypeptidova sloudenina obecného

vzorce I
Met,-A-C-B (I)
kde znamena
Met aminokyselinu methionin,
X O nebo 1,
A Yetézec A inzulinu nebo jeho funk&ni derivat,
B tetézec B inzulinu nebo Jeho funk&ni derivat,
C C-peptid inzulinu nebo peptid obecného v2orce
X1- X2~ P - X3~ X,
kde znamena
X,,X2,X3 28 X, bazické aminokyseliny, které jsou stejné
nebo odli%né a
P peptid obsahujici 4 a% 35 aminokyselin
8 vyjimkou cysteinu,
a Jeji farmaceuticky vhodné soli.

Podstatou vynalezu je také zplsob ptipravy funkéni inzuli-
nové molekuly nebo inzulinového analogu, pfi kterém se pouziva
novych vychozich latek a novych meziproduktfi. Tento novy zplsob
ptipravy pies inzulinovy prekursor, je zalo%en na inverzi koduji-
ci sekvence proinzulinu ze systému B-tetézec/C-peptid/A-tetdzec
na systém A/fetézec/C-peptid/B-tetézec. Novy, vytvoteny inzulino-
vy prekursor vyluduje pottebu posttransia&niho chemického nebeo
enzymatického odstrattovani N-koncového methioninu z rekombinantni
inzulinové molekuly,

Vynalez se také tyk4a nového meziproduktu inzulinového pre-
kursoru, ktery v podstaté sestava z prvka, ze kterych se konstru-
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uje inzulin biosyntetickou cestou. Tyto nové inzulinové prekurse-
ry maji: (a) v&tsi inzulinovou aktivitu ne¥ piirodné se vyskytuji-
¢l proinzulin, (b) del3i polodas in vive se zfetelem na inzulin
z pfirodniho proinzulinu a (c) vykazuji zvyfenou schopnost vazat
IGF-1I receptor ve srovnani s ptirodnim proinzulinem. Charakteris-
tiky a omezenil vynalezu vyplyvaji ze studia konstrukce nové mole-
kuly, zvlasté se zfetelem na C-peptid, ktery je instruktivni pro
konstrukci analogickych molekul proinzulinu a inzulinu.
Restrikéni misto a funk®ni mapy na ptiloZenych vykresech
jsou p¥ibliZnad znazornénl popisovaného rekombinantniho DNA vekto-
ru. Informace o retrikénim mistu neni vylerpavajici: proto mlZe
byt vice restrikénich mist pro dany typ na vektoru, nef je na
obr. znazornéno.
Na obr. 1 je restrikini misto a funk®ni mapa plasmidu pkC283.
funk®ni mapa plasmidu pkC283PX.
Na obr. funkéni mapa plasmidu pkC283-L.
Na obr. funk®ni mapa plasmidu pkC283-LB.

Na obr. 2 a
3 a
4 a
Na obr. 5 je restrikéni misto a funk&ni mapa plasmidu pkC283-PRS.
6 a
7 a
8
9

je restrikéni misto
je restrikéni misto
je restrik&ni misto
Na obr. funk&éni mapa plasmidu pL32.
Na obr.

Na obr.

je restrikéni misto
je restrikéni misto
je schéma konstrukce plasmidu 120,

funkéni mapa plasmidu pNM789,.

Na obr. je restrik®ni misto a funk®ni mapa plasmidu pL47.

Na obr. 10 je restrikéni misto a funkni mapa plasmidu pPR12.

Na obr. 11 je restrikéni misto a funkdni mapa plasmidu pPR12AR1.

Na obr. 12 je restrikéni misto a funk&ni mapa plasmidu pL110O.

Na obr. 13 je schéma konstrukce plasmidu pL110OC.

Na obr. 14 je restrikéni misto a funkéni mapa plasmidu pCZR1Z6S.

Na obr. 15 je schéma, objastiujici zakladni rozdily orientace
A-tetézce, B-tetédzce a C-peptidu a BCA a ACB proinzu-
linové molekuly,.

Na abr.16 dje schéma zpfsobu konstrukce ACB-PI koduijici sekven-
ce,odvozené od kompozitu kompatibilni krat%i synte-
tické DNA sekvence.

Na obr. 17 je specificka DNA sekvence, zahrnutd v konstrukci ana-
logu 1lidského ACB-PI genu, pou2itého pti konstrukci
ACB-PI genu.
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je jedno provedent umistdni restrik&nich endenukiegzo-
vych St&picich bodt, urZenych do analogu lidské ACB-PI
kodujici sekvence, &im2? se usnadfiuje integrace do
zvlastnich klonovacich vektorQ, pfikladng uvedenych,
Je restrikéni mistc a funké&ni mapa plasmidu pRB181.

je restrikéni misto a funk&ni mapa plasmidu pRB182.

je reversni fazovad HPLC analyza Met-ACB proinsulinu a
ACB-proinzulinu, Chromatografickeé podminky jsou uvede-
ny v pfikladech

je peptldové mapovani ACB -proinzulinu po trypsin/pep~
sinové digesci. Chromatogram vykazuje rezultujict pep-

kych isomernich peptida.
Jsou vysledky zkousky vazani lidského placentainiho
inzulinového receptoru. Graf - ukazuje konkurenci

linu, Met-ACB-proinzulinu s 1251 inzulinem v pfipads
vézéni na inzulinov? receptor. '

je vazant - 1idského.placentélniho IGF-I receptoru. Dia- o =
gram pfedstavuje konkurenci " “1idského IGF-I, Met-ACB-

proinzulinu, ACB-proinzulinu, lidského inzulinu a 1id-

IGF-1 receptor.

je HPLC analyza proteolytické transformace ACB-proin-

zulinu na inzulin, Chromatogram pfedvadi (a) reakci po
24 hodinéach, (b) biosynteticky lidsky inzulin a (¢)

biosyntetipky lidsky proinzulin. Chromatografické pod-

minky jsou uvedeny v ptikladech.

je zndzorn&na preparativni HPLC chromatografie proin-
zulinové konverzni reakce.

Je peptidovA mapa inzulinu 2 kohverni reakce.

je vézani lidského placentalniho inzulinového recepto-
ru. Je zndzornéna konkurence s 1251 inzulinem lidgského
inzulinu a lidského inzulinu, ptipravensdho z ACB-pro-
inzulinu se ztetelem na vazani na lidsky inzulinovy

receptor.

1idského inzulinu, lidského proinzulinu,” ACB—proinzu- AR

‘8kého - proinzulinu s==r251 TGQF~I "v pfipadd “vaz&ni na




Na obr. 29 jsou znazornény rozdily primarni struktury mezi pfi-
rodné se vyskytujicimi molekulami (BCA) lidského pro-
inzulinu a nového invertovaného (ACB) lidského proin-—
zulinu.

Pro Gfely tohoto popisu se pouziva nasledujicich vyraza:

ACB-hPI zkratka pre lidsky ACB proinzulin

ACB-PI zkratka pro ACB proinzulin

ACB proinzulin je polypeptidova molekula, kterad obsahuje
(a) aminokyselinou sekvenci cdpovidajici inzulinovému A-fet#zei
nebo jejimu funkénimu analogu, vazanou sekvencialin® na (b) spojo-
vaci pept1d ktery vaZe karboxylovou koncovou amlnokysellnu inzu-
linového A—fetézce na aminovou koncovou aminokyselinu inzulinové-
ho B-tetézce, pfiéemz spojovaci peptid obsahuje alespofi 8 aminoky-
selin, vazenych sekvenciélnd na (c) aminokyselinovou sekvenci od-
povidaijici inzulinovému B-#etdzci nebo jeho funk&nimu analogu _
A-fetézec f A-fetézec inzulinu nebo jeho funkéniho analogu,

| o 1ﬂgktery vytva#i jednu nebo dvé subjednotky inzulino~

vé molekuly

Ala aminokyselina alanin . .
Analog ' sloutenina, ktera je strukturalnd podobné jiné

slouteniné. Pokud se vyrazu pouZiva v souvislosti ;

s polypeptidy, vztahuje se na primarni, sekundarni
nebo terciarni strukturu

Arg aminokyselina arginin

Asn aminokyselina asparagin

Asp aminokyselina asparagova kyselina

B-teté&zec B-fet&zec inzulinu nebo jehoe funk&niho analogu,

odpovidajici vé&t3{ subjednotce dvou fet¥zcd inzu-
linové molekuly

par bazi (bp) se tykd DNA nebo RNA. Zkratky A,C, G a T odpovida-
ji 5° ~monofosfétovym formam nukieotid@ (deoxy)ade-
nin, (deoxy)citidin, (deoxy)quanin a {deoxy)thymi-
din, jak se vyskytuji v DNA molekuléach. Zkratky U,
C, G a T odpovidaji 5'-monofosfatovym formam nuk-
leotidd uracil, cystidin, guanin a thymin, jak se
vyskytuji v RNA molekuldch. V DNA s dvojim fet&z-

By e s
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BCA proinzulin

C-peptid

Cys

konforma&ni permutace'pro'vhbdné"vytvoféﬁi“iﬁ¥}é;—

€em 52 par bazi miZe vztahovat na partnersky vztah
AsT neboCs g, v heteroduplexy DNA/RNA se par
bazi na%e vztahovat ha partnersky vztah T s y nebo
C s G. '
pfirodné se vyskytujici proinzulin nebo jeho funk-
¢ni analogy. Jde ¢ vyraz, pouZivany k rozlisSeni
ACB-proinzulinové molekuly, zde PopPsane, pfidem?
translaéni $ad inzulinovych subjednotek je pievra-
cen,

polypepdivova sekvence alespod osmi aminokyselin,
kde dje tento Polypeptid umistén mezi inzulinovy
A-fetézec aminokyselinové sekvence (nebo funk&niho
analoqu aminokyselinové, sekvence inzulinovepo
A-fetézce) a inzulinovy B-tet¥zec aminokyselingvé

sekvence (nebo analogu aminokyselinové sekvengelnl

tnzulinového  B-fetdzce)  unotfujict dostatesns

-

tetézcovych a interfetézcovych disulfidickych mas-

tkd inzulinové pPrekursorové molekuly.

_aminokyselina‘cystein nebo polovina cystinového

zbytku kovalentns vazaného prostfednictvim disul -

- fidického mastku na Jinou polovinu cystinového

DNA
EDTA
ED50
FAB-MS

Funk&ni analog

Gin
Glu
Gly
His

zbytku.
desoxyribunekleova kyselina,

zkratka ethylendiamintetraoctové kyseliny.

zkratka poloviéng maximalni hodnoty.

zkratka hmotové spektrometrie s bombardovanim
rychlymi atomy.

molekula nebo slou#enina majici podobné funk&ni
viastnosti avéak modifikovanou strukturu se ztete~
lem na ptirodnd se vyskytujici formu molekuly nebo
sloudeniny.

aminokyselina glutamin.

aminokyselina glutamova kyselina.

aminokyselina glycin.

aminokyselina hystidin.




hPI zkratka pro lidsky proinzulin.

inzulin bilkovinovy hormon nebo jehe funk&ni analog, ktery
sniZuje hladinu cukru v krvi a stimuluje vyuZiti
gilukozy a blokujé glykbgenolyzu. Je univerzalng
zjistovan u savcl, majicich pankreas.

inzulinovy prekursor jednofetézcovy opolypeptid, ktery vznika,
kdy%Z se internalni aminokyselinova sekvence vytiz-

ne ze dvoufetdzcové molekuly inzulinu nebo analogu

inzulinu.
Ile aminokyéelina isoleucin.
Leu aminokyselina leucin,
Lys ' aminbkysélina lysin.
Met - aminokyselina methionion nebo jeji deformylovany
‘ analog. | T
Met-ACB-PI zkratka methionyl ACB proinzulinu.

‘Met-ACB-hPI zkratkarmethionyl ACB. iidského~proinzhlinu-*"”

Het—ACB—proinzulin ACB proinzulinovd molekula . s methioninovym o

zbytkem kovalentné. vézan?m na aminokonec. ACB-pro—
inzulinové molekuly.

mRNA . medidtorové RNA.

MWCO zkratka excisni molekulové hmotnosti. _

NIDDM - -~ zkratka-diabetes mellitus nezavislé na tnzulinu; >

NlLe ‘ _norleucin.

Nva ' norvalin.

Oorn ornithin,

Phe aminokyselina fenylalanin.

Plasmid | extrachromosomalni spontand se replikujici gene-
ticky slement.

PMSF zkratka fenylmethylsulfonylfluoridu.

Pro " aminokyselina prolin.

éteci ramec nukleotldova sekvence, ze které translaci dochézi

ke "éteni" v trlpletech translaénim aparatem tRNA

a ribosoml a pfibuznych faktort ka%dého tripletu
v souhlase g ptisiudnou aminokyselinou. ProtoZe je
kazdy triplet odd&leny a té%e délky, musi byt ko-
dujici sekvence nédsobkem t¥#{, v&lenéni nebo vypui-




aw, "

Rekomb1nantni DNA klonovaci vektor

Rekombinantni DNA expresni vektor
‘ " klonovaci vektor, do n&hoZ je v#lensn promotor.

Replikon

RNA

,FP_HPLC

~ "Ser
Thr

Transkripce

Translace

Tris
Trp
Tyr
Val
Vektor

- -aminokyselina threonin:,—=—v= :

téni (koncova Dosunova mutace) paru bazi miZe vést
ke dvéma odlisnym bilkovinam, zakodovavanym stej-
nou sekvenci. K poji%tént Proti tomu tripletove
kodony odpovidajici Zadanému polypeptidu, mus{ byt
VAZAny v nasobku t¥i od inicia¢niho kodonu, to je,
musi byt dodrien spravny "&teci ramec".

jakékoliv autonomni repli-
kaéni #inidlo veetnd, avSak bez jakéhokoliv omeze-
ni, plasmidt a fagq, zahrnujic{ DNA molekulu, ke
které jeden nebo né&kolik segment DNA mOZ%e b?t
ptiddno nebo je piidéano. ‘

Jakykoliv rekombinantni DNA

DNA sekvence, kterad #idi a umoZfiuje autonomni re-

Plikaci plasmidu nebo jiného -vektoru. - SRR

—_— e Mo awe

~ ribonukleova kyselina. ' IR i
zkratka pro reverzni fézovou .vysoko G&innou kapa< e

linovou chromatografii
aminokyselina serin.

R S <ue -

proces, kdy se geneticka informace, obsa%Zena v nu- "
- kleotidové

tadrni RNA sekvence.

proces p¥ekladani genetické -informace z  medidtoro-
vé RNA do pfimarni struktury polypeptidovéhb te-
tézce pro specifikaci a Pfimou syntezu polypepti--
dového Fetézce.

zkratka pro tris(hydroxymethyl)aminomethan.
aminokyselina tryptofan.

aminokyselina tyrosin.

aminokyselina valin.

replikon, pou%ivany Pro transformaci bunék v ge-
noveé manipulaci nesouci polynukleotidové sekvence
odpovidajicy vhodnym bilkovinovym molekulam, kté~
ré pti kombinaci se vhodnou ¥idici sekvenci doda-
vajl specifické vlastnosti hostujici bufice, ktera

- sekvenci- DNA- ‘ptepisufeds" komplemen” *';u"A
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se ma transformovat. Plasmidy, viry a Dbakteriofdg
jsou vhodnymi vektory, jeliko% jsou replikony ve
vlastnim slova smyslu. Umélé wvektory se konstruu- 3
ji vy#iznutim a spojovanim DNA molekul z raznych
zdrojd za pousiti restrikénich enzymt a ligas..
Vektory =zahrnuji rekombinantni DNA klonovaci
vektory a rekombinantni DNA expresni vektory.

X-gal zkratka pro S-brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galakto-—
gid. '

Vynalez se tedy tyka polypeptidovych sloutenin obecného

vzorce I

R Met,-A-C-B (1)
- kde znamena | '

Met aminokyselinu methiqnin,

O nebo 1, _ . . .
.. tetézec A inzulinu nebo jeho -funkéni - derivét Es
L‘fetézec B inzulinu nebo jeho funkéni, derivat,
C-peptid inzu11nu nebo peptid obecného vzorce
Xi- X,- P - X3- X, '
kde znamenéa
7x1,x2,xs a ‘X4 bazické aminokyseliny, ‘které jsou stejné
nebo odlisné a

P : peptid obsahujici 4 a% 35 aminokyselin
8 vyjimkou cysteinu,

Sloufeniny obecného vzorce I maji dvé oddélena phsobeni:
(a) JjakoZto prekursory rekombinantni produkce inzulinu a
b) jakoZto nezéavislé, terapeuticky G%inné sloufeniny.
UZitelnost sloudenin podle vynéalezu obecného vzorce I jakoz~
to prekursort inzulinu, je d4dle popsana.

Slou¢eniny obecného vzorce I konstituuji nové ‘“proinzuli-~
nove" bilkoviny - nebo inzulinové prekursory, dale oznatované ja-
ko%to "ACB~proinzuliny", které maji nezavisle pfiznivé viastnosti
vedle toho, %e Jjsou meziprodukty na nové cestd k inzulinu, jak
je dale pobséno.Podle vyhodného provadéni vyndlezu, jak je pfik-
lady doloZeno, maji slouCeniny obecného vzorce I nésledujici a-

-~
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minokyselinou sekvenci: (sekvence ID #islo 1)

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser
Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn
Tyr Cys Asn Arg Arg Glu Ala Glu Asp
Leu Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly
Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln
Pro Leu Ala Leu Gluy Gly Ser Leu Gln
Lys Arg Phe Val Asn Gln His Leu Cys
*Giy Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
Leu Val Cys Gly Glyu Arg Gly Phe Phe
Tyr Thr Pro Lys Thr

Na obr. 15 a 29 je graficky objasnén cely strukturalni roz-
dil mezi p#irodnim "BCA" proinzulinem a novym, invertovanym "ACB"
Proinzulinem. Strukturalni rozdily pfirodniho proinzulinu (ozna-

Lovaného zde a na obr. 15 jakeZto BCA-proinzulin na rozdil od no-:

ni. | . .
' V oboru je dob#e Znémo, %e urdité obmény struktury bilkoviny

Bt -
e e

 vého invertovaného ACB-proinzulinu) a ACB—proinzulinu?jsou enorm—

Jsou dostate&né k inhibici nebo k naprostému pfedejiti vlastni-

formace sekundarni a terciarni struktury, co% vede k nefunk&ni
bilkovind. To plati zviasts Pro molekuly, které zavisi na viastni
formé disulfidickych pti&nych vazeb pro dosaZeni ﬁéinnosti, jako

m& proinzulin a inzulin. To Je zcela neodekavatelné a ptekvapu~

jici, %e konformadmi rozdil mezi ACB-proinzulinem a BCA-proinzu-

linem vede k molekule, ktera (a) ma& vyznamnd vét3{ inzulinovou

U¢innost ne% nativni proinzulin a (b) po vyfiznuti C-peptidu vy-

tvari funkéni inzulinovou molekulu se viemi disulfidickymi prie-

nymi vazbami vhodng vytvotenymi a bez N-koncového methioninového

zbytku na A-fetézci.

Zjistilo se, %e forma proinzulinu, st¥i%end na Arg65-Glyés
vazb®, md v&ts1 inzulinovou u¥innost neZ ptirodni forma proinzuli-
nu, pravdépodobné Jako%to vysledek uvolné&nig aminokyselinového
koncového zbytku na A-fetdzci obsaZeném v misté a v celé struktu-
te proinzulinu (Peavy D.E. a kol., 1985, J. Biol,. Chem., roé&nik

....



260, str. 13989 a¥ 13394). ACB-proinzulinova molekula ma ma volny
aminokyselinovy konec A-fetézce, aviak vykazuje zvygenou udin-

nost, kdy? se C-peptid zakotvi na obou koncich za vytvoteni sta-

o

biin&j%1 konformace.

Primarni struktura inzulinu a proinzulinu je Siroe modifiko-
vana. Tyto modifikace poskytly inzulinové a proinzulinové mole-
kuly majici nejrtzn&j%i 2adouct viastnosti, u%ite&né pro ogfetfo-
vani r@znych forem diabetes, k usnadn&ni primyslové (zv1Asté re-
kombinantni) vyroby a/nebo k vyrob& vyhodnéjsich farmaceutickych
prostfedkt. Representativni, nikoliv vsak vyéerpévajici seznam
takovych modifikaci je v nasiedujici tabulce I. Vvynalez se tedy
tyka ACB4proinzulinov9ch molekﬁl ge zménami v primérni struktufe, .
jejich% representativni seznam je uveden v Tabulce I. Zptisobem
podle vynafezu se 'pfipiavuji inzulinové analogy se vélenénymi
proimarnimi strukturdlnimi zm#nami, . jejich% representativni‘squ

. nam je ztejmy z nésledujiqi'#abulkyjl.>u'f“’ EA S R

A T T
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B.

Zmeny j2dné aminckyseliny
Gly Ax; Glu Ap; hSer as Thr Bjg
Ser’ Ay Leu Az Gly Az; - Asp Bjg.
Ala Ay Met Ap; Ala Ajp» Arg Bjq
His Az Tyr Ajz; Asp Bg Ile B)2
AsSp Ap1 . Val Ap _ Asn Bg . His Big
Thr A Ile Ay His Bg Gln Bis
Gln Az Trp Az Glu B;q Gln Bsg
Thr3o-NH; - Alazg-NH; -
Zmény dvou amihokyselin
‘Gly Az; 2 Asp B His Az a
Ser Az) & Asp Bjp TR -Do-iim AspBsi-a
Thr Az; a. Asp Bjg Gly Az1 a
Ala Ay); a Asp Bjg s . Ser A a
His A;; a.  Asp By, Thr A3 a
ASp A;; a2 Asp Bjg e -Ala. Az a
Gly A;; ¢ Thr By, Glu By a
Ser Az a Thr B)q “ASp Bs a.
Thr Az; a Thr B Glu By; a
Ala Az a Thr By Ser By, a
His Az; a Thr Byg Lys Bzg a
Asp Az a. Thr B His Az &
Gly A2y a Arg B Asp Az a

|
—_
Lz

Tabullks

I

Inzulinove & Proinzulinové anzioav

Asp Bgsg
His
Glu
Glu
Asp

des-Big

Lys

Lys
Arg
Arg
Arg
Arg

. Glu

Gln

Asp

Pro

. Arg
. Arg

By7
B2y
Bzy
Bz7
By
Bas
Big
B1O
Bii
By
Bzs
By7
B2y

Bzs
B2g
Bz7
Bag . .
B3o

. i o N
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fr{g;a‘

R

e



Ser Ay
Thr Ap;
Ala Aj;
His Aj
Asp Az

P

Thr Bjg
Arg Bjg
Gly Az
- Ser Az
'i‘hr A
Ala Ax
des Bjg

C. zZm¥ny t¥i aminokyselin

A2
Az1
A
A1
Az
A1

P opp DN

Tabuika [ (pekvagovani)

Arg Byg
Arg Bio
Arg Bio
. Arg Bio
Arg Bip
des-Biap
. des-Bag
des-Bjg
Lys B2,

Lys Bay
Lys Bz7
. des Bag

Gly + Lys
Ser + Lys
Thr + Lys
Ala + Lys
His + Lys
Asp + Lys

Gly Az + Lys
Ser A1 + Lys
Thr Ap; + Lys

Ala Az + Lys

His
Asp

Az, + Lys
Azl + Lys

Gly Ay + Arg

Lys Bz

B2

By7

Ba7
B27
B2y
Ba7
B2y
Ba7
B2y

Bay -

Bo7
Bav
Ba7

Gln
Gln
Gln
Gln
Gln
Gln
Gln
Gln
Gln
Gln
Gln
Gln

Glu Bi2
Asp Byg
Asp Bjo
Glu Bip
Glu Byy
Glu By
Glu By
Glu Byy
Gly Ax
Ser A
- Thr Az
Ala A
hSer 2;; a

R VR T VIR VI VR VR VR TR

m

p

A7

A7

A7
Ay

A1y
Bi3
Bi3
B13
B;3
B3
13

Gln Aj-

des
Ser
Asp

. Glu

Ser
Asp
Glu

Ala Big

A13
A3
Azl
B

By

Bag
Bag

Bag .

Bag

&,

Rl T
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Tabulka ] (Dokradovan: i

4 4]
0]
H

Az1 + Arg By + Gln A4
Thr Az; + Arg By + Gln Ay
Ala Ap; + Arg By; + Gln Ay
His Ag) * Arg By + Gln Ap
Asp Aj; + Arg By + Gln Apy
Gly Az; + Arg Bys + Gln Bij
Ser Ag) * Arg By + Gln B3
Thr Azl + Arg By; + Gln Bjj
Ala Rz, + Arg By * Gln Big
His A1 + Arg By + GIn By
Asp _A21 + Arg Byy + Gln B3
Asp Byp + His Ay + His By
Glu Bjg + Glu A3 + Glu By
Glu Bz + Ser B; + Asp Bs '
. 4n-. . GlU By + Bis Ag + Asp By , R i "?:‘-;‘-~"“'“““’*‘°*755’ TS
Glu Byy + Asp Az} + Asp Bg - . ‘ ;
- des Byg + dQS Bog + des Byg - SR PR g | 4
Gly A1 + Asp Bjp + Ala Byg - o |
Ser Ay) + Asp Byo + Ala Byg
Thr Az + Asp Bjo + Ala Big
Ala A + Asp Bjo + Ala Big
His Az1 + Asp Bjp + Ala Bjg
Asp Az + ASp Bjp + Ala Bag
Gly Az1 + Thr Byo + Ala By
Ser A;1 . Thr Bjp + Ala Bag
Thr RAp; . Thr Bjp + Ala B
Ala A1 . Thr Byg.+ Ala B3g
His Ag; + Thr Byo + Ala Bsg
- Asp Az) « Thr Byp + Ala By
Gly A1 . Arg By + Ala Bjg
Ser Ay . Arg Bjg + Ala Bjg
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A21
Boq.
Az21
Az1
Az
Az
Azl
Azl
Azl
Az
A2
Az
Az1
Agl
A1

Azy

A2l
A;]_
Azl
A1

Az

Az
Bio
Blo
Bio
Bio

Tabulka 1

- 16 -

(pokraéovéni)

+ Arg B;g + Ala Bsg
+ Arg Bjg + Ala Bi3g
+ Arg Byg + Ala Bjg
+ Arg B;p + Ala Big

+ Asp By
+ Asp Bjg
+ Asp Bp
+ Asp Byg
+ Asp Bjg
+ Asp Bjp
+ Thr Bjo
+ Thr B;q
+ Thr B)g
+ Thr B)gq
+ Thr Bg
+ Thr Bld
+ Arg B)g

+ Arg Byg

+ Arg Bjq
+ Arg Bjg
+ Arg B;o
+ Arg Byo
+ Glu
+ Glu
+ Lys
+ Lys
+ Lys
+ Glu
+ Glu
+ Glu
+ Lys
+ Lys

Bag
Bag
Bag
B2g
Bzsg
Bzg
Bzs

Bag
B2g

+ des Bjyg
+ des Bjp
+ des Bjg
+ des B3g
+ des Big
+ des Bjg

"+ des Bjp

+ des Bzp
+ des Big
+ des Bsp
+ des Bjg

*+.4es By i

+ des Big -

+ des Big
+ des B
+ des B3y

+ -des Byg: e W

+ des Big
+ PTO By
+ ProO

Bag
Bag
+ Pro
+ Pro

Bzg
Bag
+ Pro
+ Pro
+ Pfo
+ Pro
+ Pro Bgg
+ Pro Bgzg
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*Takuiks 1 (pakrasovani )

Asp Aj;; + Lys Bzg + Pro Bae
Glu Byg + Pro Bpg + Ala Bsg
Glu Bpg + Pro Byg + des Big
Lys Bzg + Pro Byg + Ala By
Lys Bag + Pro Byg + des Big
Arg Byy + Gly Az; + ThrBj3g-NH2

D. zZm&ny &tyr aminokyselin

Gly Az) + Lys Bzy + Gln A7 + Gln Bj3
Ser Az) + Lys By7 + Gln Ajy + Gln B,
Thr Az; + Lys Bpy + Gln 237 + Gln B3 o - =
Ala Az; + Lys By + Glan Ay7 + Gln Byjy ' L '
" ASp Az) + Lys Bgy + Gln Apy + GIn Byy - wom- o s o L. L E
His Az; + Lys By + Gln A7 + Gln Byz~ ot m owel e
Gly Az1 + Arg Bz + Gln Aj7 + Gln B3 '
Ser Az; + Arg By; + Gln Aj7 + Gln B;3 |
‘Thr Az; + Arg By + Gln Aj; * Gln Bian' - o
Ala Az; + Arg Byy + Gln Az + Gln B;3- ‘
Asp Az) + Arg Bz + Glm A5+ Gln By~ <oitEe e
His Az1 + Arg Byy + Gln A;7 + Gln B3
. Glu Bjg + His Ag + His By "+ His Bgy -
des Bz7; + des Byg + des Byg + des Big
Gly A2l + Asp Byg + Glu Byg + Pro Big .
Ser Az, + Asp Bjp + Glu Byg + Pro Bag
Thr A;; + Asp Bjg + Glu Bzg + .Pro Bag . S -
Ala Az; + Asp Bjg + Glu Bag + Pro By
His Az, + Asp Bjg + Glu Bag + Pro Byo
Asp Az; + Asp Bjp + Glu Byg '+ Pro Bgpg
Gly Azy + Thr Bjg + Glu Byg + Pro Bzg
Ser Az) + Thr Bjg + Glu Byg + Pro Bag




! Tabuika 1 (pokradscvani .

Thr A;; + Thr B;g + Glu Bzg + Pro Bag

Ala A;; + Thr B;g + Glu Bag + Pro Bag

His Ay, + Thr By + Glu Bag + Pro Bag

Asp Ap; + Thr B),g + Glu Bzg + Pro Bzg

Gly By; + Arg B;p + Glu Bzg + Pro By

Ser Ay; + Arg Bjg + Glu Bag + Pro Byg

Thr Az} + Arg Bjg + Glu Bzg + Pro Bzg

Ala Ap; + Arg Bjp + Glu Bzg + Pro Byg

His Ap; + Arg B;g + Glu Bzg + Pro Bag

ASp Ap; + Arg Bjp + Glu Bag + Pro Bag

Gly A2l + Asp Bjg *+ Lys Bzg + Pro By

Ser Aj; _"' Asp Bjg + Lys Bag + Pro Byy

Thr Aj; + Asp Bjo * Lys Bag + Pro Byg

Ala Az + Asp Bjg + Lys Bzg + Pro By’

HiS-Aél + AsSp Bjg + Lys Bag + Pro.Bag '

Asp Ag) + Asp Bjo *.Lys Bgg * Pro Bzs . cifiwn.

Gly Az, + Thr B)p + Lys Bzg *+ Pro Bzg i

Ser'AZl + Thr Bjg + Lys Bag + PXo Bas

Thr A;; + Thr Byg + Lys Bzg + PIO 529

Ala Aj; + Thr B;g + Lys Bag + Pro Byg
Thr
Thr
Arg

ALt s s B bbb s M ey me
R e ,"3';'“::.?'-\‘;"-; il A R SR

Bjp + Lys Bag + Pro Bzg - .- - -
Byo *+ Lys Bzg + Pro Byg
‘Byo + Lys B2g + Pro By
Ser Az, + Arg By *+ Lys Bzg *+ Pro Byg
Thr Azy + Arg Bjp + Lys Bzg * Pro Byg
Ala Az) + Arg Bjyp *+ Lys Bzg + Pro Bpg
His Ap; + Arg Bjo + Lys Bzg + Pro Bpg
Asp Az) + Arg Bjg + Lys Bzg * Pro By
Gly A;; + Glu Bpg + Pro Bag + Ala Bsjg
Ser Az; + Glu Byg + Pro Bpg + Ala Bjg
Thr ‘B, + Glu Bpg + Pro Byg + Ala Byg
Ala A;; + Glu Bag + Pro Byg + Ala Big
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Tabuika I i(pokragovany)

His Az) + Glu Bzg + Pro Byg + Ala Bag
+ Glu Byg + Pro Bze + Ala Bj;
Gly A + Lys Bayg + Pro Bag + Ala Bjg
Ser Az, * Lys Bzg + Pro By + Ala Bjg
Thr Az; + Lys Bjg + Pro Byg + Ala Bag
Ala Ay} + Lys Bag + Pro Byg + Ala Bsg
His Az) + Lys Bag + Pro Bys + Ala By
Asp Az; + Lys Bzg + Pro Byg + Ala Bjg
Gly Az, + Glu Bag + Pro Bpg + des Big
Ser A; + Glu Byg + Pro Byg + des Byg
Thr Az; + Glu Bzg + Pro Byg + des Bjg
Ala Az} + Glu Byg + Pro Byg + des B
Eis Az) + Glu Bzg + Prc Bzg + des Bag
Asp Az; + Glu Bzg + Pro Byg + des Bjg
Gly Az; + Lys Bzg + Pro Bog + des Bjg
N Ser Az + Lys Byg + Pro Bzg + des Bag
G ,sl,.g;:g.,?:uu,;au;i«;g?w,.ffi-;.;,,-.,’;h.t_m._;,m,...,_.-li'n}: Azl.«.-.-; Lys 32‘8 . . . .‘pro- 329 + desmsad

Ala Ap; + Lys Bzg + Pro Bag + des Big

'

His Az; + Lys Bpg + Pro Byg + des Bjg
Asp Az; + Lys Bgg + Pro Bag + des Big
. o _ Asp B)g + Glu Bzg + Pro Bag + Ala Bjg
¢ | Thr Bjg + Glu Byg + Pro ng. + Ala Bjg
Arg Bjg + Glu Byg + Pro Bzg + Ala Bjg
: Asp B,g + Lys Byg + Pro Bzgl + Ala Big
Thr Bjg + Lys Byg + Pro Bzg + Ala Bag
Arg Byjo + Lys Bgg + Pro Byg + Ala Bjg
Asp Byg + Glu Byg + Pro Byg + des Big
- | Thr B + Glu B2g + Pro Bys + des Bjg
Arg Bjg + Glu Bpg + Pro Bag + des Byg
i Asp Bjo + Lys Bzg + Pro Bpy + des Big




Tabulka I (pokradovéni)
Thr Byjo + Lys B:3 + Pro B:o + des B
Arg B;g + Lys B;s + Pro B;s + des Bio

des B,» + des Bz + des B;a + des Bjq

E. Zmé&ny p&ti aminosyselin
des B;, + des B;tr + des B;s + des Big + des Bio

Jakkoliv je vyhodné pouZivat pfirodn& se vyskytujici C-pep-
tidové sekvence, jak shora uvedeno, jsou pfipustné variace délky

a aminokyselinové sekvence tohoto peptidu a ziskd se nicméné fun-

" k&ni ACB-PI molekula. Molekuldrni modelovaci studie ukazuji, Ze

C-peptidov4d oblast shora uvaden?ch ACB-FI mi%e mit i délku Jen 8

.aminokyselin Tyto studie dale ukazuiji, Ze c-peptld.mﬁze byt del-
51 neZ je jeho pitirozena dé¢lka (35 aminokyselin v ptipad¥ lidské-.

ho proinzulinu) a stéle jesté umoZfiuje vhodné .vytvofeni sekundér-A~ S

tvoteni vlastni disulfidické vazby v ACB-proinzulinové molekule

vtvotenim inzulinu.

Jina provedeni vynélezuazahrnujﬁ*ﬁCBepreinzulinové#molekulfxﬂa

kralik€, opic, koni, krys I a krys II, vep¥d, skotu, pst, mortat,
&in&il nebo kachen. Je vyhodné, .aby aminokyselinova sekvence
ACB-proinzulinové molekuly tdchto alternativnich druhl@ byla pEi-

rodnd se vyskytujici sekvenci aminokyselin A-fetdzce nésledovanou

p¥irodné se Vyskytujici sekvenci C-peptidu, nasledovanou pfirodné\

sé vyskytujici sekvenci B-fetézce. Jiné& provedeni vynalezu se za-
mé¥uji na funkéni analogy proinzulinové molekuly, odvozené od

shora uvedenych druhi.

ACB-proinzulinové Gtvary obsahuiici C-peptidy obecného

vzorce:
X1-X2-(4 - 8 aminokyselin)-X;-X,
X:1-X,—-(9 - 13 aminokyselin)—x;—x4

X1-X;-(14 -. 19 aminokyselin)~-X3;-X,4
X;-X:—-(20 - 24 aminokyselin)-X;-X,

a (2) aby byla od#tspitelna od ACB-PI molekuly s doprovodnym .

;jni terciarni a kvarterni struktury zralé inzulinové molekuly Je— . ..
dinymi poZadavky je (1) aby délka byla dostatend k umo%n&ni vy—‘

R
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X1—-X,-(25 - 31 aminokyselin)-%.-¥.
kde znamena X,,X,,X; a X, bazicke aminokyseliny, pfi&ems X1,%X:,%3
a2 X; Jsou stené nebo ruzné a kde intervenujici aminokyseinova
sekvence neobsahuje cysteinovy zbytek, se mohou rovnéZ poufit p#i
provadéni vynalezu. Podle vyhodného provedeni vynalezu se voli
X1,%X2,X5 a X: ze souboru zahrnujiciho Arg, Lys a Orn.
Intervenujict poptidy o délce fetdzce v&t3{ ne> 35 aminoky~-
selin jsou podle vyndlezy plné u%ite&né. Aviak se vzristajici
délkou  C-peptidu soutasns vzrista konformadni nezavislost
ACB-proinzulinové molekuly, majici +tak prodlouZeny C-peptid.
Vzrlstajici konformaéni nezavislost vede obecnd k molekule se
sniZenou G&innosti vyfvaret vliasenkovy uGtvar. Proto podle vyhod-
ného provedeni vyn&lezu obsahuje C~peptid méns& nez-ptibliéné 35
aminokyselin. ' -
Kromé nové struktury bilkoviny, doklo%ené jejimi mezipro-
dukty, prokazaly .tyto nové sloufeniny také terapeuticky vyznam.
Jakkoliv v&tsina biologické G¥innosti proinzulinu je v fetszcich -
A a B, nebyl znam moZny viiv C-peptidové vazby na biologickou
G&innost proinzulinu., Uvolndnim aminokyseliﬁové koncové skupiny

glycinu A-1 se ziskal inzulinovy analog, ktery m& vE&t%#{ inzulino- =

vou U¥innost ne% p#irodni BCA-proinzulin, podrfuje si déle in vi-

vo polodasové charakteristiky%pfirodnfthproinzurinuv”ACB*prOini“*‘“""‘

zulin mad také schopnost stimulovat DNA syntezu v bukkach hladkého
svalstva pro svoji schonost vazat IGF-1 receptor,. _

Biologické t&innosti dvou invertovanych proinzulinf se cha-
rakterizuji detnymi zkouskami in vivo a in vitrof Ve v8ech pfipa-
dech invertované proinzuliny wvykazuji G&innost pEijimat glukozu,
kterd le%i mezi Udinnosti inzulinu a proinzulinu. P#i zkouseni na -
schopnost konkurence se lZ3inzulinem se zfetelem na vazani na
pPlacentdini membranové inzulinove receptory, Met-ACB~-proinzulin
a ACB-proinzulin poskytuji EDso hodnoty 5,5 a 3,1 nM ve srovnani
k inzulinu (0,45 aM) a proinzulinu (20,4 nM) jak je ztejmé z obr.
23 a z tabulky II,




Tabulka I1I

Biologické aktivity invertovanych proinzulinovyech analogl in

vitro ' | B

EDso (nM)

Analog Receptor Receptor Transport ’
inzulinuu 1GF-1 glukozy

Inzulin 0,45 328,00 0,043

IGF-1 ND 0,45 ND

proinzulin 20,40 10000, 00 ND

ACB-proinzulin 3,10 520,00 0,83

Met—ACprroinzulin 5,50 940,00 2,50

ND = nestanoveno

Schopnopst ACB-proinzulint stimuiovat ptijimani glukozy adi-
pocyty se rovn¥2 mé&¥i a poskytuje podobné hodnoty pro potenci
téchto dvou bilkovin. ve srovnani g inzulinem; jak je wuk&zdno

.V tabﬁlce I1. Na rozdil-od jejich chovani na inzulinovém recepto—'““”-
ru jsou ob& molekuly mnohem podobn&j&i k inzulinu ne% k proinzu-
linu se zfetelem na schopnost stimulovat . DNA syntezu v lidschh A
butikdch hladkého svalstva

~Invertované proinzuliny jsou znatné utinnéjsi{ in vivo ne% in
vitro a vykazuji stejné prodlou%eni trvéani pGsobeni, jak je zFej-
mé z tabulky ITI. |

Tabulka III
Hypogfycemické pusobeni inzulinovych analogll in vivo

Max. hypoglycenické EDso(nM)? Relativni biologické
Latka pisobeni (%)! » pusobeni na inzulin
1 hodina 2 hodiny 1 hodina 2 hodiny 1 hodina 2 hodiny
H-ineulin  59,0%4,3 45,7867 L0801 L,640,09 100,0 1000 .
hPT 55,1%2,6 61,024,0 9,117 8,240,8  14,342,8 19,5t 1,8
- MetACEHPI  54,448,4° 64,843,8  8,4t0,4 5.140,0  15,4%0,7 31,3 0,0
ACB-hPT 60,5495 . 69,5495 3,341,0 3,4%0,8  29,643,6 47,110,6

1 Maximalni hypoglycemické pusobeni se vyjadfuje jako procentova



e

zména od ¢asu nula, korigovana pro kontrelni skupinu p#i teéze
zkougce )

Z  Hodnoty EDso znamenaji koncentrci Bilkoviny, ktera poskytuje
polofas maximdlni hypoglycemické udinnosti 1 nebo 2 hodiny po
subkutannim podéni

Vééchny hodnoty v tabulce III jsou stiedem %£S.E.M. pro t#i
odd¢lena stanoveni v ptipadd® lidského inzulinu a pro dvé oddélena
stanoveni v p#ipadé ka%dého proinzulinu.

Lidsky dinzulin produkdje maximalni hypoglycemickou  odezvu .

jednu hodinu po subkutannim podani a koncentrace glukozy v krvi

se vraci na zékladni hodnotu po 3 aZ 4 hodiné&ch. Lidsky proinzu-

lin a ACB-proinzuliny produkuji maximaln{ hypoglycemické pQsobeni
2 hodiny po subkutannim podani a pokraduji k vytvateni vétii bio-
logické odezvy v prabéhu dalsi 3 a% 4 hodinoveé periody, ptidemZ
velikost odezvy zavisi na podané davce. Krom® toho se zjistilo,

Broinzuliny in vivo, pfitem? ACB-proinzulin Je ﬁéinnéjéiinez
Met-ACB~proinzulinova sloudenina, jak je zfejmé z tabulky III.

.2ed%}ngertgvané.pro;pzuliny:mjgou_zhrubarmdvojnéqpbné_ﬁéinné neZ.
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Vynadlez se také +tyka zplsobu oSettovani diabetes mellitué(k'

Vynalez se rovnd% tyka zpasobu o¥etfovani diabetes mellitus neza-
visleho na inzulinu. Tento zpfisob o¥etfovani je zaloZen na poda-
vani organismu mnoZstvi ACB-proinzulinu v davce ptibliZné 10 a%
1000 ug/kg. Vyhodnou davkou je pribliZné 10 a% 100 pg/kg G&inné
latky. Typicka& denni davka pro dospélého &lovéka je pfibling
0,5 a% 100 mg.

Pti provadéni tohoto oSetfovani se sloudenina obecného
vzorce I podle vynalezu miZe podavat jakoZto jedna denni davka
nebo v nékolika @4&vkach za den. Re#im ofetfovani maZe vyZadovat
podavani v prob&hu delsi doby. Mno%stvi na podavanocu davku nebo
celkové podavané mno%stvi zavisi na £akov?ch. faktorech, jako je
povaha a z4vaZnost onemocnéni, vék a celkovy zdravotni stav ofet-
fovaného a sna¥enlivost nemocného pro podavanou sloudeninu obec-
neho vzorce I podle vynalezu.

Obvykle se oSetfovani provadi podavanim sloudeniny obecného

vzorce I intravenozni infuzi. Pfi tomto zpfisobu se sterilni far-




maceuticky prost¥adek vhcodné rozpustné soli  sloudeniny v&lefiuje
do fyziologické kapaliny, jako Jje napfikiad 5% dextrozovy roztok
a ziskany roztok se pomalu poddva infuzi IV. MiZe se viak take
pouZit jiného zplsobu infuze IV. '

Slouteniny obecného vzorce I, to je ACB-proinzuliny jsou
uzitetné pro nahradu dlouho plsobiciho bazdlniheo inzulinu. ACB-
proinzulinové analogy maji zna¥ny terapeuticky vyznam, zvlasié
v ptipad$ diabetes mellitus nezavislé na.inzulinu (NIDDM) k fize-
ni glukozového metabolismu.

Vynalez se dale tyka farmaceutickych prosttedkd, obsahuji-
cich jakoZto u&innou l14tku slougeninu obecného vzorce I podle vy-
nalezu. Sloutteniny podle vynalezu obecného vzorce I, s vyhodou ve
form8 farmaceuticky vhodnych soli, se mohou zpracovavat pro oral-
ni nebo parenteralni podani pro terapeutické nebo profylakticke
oSetfovani diabetes mellitus a/nebo diabetes mellitus-nezavisle
na inzulinu (NIDDM).

Napfiklad se sloufeniny -podle vynalezu obecného vzorce I

mohou misit s bé2nymi farmaceutickymi nosiéi a excipienty a pou-
%4{vat ve formé& naptiklad tablet, kapsli, elixirl, suspenzi, siru-

bﬁ a oplatek. Farmaceutické prostfedky, .obsahujici ACB“prdinzﬁli- 3
novou sSloufeninu, mohou obsahovat G¥inné l14tky hmotnostné 0,1 aZ
90 % a obecn& obsahuijl atinné~latky hmotnostné-10 aZ "30 %. Farma- -~

ceutické prosttedky mohou obsahovat béZné nosile a excipienty,
jako jsou kuku¥i&ny Skrob, Zelatina, léktoza, sacharoza, mikrok-
rystalicka beluléza, kaolin, mannitol, fosforefnan divapenaty,
chlorid sodny a kyselina alginova.

Jako%to rozptylovaci ¢inidla, b&%né pouZivana ve farmaceu-

tickych prostfedcich podle vynélezu, se uvadéji kroskaramellosa, .

mikrokrystalickd celuléza, kukuti&ny &krob, giykolét a kyselina
alginova. ’

Jako%to pojive tablet se uvadi akacia, methylceluldza, nat-
riumkarboxymethylceluléza, poylvinylpyrrolidon (Povidone), hydro-
xypropylmethylceluléza, sacharoza, $krob a ethylceluldza.

Jako%to mazadla, kterych se miZe pou2it, se uvadéji stearat
hotre&naty nebo jiné kovové stearaty, kyselina stearova, Kkapalny

silikon, mastek, vosky, oleje a koloidni oxid k¥emi&ity.

-
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MiZe se rovnd¥ pousit ochucovacich p#isad, jako Jje naprik-
iad peprmint, olej libavky polo%ené a $ery aroma.

MaZe byt rovné# Zadouci ptidavat barvici P¥isadu, aby méla
dévkovaci forma hez&i vzhled nebo k napemahani identifikace far-
maceutického prost¥edkuy.

Pro intravenozni (IV) podani se mfZe rozpoustét ve vodé
rozpustnad forma slouteniny podle vynalezu obecného vzorce I
v'jedné Z bé#né pouzivanych intravonoznich kapalin a farmaceutic-
ky prostitedek se mi%e podavast intravenozni infuzi. MaZe se pou-
21t naptiklad fysiologické solanky, Ringerova roztoku nebo 5%
dextrozového roztoku. _

Pro intramuskuldrns poddvané farmaceuticks prostfedky se ma-
Z2e rozpoustdt sterilni vhodné rozpustna sai gloutenin podle vyna-
lezu obecného vzorce I, naptikkad hydrochloridova sal a podavat

ve farmaceuticky vhodném fedidle-, jako je pyrogenu prosta wvoda " -

(degtilovang voda), fyziologicka solanka nebo - 5% glukozovy roz=
tok. Vhodns, nerozpustnd forma sloud¢eniny obecného vzorce I podle

'vynélezu-se miZe zpracovavat a podavat jako!tq suspenze ve vodné
bézi nebo ve'farmacéﬁfibkavhodné“olejové bazi, jako je napfiklad

ester mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, napfikkad ethyloleat.
Pro ordlni podani jsou zvlasts vVhodné sterilni farmaceutic-

ké prostfedky ve form& vhodne “soli ACB-proinzulinu, jako je nap-"""""

Fiklad hydrochloridova 8tl, formulované v fedidle, jako je nap-
tikad destilovana nebo deionizovana voda. .

Nebo mb%e byt jednotkovou davkovaci formouy slougeniny podle
vynalezu obecného vzorce I roztok glouéeniny, s vyhodou jeji so-
11, ve vhodném tedidle ve sterilns hermeticky uzavtenych ampu-
Iich. Xoncentrace slouteniny v jednotkové davce se mb2e m&nit a
mdZe byt napfiklad pribli%né hmotnostna 1 % a% pribli%nd 50 %
V zavislosti na formé& pfislusné sloudeniny a na jeji rozpustnosti
a na davce, ur&ené lékafem.

Vynalez se dale tyka zplisobu rekombinantni pProdukce ACB~PI
bilkovin nebo Met-ACB-PI bilkovin, pridem? tento 2zplsob zahrnuje:
1. vytvofeni syntetického genu, pfifemZ tento gen zahrnuje DNA

sekvenci zakodujici ACB-PI peptidovou sloudeninu obecného

vZorce I,
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2. vneseni tohoto genu do vhodného vektoru obsahujiciho promotor
operatorovou regionalni funkci v hostujici molekule,
3. orientovani uvedeného genu ve vektoru k dosa%eni transkripce a
| translace syntetického genu a aby byl gen pod transkripéni
kontrolou promotor operatorového regionu,
tranformovani:- hostujici bufky vektorem,
kultivaci hostujici bultky za podminek vhodnych k navozeni
transkripce.a translace genu a
6. ziskanl a ¢ist&ni produkované peptidové sloudeniny.
Syntetické geny, in vitro a in vivo transkripce a transla-
ce, vedouci k produkci slou&enin obecného vzorce I podle vynale—
zu, jsou znamy ze stavu techniky. Vzhledem k pfirodni degeneraci
genetického kodu, pracovnik v oboru 2zna konstrukei pot¥ebného
po&tu DNA sekvenci pro zakodovani slouéenln obecného vzorce I.
Podle vyhodného provedeni ' zplsobu vynalezu, jak je také
pfiklady doloZeno,se dosahuje rekombinantni produkce slouéeniﬁ

obecného vzorce I za pouZiti syntetického. génu zahrnujiciho_DNAffﬁ;'

sekvanci" (sekv. ID é&islo 2). -
Tato DNA sekvence zakodovava slouleninu obecného vzorce I do
aminokyselinové sekvence. (sekv. ID &islo 1).

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser  w
Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn
Tyr Cys Asn Arg Arg Glu Ala Glu Asp
Leu Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly
Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln
Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln
Lys Arg Phe Val Asn Gln His Leu Cys
Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

- Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe
Tyr Thr Pro Lys Thr

Gen zakodujici ACB-proinzulinovou molekulu se mO%e vytvobit
syntetickou metodologii. Takova metodologie konstrukce syntetic-
kého genu je v oboru dobfe znama (Brown E.L., Belagaje R., Ryan
M.J. a Khorana H.G., 1979, Methods in Enzymology, Academic Press,

N.Y., svazek 68, str. 109 a% 151). DNA segmenty, odpovidajici
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pfislusnému proinzulinovémuy genu, se generuji za pou%iti bi&%naho
DNA syntetizujicihq pfistroje., jako jsou DNA syntetizer Applied
Biosystems Model 380A nebo 380B (obchodn& dostupne uy spolednosti
Applied Biogystems, Inc., 850 Lincoln Center Drive, Foster City,
CA 94404).-Synteticky ACB-PI gen se miZe vytvafet tak, aby mg&l
restrikéni endonukleazovd mista gtépeni na jednom =ze dvou koncd
transkriptu k usnadnéni izolace a k intergaci do expresnich a am—-
pPlifika&nich plasmida. Volba restrikénich mist je takova, aby se
vhodnég orientovaly ACB-PI kodujici sekvence g ¥izenim sekvenci
k dosaZeni vhodného &teciho rdmce a exprese ACB-PI molekuly. MaZe

'se v&leflovat obména jinych takovych mist 8tépeni v 24vislosti na

pouZzitych konstruktech uré&itého plasmidu 2 mohou se generovat
technikami o sobd zn&mymi v oboru. Schematicks znazornéni tohoto
procesu je na obr. 16. =

Specifické sekvence kompozitu, objasttujicy konstrukci 278
paru bazi lidské ACB-PI molekuly jsou na obr. 17. Vyhodné prove-

dgni vynéleéu,_.pouZivéjici ACB-PI kodujici sekvence, je na obr. . -
18, ktery objasfuje pozice restrikce endonukleasovych #tépicich

mist pro EcoRI, HindIII, NdeI a BamHI. Sekvence na obr. 18 odpo- ;
vida thodnYm ACB-proinzulinovym kodujicim sekﬁencim lidského,"
p#ikladné uvad&nsého ACB-PI.

Jak je piikladn& uvedeno, ACB-PI gen se vytvaii ze dvou po-
lovin, jak je z#ejmé z obr, 16. Jedna polovina genu se vytvasi
miSenim a ligaci oligonukieotidd 1, 2, 5 a 6. Zatimco druha polo-
vina genu se vytva#i mi%enim a ligaci oligonukleotida 3,4,7 a 8,
jak je z¥ejmé z obr. 16. Obs poloviny genovych ffagmentﬁ se &isti
15% polyakrylamidovou gelovou elektroforezou. DNA se ziska elekt-
roforeticky z gelu vykrojenim oblasti gelu, odpovidajici ACB-~PI
genovym polovicim a podrobenim tenkého vytezu elektroforeze.
Elektiroforeticky izolované fragmenty DNA se pak odsoluji na
sloupci Sephadexu G-50 nebo jeho ekvivalentu. ACB-PI genové polo-
vice se pak navzajem spoji-za vzniku ACB~PI genu, ktery se pak
integruje do vhodného vektoru pro amplifikaci (zvyseni po&tu ko-
pii) DNA.

Syntetické geny, zakodujici slougeniny obecného vzorce
I podle vynadlezu, se mohou vélehovat do vektort vhodnych pro klo-
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novaci U¥ely. Pro tento udel dostupné riizné plasmidy a techniky
integrace a amplifikace a salekce jsou v oboru dobte znamy (Samb-
rook J., Fritsch E.F., Miniatis T., Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, 2.vydani, svazek 1, Cold spring . Harbor Press,
1989). DNA sekvence se take mase amplifikovat za pouziti poiyme—
razové tetézove reakce, popsané Vv current Protocols in Molecular
Biology, (1989 a dopliky), Wilwy Interscience, N.Y.

podle vyhodného provedeni zplsobu podle vynalezu se poufiva
puUC18 plasmidu (obchodné dostupny u spolednosti Boehringer—Mann-—
heim Biochemicals, P.0.Box 50414, Indianopolis, Indiana 46250)
pro DNA amplifikaéni £4zi. Volba plasmidu puUCl8 se vztahuje na
ptitomnost EcoRI a HindIIlI restfikéni endonukleasové stépici body

v mnchadetnéem klonovacim mistu pucia. Volba amplifakéniho'plésmif .

du uréuje restrik&ni endqnukleasové body 4tépeni ACB-PIL kodujici
sekvence. Volba plasmidu ‘a konstrukce syntetického ACB-PI genu
jdou ruku v ruce, jeliko!.amplifikaéni plasmid u;éuje_restrikéni _
sekvenci pro vélen#ni do. ACB-PI sékyencg a odpovidajicich sekvén-‘

ci oligonukleotidl pou%ivanych pro konst;ukci,éyntetidkého‘AVB—PIA' i

genu.

Podle jednoho provedeni.yynélezu gse ptibli%nd 5 ug pucls
plasmidu suépenduje v 10 pl pufru,.vhodného pro jedno z ur&itych
restrikénich enzymovych mist urbené"wdgﬂAQB:PImsyntgtig}éhq@gag&i_
Podle vyhodného provedeni vynalezu, ptiklady dolo%eného, je timto
restriénim enzymem HindIIl. Plasmid pucls se V gouhlase s tim
suspenduhe v 10 pl HindIII pufru (1.-M chlorid sodny, 50 mM chlo-
rid hotetnaty, 100 mM tris-HCl, hodnota PH = 8,0, 10 mM
dithioerythritol). Do tohoto roztoku se ptida ekvivalent 20 jed-
notek vhodného restrikéniho enzymu. Podle vyhodného provedeni vy~
nalezu to odpovida 2 pl HindIII, ktery ie ziskatelny od gpolet-—
nosti Boehringer—Mannheim Biochemicals, P.O.BoX 50414, Indianopo-
lis, Indiana 46250. Roztok se ztedi 85 ul vody, mirné se micha a
necha se inkubovat pti teplotd 37 °C po dobu dvou hodin. Reakce
se ukon&i a DNA se vysra?i za pouziti t¥i objemd ethanolu, 0,3
M v octanu sodném. Peleta se odstfedi a vysusi.

Peleta se pak znova guspenduje v 10 pml restrik&niho enzy=
mového pufru, piizpﬁéghgného k jinému distalnimu volénému rest-



rikénimu enzymovému misiu ACB-PI genu. Podle vyhodného provedeni
vynalezu, ptiklady doloZeného, je EcoRI jinym restrikénim enzymo-
vym mistem. Peleta se tudi? suspenduje v 10 ul EcoRI pufru
(1M chiorid sodny, 100 mM chlorid hofednaty, 500 mM tris-HCl, hod-
nota pH 7,5, 10 mM dithiorythritoi). Do tohoto roztoku se ptida
ekvivalent 20 jednotek vhodné reatriéni endonukleasy, s vyhodou
EcoRI. EcoRI a HindIII restrikéni enzymya rGzné jiné restrikéni
endonukleasy, které se mohou pouiitv tomto protokoluy, jsou ob-
chodn¢ dostupné napfiklad u spole&nosti Boehringer-Mannheim Bio-
chemicals, P.0.Box 30414, Indianopolis, Indiana 46250, Pak se pii-
da 88 ul vody a roztok se mirnd micha a inkubuje se pfi teplots
37 °C po dobu dvou hodin. Reakce ge pak wukon&éi a DNA se vysrazi
t¥emi objemy athandlu, 0,3 M v octanu sodﬂém. DNA ze shora uvede-
né digesce se pak podrobuje elektroforese na 1% agarosovém gelu
0 nizké teplotd tani. Vétsi restriként fragment, odpovidajict Ii=
nearizovanému vektoru DNA, -ge- odfizne z gelu. Vektor DNA se ziska
vedenim gelového tenkého fezu sloupcem Elutip-dR (obchodnd dog~"'<+"
tupny u spoleénosti Sch}ichter & Schuell, Keene, NH, USA) v pods- '
‘tat® v souhase s instrukcemi virobce. DNA se pak vysré#i, jak ‘<¢-
shora uvedeno a vysusi se, DNA SQ ‘ukladéd v 30 ul 10 mM tris~Hél,TTT“'é”
hednota pH 8,0, | o
PEibl12n8 5 pl vektoru DNA™ se “smis{ s ‘10 ‘pikomél syntetic- =~
kych DNA fragmentq, odpovidajicich dvé&ma polovindm ACB-PI synte-
tického genu, v 50 #l liga¢niho pufru (50 mM tris-HCl, hodnota TH -
7,6, 100 mM chlorid hotetnaty, 10 mM DTT (dithiothreitol), 800 mM
ATP a 3,5 jednotek T4 DNA ligazy (obchodn& dostupné u spolednosti
Boehringer-Mannheim Biochemicals, P.0.Box 50414, Indianopolis,
Indiana 46250). Reakdni sm&3 se pak inukubuje pti teplotd 4 °C
ptes noc a pak se transformuje do vymrazenych kompetentnich
E.coli DHS5a bunék (obchodn& dostupnych u spole&nosti Bethesda Re-
séarch laboratories, 1Inc., P.O. Box 6009, Gaithersburg, MD
20877) o sob& znamym zpiasobem bro pracovniky v oboru a znadzorn&-
nych ve standardnich taboratornich Ptirudkéach, jako je napfiklad
Sambrook J. a kel., jak shora uvedeno. Transformanty vyvhodného
provedeni podle vynAlezu se nechavaji rast pi#i teplotd 37 °C ptes
f0C¢ na x~gal TY agarovych destifkach, obsahujicich 100 ug/ml am-




picillinu. Volba antibiotika a prostfedi{ zavisi na amplifikaénim
vektoru a pouZité bunééné linii.

Klony, obsahujici sprdvny inzert, se volt modro/bilou kolo-
novou selekci. Ztrata funk&nosti lacZ genu se p¥i&itd transfor-
mantim, jeliko% bod inzerce klonovaci oblasti pUC18 je v lacZ ko-
dujici sekvenci. Selekce klong, obsahujicich vhodnou sekvenci, se
potvrzuje ds-DNA sekvencovanim za pou%iti Sequenasy R (obchodn¥
dostupné u spoleénosti United States Biochemical Corp., P.O. Box
22400, Cleveland, OH 44122) podle protokoiu, dodavaného vyrobcem.
Vysledny  plasmid lidské.. ACB-PI gsekvence se uréuje
PRB181. Vyvijejici se fetézec, nesouci amplifika&ni plasmid, se
pak nechava rist ptes noc pfi teplotd 37 *C v prostfedi TY, obsa-
hujicim 100 ug/ml ampicilinu a plasmid, obsahujici syntetickou
'ACB-hPI ﬁodujioi sekvenci se izoluje zplsobem, ktery popsal Mani-
artis T., Fritsch, E.F. a Sambrook J., Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York  (1982),

str. 89 a% 94. Obecnd pPibliZné 20 ug plasmidu DNA, shora izolo- -

vaného, se suspenduje ve 20 ul pufru, vhodnédho pro jeden z "vnit-
End" zaflenénych do restrikénich mist. Volba td&chto "vnitfnich"
restrikdnich mist je funkci volby vektoru pro expresi, poufivané-

ho ve vztahu k #idicim oblastem vektoru Pro expresi. Podle vyhod-

ného provedeni vyndlezu, p#iklady dolo%eného, Je restrikénim enzyF
mem volby NdeI. Ke shora uvedenému roztoku se ptida p¥ibliZné 40
jednotek restrikéniho enzymu, 175 p! vody a mirné se miché a in-
kubuje se p#i teplotd 37 °C po dobu jedné hodiny. Pak se ptida’
pfibliZnd 40 jednotek jiné "vnit#ni" restrikéni endonukleasy
(podle prikladného vyhodného provedeni BamHI) a inkubuje se pi#i
teploté 37 °C po dobu dalfich dvou hodin. Reakce se pak ukon&i
a DNA se vysrazi tiemi objemy ethanolu, 0,3 M v octanu sodném.
Roztok se pak podrobuje elektroforeze na 1,2% agarosovém gelu
0 nizké teplotd tani. Fragmeat, odpovidajici pi#ibii%nd 265 bp
ACB-hPI kodujici sekvenci, se pak bdfizng od gelu. ACB-hPI DNA se
Zziskd vedenim sloupcem Elutip-~dRr, jak je popsdno v p#ikladu 2. Po
vysraZeni{ a vysu#feni ve vakuu se DNA uklada v 25 pl 10 mM
tris-HCl, hodnota pH 8,0. , |

Expresni plasmid, kterédho se.pouziva, se mOZe volit z Zet-

=l




‘nych alternativ, m& vhodnou kontrolni oblast a vhodna restrikéni
mista usnadfiujici integraci ACB-PI kodujici sekvence operativné
ge ztetelem na ¥idici oblasti. NejrOzné&j%i vektory pro expresi,
u2itelné pro transformaci prokaryotickych a transfektnich eukary-
otickych bundk Jjsou v oboru dobte znamy. JakoZto p¥iklady tako-
vych vektord provexpresi gse uvadéji pTrc 99A, pKK223-3,
pKK223-2, pDR540 tac promotorovy vektor pDR trp promotorovy vek-
ter, pcz20, pLEBBGHZ a pL110C. Podle nejvyhodnéjsiho provadéni
zphsobu podle vynalezu, jak je ptiklady doloZeno, pokud je hosti-
telskou buftkou E. coli K12 bufika, je vektorem pro expresi
PCZR126S. Plasmid se miZe piipravovat podle ddale uvedeného p#ik-
ladu 3. .

K dosaZzeni 0&inné transkripce syntetického genu, musi byt gen
operativné asociovan s promotorovou operdtorovou oblasti. V oboru
jsou dobfe znadmy nejrtznéjsi promotor operatorové oblasti funkéni
v E.coli hostitelskych buitkéch. Podle vyhodného provedeni zpisobu

. podle vyndlezu, jak je pfiklady doloZeno,je promotorovou operato-. .. . .

vou oblasti promotorové oblast lambda pL. | '

Podle vyhodného provedeni je oblast promotorového operdtoru
syntetického genu, jenZ ma zakodovanou sloudeninu obecného vzorcé
I, umisténa v téie nésledné orientaci vzhledem k podatelnimu ko-.

donu ATG, jakou zaujimd promotorovd opsrace vzhledem k polateéni- .

mu kodonu ATG genu, z né&ho% byla odvozena. Syntetické nebo modi-
fikované promotorové operdtorové -oblastl jsou vytvoieny o sobd
znamym zpGsobem ze stavu techniky. Jestli%e se pouziva takovych
syntetickych nebo modifikovanych promotor operatorovych oblasti,
maji byt orientovény se zfetelem na ATG startujici kodon ACB-PI
genu, jak je uréeno jejich kreatory.

Podle vvhodného provedeni zplsobu podle vynalezu, jak Je
p¥iklady dolo%eno, se suspenduje ptibli%nd 15 ug zvoleného exp-
resniho plasmidu (pCZR126S) ve 20 ul pufru, odpovidajiciho prvni-
mu ze dvou. "vni¥nich® resgstrik&nich mist ACB-PI kodujici sekvence
(zpGsobem objastiujicim Ndel restrikéni misto). Pi#idava se piib-
1i2n% 40 Jjednotek restrikéniho enzymu (naptiklad NDeIl), 175 pul
vody a inkubuje se po dobu dvou hodin pi¥i teplot® 37 °C. Po inku-
baci se DNA vysra%i ve tfech objemech ethanolu, 0,3 M v octanu
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sodném, jak shora uvedeno, vysu#i se a suspenduje se ve 20 ul
restrikéniho enzymového pufru odpovidajiciho druhému "vnit#nimu®
restrikénimu mistu (zpGsobem objasiiujicim BamHI restrikéni misto).
Pak se ptidd ptibli%né 25 jednotek druhého restrik&niho enzymu
(naptikiad BamHI) a pEibli%n# 178 gl vody, mirnd se promicha
a inkubuje se po dobu dalfich dvou hodin pfi teploté 37 ‘C. Reakce
ge pak ukonti a DNA se vysrdyi tfemi objemy ethanolu 0,3 M v et-
hylacetatu. Vektor pCZR126S, izolovany timto zpQsobem, se rak
podrobuje elektroforeze na 1% agarozovém gelu s nizkou teplotou
tani. V&ts{ fragment, odpovidajici vektoru DNA, se pak ve formé
tenkého fezu od#izne z gelu a vektor DNA se izoluje vedenim pfés
sloupec Elutip-dR. Po vysrafeni a vysufeni se uklada v 35 pl
10mM tris-HCl, hodnota PH 8,0. - -
. P+ibli%nd 2,5 ul shora uvedeného vektoru DNA roztoku se ﬁaku'
smisi s ptibli%nd 12 ul roztoku &i%téného ACB-PIl fragmentu, shora

.

ptipraveného. Do tohoto roztoku se p¥idd 4 pl "10mM. ATP, »0,5 ul -

1M dithiothreitolu, 5 ul 10X ligazového pufru (500 mM tris—HCl
hodnota pH 7,6, 100 mM chlorid hote&naty), 26 pul vody a 0,5 pul

(3,5 Jednotek) T4 DNA ligasy (obchodné dostupné u Spolebnosti Ce

Bharmacia, Inc., B0O Centennial 'Avenue, Piscataway, N.J. 08854).
Reakéni smés se'pak'inkubuje"pti‘teploté 4 °C po dobu 16 hodin.

Jak ptiklady dolo%eno ;.o ‘ligadni-smés-::se-zfedi 50zpl . 10-<mM ==_=xr=

tris-HCl (hodnota pH 7,6) a 3 ul chloridu vapenatého a nasledns
ge pouZije k p¥imé transformaci ptisludnych bunék E. coli K12
RVSOB Jak Jje popséno v ‘ptikladu 3A. Podle vyhodného provedeni -
vynalezu buttky E. coli K12 RV308 se pou!ivaji'jakoito hostuijici
buitky, mohou se vHak pouZit také &etné Jiné bufiky, ptisem? se
ptikladn&d uvadéji E. coli K12 L1201, L687, L693, L507, L640,
L641, L695, L814 (E. coli B), ptidem% tento vytet neni minén jako
omezeni. Transformované hostitelské builky se pak vnesou na vhodné
prostfedi za selektivniho tlaku antibiotika odpovidajiciho resis-
‘tenci pfitomného genu na expresni plasmid. Kultura se pak inkubu—'
je po dobu vhodnou pro hostitelskou buftku a p#i teplotd vhodné
pro hostitelskou bufiku.

Zpisoby transformace bunék shora uvedenymi vektory, jsou
Vv oboru dobte znamy .a obecnt je popsali Maniatis a kol. (1988)
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Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York Cur-
rent Protocols in Molecular Biology (1989) a dopl#iiky. Tato meto-
dologie transformace bundk E. coli, pouiivana p¥i nejvyhodn&jsim
provadéni zphsobu podle vynalezu, je pifiklady objasndna a dolo%e-
na. Presné podminky, za kterych se bufiky E. coli transformuji
a kultivuji, zaviseji na povaze E. coli hostujicich bundk a na
pou!itych expresnich nebo klonovacich vektorech. Napfiklad vekto-
ry, které véleftuji tepelnd zaveditelns promotor operaAtorové ob-
lasti, nap#iklad c1857 tepeln® zaveditelnou lamda f4dgovou promo-
tor operéatorovou oblast, vytadujf teplotnt posun v kultivaénich
podminkéch k navozeni bilkovinové syntezy. ‘

K expresi bilkovin dochazi ve vysoce koncentrovan?ch bakte-
rigdlnich expresnich systémech, . charakteristicky se agreguji na
~ granule nebo inkluzni Gtvary, které obsahuji. vysokou hladinu bil-
koviny (Kreuger a kol. (1990).. Protein Folding, -'Gierasch & King, .. o
vstf. 136 aZ 142, American Association for the Advancement of Sci- -
ence Publication No. 89-18S, Washington, D.C.) Takové bilkovinoveé
agregaty se museji solubilizovat pro dal#i ¥i&téni a izolaci 24~
daného bilkovinového -produktu.- 1d. Pro 'solubilizaci bilkovin ‘e - e
mohou pouZit nejrdzn&js{ techniky u2ivajici silné denaturovanych -«
roztoka, jako je naptiklad -guanidinium~HCIl- ‘a/nebo-slabé denatiiro=-""—="" =
vanych roztokd, .jakoc je napfiklad dithiothreitol (DTT). Postupné
odstranéni denaturaénioh'-&inidel“(éasto"dialyzou) v pfevadécim
roztoku umoZfiuje, aby denaturovana bilkovina ptijala svoji nativ-
ni konformaci. P¥islu3né podminky denaturace a'pfavedeni se sta-
novuji pro uréity bilkovinovy expresni systém a/nebo pro pfislui-
nou bilkovinu,

Pfezkoufeni ACB-proinzulin obsahujici bakterie po fermanta-

¢l indikuje pfitomnost granulovanych Gtvart. Po izolaci, solubi-
lizaci a sulfitolyze se rekombinantni bitkoviny odd&l1i na anexo-~
vém gsloupei. Moﬁo Q chromatografie sulfitolyzovanych bilkovin se
provadi po odsoleni reverzni fdzovou HPLC, &im% se z2iskaji dva
ACB—proinsulinové fondy (“"pool"). Fond A (32 mg) vykazuje hmotovy
pik 9878 podle ?Aﬁ—HS a aminokoncova sekvence vykazuje Gly-Ile-
Val. Fond B (115 mg) vykazuje hmotovy pik 10009 podle FAB-MS a
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aminokoncova sekvence vykazuje Met-Gly-Ile. Spolu s hodnotami

aminokyselinové analyzy, se zda, %e fond A odpovida autentickému

ACB-proinzulin-S-sulfondtu zatimco fond B odpovida ACB-proinzulin-

S-sulfondtové molekule plus odpovidajicimu inicidtorovému methio-

ninovému zbytku k iniciaci kodonu. RP~HPLC, aminokyselinovd ana-

lyza a N-koncové sekvencovani ukazuji, %e oba bilkovinové- fondy

Jsou zne&istdny majoritni sloZkou druhého fondu kroms ndékolika

jinych pika. '

S-Sulfondty obou ACB-proinzulinovych molekul se konvertuji
na disulfidicky zparovand viasenkové ACB proinzulinové molekuly
2a pouziti kombinace vysoké hodnoty pH a pfidaného thiolu » Jjak
popsal Frank B.H. a kol., (1981), Peptides, Synthesis, Structure
and Punction, Proceedings of the Seventh American Peptide Sympo-
sium (Rich, D.H. a Gross E.), str. 729 a% 738, Pierce Chemical

Co., Rockford, 1IL. Ob¥# molekuly vytvafeji vidsenkovou strukturu-

v dobrém vytéiku (vice ne% 75 %) a &isti se reverzni fdzovou

HPLC, sims se 2ziskda 33 mg Met0-Glyl~ACB-proinzulinu ' (2-86) AR

(Met-ACB-proinzulin) a 4 mg Glyl-ACB-proinzulinu (2-86) (ACB-pro~’

inzulin). Nizké vytéZky ka%dého analogu jsou zpﬁsobehy potiebou

konzervativnich fez@ ve fondu a shroméidénim frakci z &i3téni

-1 minimalizaci pri¥né kontaminace mezi dvéma invertovanymi

. proinzulinovymi formami. Bilkoviny se charakterizuj{ se ztetelem

na &istotu a identitu pou2itim RP-HPLC (obr. 21) aminotermindlnim

sekvencovanim, aminokyselinovou analyzou a FAB~MS s oéek&van?mi
v¢sledky. Krom& toho se Glyl-ACB proinzulinovd (2-86) molekula
analyzuje se zfetelem na vzor zparovani disulfidickych vazeb.

Vynalez se tyka ddle zpGsobu rekombinantni produkce nativ-
nich inzulinovych bilkovin nebo inzulinovych analogt, p¥i kterém
se . '

1. vytvati synteticky gen, pfifem? tento gen zahrnuje DNA
sekvenci zakodujici ACB-PI peptidovou sloudeninu obecndho
vzorce I, kde x znamena 1, - ' .

2. tento gen se vna3i do vhodného vektoru obsahujicihe promotor
operadtorovou regionalni funkci v hostujici molekule E. coli,

3. uvedeny gen se orientuje ve vektoru k dosaZeni transkripce

a translace syntetického genu a aby byl gen pod transkrip®ni
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kontrolou promotor-operdtorové oblasti, ]
hostujici buifika E. coli se transformuje vektorem,
transformovand hostujici bufika E. coli se kultivuje za podmi-
nek vhodnych k navozeni transkripce a translace genu

6. ACB-PI peptid se ziska a &isti,

7. ACB-PI peptid se %tépi vhodnymi peptidazami nebo chemickymi
¢inidly, takZe se C-peptid odstdépi.

Vynalez tedy poskytuje zcela novou cestu pro pfipravu inzu-
linu za pouZiti rekombinantni DNA technologie. Vynalez vyuZiva
pou2iti 2zcela nového genﬁ, mRNA a proinzulinovych meziproduktt
pro produkci funk&éni lidské 1nzu11nové‘molekuly spolu s konstituo-
vénim nové rekombinantni biosyntetické cesty k inzulinu. ACB-pr04
inzulinova molekula se vyrazné 1i%1 svoji strukturou od nativni
proinzulinové molekuly (zde oznadované "BCA-proinzulin® pro uZely
srovnani) a pfesto se mi2e @¢inné konvertovat za ziskdni funkéni
inzulinové molekuly.

Tato novd cesta pfipravy inzulinu je odlisné od soudasného ..
zpGsobu replikace pfirodnich procest v odli%nych organiémech. '
Tento alternativni zplisob vede k inzulinu za zna¥nych Uspor v re-
‘kombinantni produkcl obchodnd vyznamnych mnoZstvi inzulinu elimi-
naci poZadavku odstrafiovani N-koncového methionu z rekombinant-
-nl molekuly za pouZ2iti cathepsinu C nebo jinych zplsobfl za vyuZi-
ti vnit¥fniho pOsobeni methionylaminopeptidazy E. ¢oli hostujici
. butiky k odstrandni N-koncového methioninu.

Jelikoz je odstranéni{ N-koncového methioninového zbytku
'ACB-PI zavislé na ptitomnosti MAP, musi zvolend hostujici bultka
vnitfné produkovat MAP nebo musi byt konstruovédna k produkci MAP.
Proteasa MAP je vlastni buitkdm E. coli. Proto se mi%e pouZit
raznych fad bundk E. coli, které produkuji MAP, pifi zpQsobu podle
vynélezu. Jakoito ptiklad E. coli hostujicich bunédk, u%itednych
pii provédéni zplsobu podle vyndlezu, se uvadéji bun&&né tady E.
coli K12 L201, Lé687, L693, L507, 1640, 1641, L695, L8l4 (E.
coli B). Podle vyhodného provadéni wvyndlezu je E. coli hostujici
buikou E. coli K12 RV308.

Konverze ACB~PI molekuly s jednocduchym #etdzcem na funk&ni

nativni inzulin nebo na inzulinovy analog vyZaduje od&tépeni in-
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terndiniho C-peptidu. To je moiné enzymatickymi nebo chemickymi

prostifedky napfiklad bromkyanovym &té&penim. JestliZe se pouiije

aminokyselinovych sekvenci nativniho lidského proinzulinu,
A-tetézec, B-fetézec a P-peptid, p#i konstrukci ACB-hPI peptidu,
jak ptikladn® doloZ2eno, Jje aminokyselinovd sekvence ACB-hPI
peptidu nasledujici:

Gly Ile vVal Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile
Al A2 A3} A4 A5 A6 A7 A8 A9 AlQ

Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys
All Al2 Al3 Al4 ALS Al6 Al7 AlS Al9 A20

Asn Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val
A2l Cl C2 C3 C4 Cs5 C6 C7 (€8 (9

7 7 'Gly Gln val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly , o
TaTdT 7 €10 €11 Cl2 €13 Cl4 CL5 CL6 €17 Cl8 €19 - T T e A

" "Ala Gly Ser‘Leu Gln Pro Léu-Ala—Leu Glu 5;- &;‘»“555~4?ﬁ“l' _
- €20 C21 c22 C23 C24 €25 C26 .C27 czatczszha;;%i".ﬁ_ T e

Gly Ser Leu Gln Lys Arg Phe Val Asn Gln
C30 C31 C32 C33 C34 C35. B1..12 B3 B4 . . . .__.

His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala
BS B6 B7 B8 B9 Bl0 Bll Bl2 Bl3 Bl4

Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
B15 Bl6é Bl7 B18 Bl9 B20 B21 B22 B23 B24

Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
B25 B26 B27 B28 B29 B30

. Nadsledujici. diagram objasfiuje. <trypsinenzymaticky -model
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zpracovanl ACB-PI, pou%ivany p#i konverzi ACB-PI na inzulin:

Trypsin ool 1

ACB-PI  Tyr-Cys-Asn-Arg-Arg-Glu...... Gln-Lys-Arg-Phe-Val-Ile
ACB-PI# 19 20 21 22 23 24 63 64 65 &6 67 68
Insulin# Al9 220 A21 ClIL C2 (3 C42 C43 C44 Bl B2 B3

JelikoZ trypsin 3t&p{ na karboxypelohach Arg21, ARg22, Lysé4
a Arg65, ziskA se amés inzulinovych bilkovin p#l +tryptickém
&tépeni ACB-PI. Ty zahrnuji:

Argp22, Arga23, Argp-1 insulin

Argaz2, Argp-1 insulin

- Arga22, Argaz3 inmsulin
Argaz2 insulin |

Nﬁsledujici &tépeni shora uvedenych druhd s karboxypeptidazd@”‘?~-“

) _ B odstrafiuje argininove zbytky z karboxykonce A-fetdzce, &im% se
produkuje e | : A , |
Argp-1 inzuldin o L eweol

nativni inzulin

MO%e se  tudiZ produkovat ..nativni ..lidsky =zraly _inzulin

proteolytickym &tépenim ACB-hPI meziprodukt&. B-koncovf methioni-
novy 2bytek ACB-PI molekuly se  vnit#n& -odstrafiuje .s .pfibliZné

30% U&innosti plsobeni ~methionylaminopeptidasy- (MAP) v-hostujtci- -

bufice. |
ACB-proinzulin se konvertuje na 1lidsky inzulin pouZitim

trypsinu a karboxypeptidasy B, jak se pouZiva pro normalni proin-
zulin a jak popsal Kemmler W. a kol., (1971) J. Biol. Chem., sva-
zek 246, str., 6786 a% 6791. Xonverze ACB-proinzulinu na inzulin
vyZaduje podstatnd drsnéj%1 podminky ne% odpovidajici, K transforma-
ce proinzulinu. Reakce se sleduje RP-HPLC, jak je ukazaAno na obr.
25 a vykazuje naprosté vymizeni vychoziho materialu spolu s wvy¢-

skytem n&kolika novych bilkovinovych pik&. Obr. 25 se tyka
transformace A-C-B-proinzulinu na 1idsky inzulin. Na ose x se
ocdetitd doba v sekundich, na ose y odezva v milivoltech. Spodni

vt der e
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kfivka plati pro lidsky proinzulin, vy%s%1i pro lidsky 1inzulin a
nejvy3581 odpovida 23 hodinové transformaci. Legenda k obr. 25:

Zpaschb _ HBL 4 PK

Chemik &islo  Harlan

Sloupec 15 cm VYDAC C18

Koncentrace

Gradient

P¥iprava vzorku

Podminky

Zatizeni 8

Den zkousky 07/12/90

Detektor ' 214 NM, 02 AUFS
"0,1 mg/ml

52,5 5,2.317,35,0,5
pouzité zfed&ni O,1N HCl
45C, 1 ml/min, 40 UL injekei, A-0,1% .
. TFA. B-DITTO/SO% CH3CN .iwoow. wrow i oo i oot Ciniiiaiin

— A =201,1/2 |
lidsky preinzulin

— ¢ = B<17

23 hodinova traqnsgormace

- —— - f#ada III3 injekce 2

1idsky inzulin
Po enzymovém Stépeni se ziskand peptidovd smés rozdéli na své
sloZky za pou2iti RP-HPLC, jak jJe zfejmé z obr. 26 a rQzné frakce
se shromai*di a analyzuji se, jak je dolofeno v tabulce IV. ‘
Legenda k obr. 26, ktery se tyka transformace Gly-A-C-B HPI na
BHI ptes trypsin & CPB. Na ose X se odelit4d doba v sekundédch, na

ose y odezva v milivoitech.

Zpasob HBL 4 PX

Chemik &islo Harlan

Slouﬁec ' 1 15 cm VYDAC élalﬁep & bro{”' ..
Podminky

Zatizeni 8 |

Den zkoudky 07/26,/90

Detektor ' " 214 nm, 2,0 AUFS
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1 mg vzorku + tr¥Ypsin a CPB
45C, 1 ml/min, A-~0,1% TFA, B-"v 50% CH;CN
grad" 35-52,5/5 a% 60/5 a% 53/30 at 90/.1
— tada III3 injekce 4
podi]l AS528MHO25

Tabulka IV

Analyza peptidt z proteolytické transformace ACB-proinzulinu na

inzulin , :
Analytickd metoda

Pik 4  Identita FAB/MS AAAa HPLC Peptidov4 mapa

2 +4 B22 30 ND ano  ND ND

3+5 B22 29 " ND " ano ND ND

9 C-peptid 3020, 3 ND . ano ND

14 DOP-inzulin C  4866,4  ano ND ND . .

16 Arg-inzulin 5964.8  ano ND ND . _

17 nzutta T 7 seos,s C ND T ano " ane AR

17 des-Thr-inzulin 5707,3 ND N . ane .’

ND = nestanoveno
aAmino kyselinovéd analysa L ‘ )
PV8 proteasovy peptid mapujici cdeS_ (B22-30 inzulin
ddeg-ThrBs3o-inzulin

Piky 2+ 4a 3+ 5na obr. 26 se identifikuji JakoZto
GFFYTPK = Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys (B23-29) - a GFFYTPKT =
Gly—Phe—Phe—Tyr—Thr—Pro—L§3*Thr (B23-30), coZ Jje pravdépodobnd
vysledkem St&peni trypsinem na Arg-22 B-Petézce inzulinu (Tabulka
1V) a jsou jakoZto dublety pro nutnost dvou oddélenych jednotli-
vych wvst#ik@ na sloupec. Pik 9 (obr. 26) se identifikuje jako
C-peptid na zaklad® koeluce C-peptidovym standardem a molekulovym
hmotovym stanovenim FAB-MS (tabulka IV). Pik 14 (obr. 26) odpovi-
da deg-oktapeptid (B23-30) inzulinu, co? je druhy produkt reakce,
ktery poskytuje pik 2 a 3. Pik 16 se identifikuje jako mono-Arg-
inzulin, pravdépodobnd mono-Arg(A22)-inzulin, na zakladd FAB-MS a
aminokyselinové analyzy (tabulka IV). V&tai izolovany pik z trang-~




formace je frakce 17 (133 pug). Tento bilkovinovy pik koeluuje
g8 autentickym biosyntetickym lidskym inzulinem za pou%iti RP-HPLC,
jak doklada obr. 27, na kterém je peptidovd mapa inzulinu. Na ose
x se odetita doba v sekundach, na ose y odezva v milivoltech.
Legenda k obr. 27:

Zplasob WYL-O

Chemik &islo A885

Sloupec ZORBAX C8 150A
Ptiprava vzorku

Podminky

Zatizeni 159

Den zkou¥ky - 08/07/90

Detektor ‘ " "214 NM o

| enzymové #t&peni jako pfes WOT-0
A: S5%ACN/75%H;0/20% 1,25M Na;50,

oy . PR g

iy

- —. fada 718 injeke{ . - ¥ U1 7T
' podil ASO086
— tada 718 injeket =~ - 2

. podil AS52-8MB-025-17 siws - - o0 nimrais ol

Pfi analyze FAB-MS se 2iska  pik molekulové hmotnosti 5808,5, jak
se ofekava pro 1lidsky inzulin. Krom& toho se " pozoruje mensi pik
molekulové hmotnosti 5707,3, ptedstavujici 10 a% 125 % vedkers
bilkoviny a 1identifikovany jako des-Thr(B30) inzulin. Des-Thr
(B30) inzulin je znam ke kochramatografovadni s lidskym inzulinem
za RP-HPLC systému, pouZitého tak, %e se neolekdva netspdch k od-
déleni tohoto materialu od inzulinu. Pik 17 se také analyzuje za
pouziti Staphylococcus aureus V8 proteazového peptidu, mapujiciho
podle Chance R.E a kol. (1981), Peptides. Synthesis, Structure .
and Function. Proceedings of the Seventh American Peptide Sympo-~
sium (Rich, D.H. &IGross; E.), str. 721 a% 728, Pierce Chemical
Company, Rockford, IL, pfilemZ se zjistuje, %e je identicky s bi-
osyntetickym lidskym inzulinem 2& otekavani, Ze se pozoruje maly
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pik, reprezentujici (GFFYTPK) Gly-Phe-~Phe-Tyr-Thr—-Pro-Lys (z des-
Thr(B30)inzulinu) vedle normalniho piku (GFFYTPKT) Gly-Phe-Phe-

Tyr~-Thr-Pro-Lys-Thr, jak je ztejmé z obr. 27. Jak je zFejmé z obr.

30, produkovany inzulin proteolytickou transformaci ACB-inzulinu
je 100% Dbiclogicky aktivni p#i receptorovych zkoufkach lidského
placentélniho inzulinu.

Pro dalsi stanoveni, zdali bilkovina, produkovana ptikladnym

enzymatickym 3tépenim ACB-proinzulind odpovidd nebo neodpovidéd na-

tivnimu lidskému inzulinu, se porovnavaji obrazce trypsin + pep-
sinového Ztépeni ACB-proinzulinem produkované bilkoviny ve srov-
ndni s obrazci trypsin + pepsinovych #&t&picich obrazcf lidského
inzulinu. Prostfednictvim trypsin + pepsinového #tépeni lidského
inzulinu se zisk& stabiln{ A1-13/B1-11 fragment plus Setné jiné
mens1i fragmenty, jak popisuje Toren, P a kol., (1988) Anal. Bio-

.chem. svazek 169, atr. 287 a% 299. Z 12 moZinych inzulinovych di-
sulfidickych izomerd, obsahujicich jednoduchy A a B Fetézec, pou— -
.26 t¥i mohou poskytovat volné a dddélené_ fragmenty pfi Stépeni -;

s pepsinem, jmenovit#é pfirodni hormon a dva disulfidické izomery
chemicky syntetizovanéd dfive, jak popisuje Sieber P.a kol.,(1978)
Hoppe-Seylor‘s 2. Physiol. Chem., svazek 359, str. 113. a% 123.

Fragment Al~13/Bl1-11 se ziska z trypsin/pepsinového 5tépeni ACB- -
proinzulinu a pofovnév&nse-s::fragmentgaanltlsfﬁl—llL@&ziskanYmiuaf“r-w

z téchto t#{ inzulinovych izomerd. Kompletni pepsinové Stépeni
ukazuje, 2e v8t31i HPLC pik koeluuje 8 Al-13/Bl-11 fragmentem
z pfirodniho inzulinu a Ze neobsahuje 2Adny z pikQ soutéZicich
Al1-13/B1-11 fragmentf ze dvou disulfidickych izomert, jak je uka-
zédno na obr. 22. V&ts{ 5tépny pik se &istl{ (53 ug) a podle zjis-
t8ni ma odekavané aminokyselinové sloZeni pro Al-13/Bi-11.

Nasfedujici ptiklady praktického provedeni vynalez objasiiu-
ji, nijak jej v8ak neomezuji.

P#iklady provedeni vynélezu

Pfiklad 1

Konstrukce syntetického ACB-proinzulinového genu

F%




278 par bazi DNA fragment, ktery zakodovdva lidsky
ACB-proinzulinovy gen se udr&i na bazi dobte znédmé aminokyselino-
vé sekvence lidské proinzulinove molekuly a  zahrnuje
sekvence: (pozitivni f#etézec sekv ID &islo 2, negativni ¥etézec
= sekv ID &islo 3) '

5t - AGCTTCATATGGGCATTGTGGAACAATGCTGTACCAGCATCTGCTCCCIG
3' - AGTATACCCGTAACACCTTGTTACGACATGGTCGTAGACGAGGGAC

TACCAGCTGGAGAACTACTGCAACCGCCGTGAGGCAGAGGACCTGCAGGTG
ATGGTCGACCTCTTGATGACGTTCGCEGCACTCCETCTCCTGGACGTCCAC

GGTCAGGTGGAGCTEGGCGGTGECCOGEETGCAGGCAGCCTGCAGCCGCTG
‘CCAGTCCACCTCGACCCGCCACCGGGCCCACGTCCGTCGGACGTCGGCGAC

GCCCTGGAGGGTTCCCTGCAGAAGCGTTTTTTGAACCAACACCTGTGCGGC
(CGGGACCTCCCANGGGACGTCTTCGCAAARAACTTGGTTETGGACACGCCG
g g E T I “-_Tﬁ_ﬂﬁuqyﬂﬁﬁ?@;gm.
TCCCACCTGGTGRAAGCTCTGTACCTEGTCTGCGETGAACGTGGCTTCTTC
 AGGGTGGACCACCTTCGAGACATGGACCACACGCCACTTGCACCGRAGRAG ™,

TACACCCCGAAGACCTAGGATCCG - 3! . :
. ~ . ATGTGGGGCTTCTGGATCCTAGGCTTAA - 5° - - o

) Nukleotidové'sekvencé se modifikuji na svych zakon&enich ‘5(
a 3' pfidanim bazi k vytvofeni NDel a BamHI restrikénich poloh
lemovanych HindIII a ECoRI pclohami pro klonovani genu do polys-
pojovnikové oblasti pUC18 plasmidu. Osm syntetickych oligonukleo-
tidG (oblasti 1 - 8 ve shora uvedeném grafu), li%icich se délkou
od 56 do 74 bazi, jak shora uvedeno, se generuji za pouziti DNA
syntetizeru Applied Biosystems Model 380AR nebo 380B (obchodni
produkt spole&nosti Applied Biosystems, 850 Lincoln Center Drive,i'
Foster City, CA 94404) podle pokynQ vyrobce a %isti se elektrofo-
rezou na 15% polyakrylamidového gelu. Tyto oligonukleotidy se
fosforyluji za pou2iti {gamma-p32] ATP a polynukleotidové kinasy

a pak se komplexuji s T4 DNA ligasou k vytvofeni dvou 139 part
¢ L
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b&azi dlouhych DNA duplexf, jak popisuje Brown, E.L.,, Belagaje R,,
Ryan M.J. a Khorana H.G., (1979), Method in Enzymology, Academic
Press, N.Y. 68, str. 109 a3 i51.

Prvni polovina ACB-PI genu se formuje miSenim nefosforylova-
ného oligonukleotidu 1 fosforylovanymi oligonukleotidy 2, 5 a 6,
zatimco druh4 polovina genu se formuje mi%enim fosforylovanych
oligonukleotidd 3, 4 a 7 nefosforylovanym oligonukleotidem 8. Ob#
poloviny genovych fragmentt se &igti na 15% polyakrylamidovém ge-
lu a DNA se ziska z gelového tenksho tezu elektroforeticky a od-
solenim na sloupci Sephadexu G-50.

P¥iklad 2

Konstrukce plasmidu PRB 181 e
Pribli2né 5 pg plasmidu puC18 (obchodnd dostupny u spoled-

‘nosti Boehringer-Mannheim) se suspenduje ‘v 10 pul 10X HindIiI
pufru (1M chloridu sodného, .50 mM chloridu‘hofeénatého,-;100_mn-f%%w%;,

tris-HC1, hodnota pH 8,0, 10 mM dithioerythritolu), ve 2 ul Hind-
IIT restrik&ng endonuklease (obchodnd dostupna u spolednosti
Boehringsr—ﬁannheim, 26 jednotek), v 85 Ml vody, mirn4 se micha
a inkubuje se pfi teplot& 37 ‘¢ po dobu dvou hodin. DNA se vysréa- -
21 tfemi' objemy ethanolu, 0,3 M v octanu sodném. Po odstfedsni
a usufeni ve vakuu se peleta rozpusti v 10 pul 10X EcoRl pufru
(1M chloridu sodnsho, 100 mM ohloridy hote&natého, 500 mM
tris-HC1, hodnota pH 7,5, 10 mM dithiocerythritolu), ve 2 ul EcoRI
restrik&niho enzymu (obchodnd dostupny u spole&nosti Boehringer-
Mannheim, 20 jednotek), v 88 pl vody, mirn& se micha a inkubuje se
pti teplotd 37 °C po dobu dalXich dvou hodin. DNA sze opét vysra%i
ttemi objemy ethanolu, 0,3 M v octanu sodném, a podrobuje se
elektroforeze na 1% agarosovém gelu s nizkou teplotou tani. Véta1
HindIII/Eco R restrikéni fragment (2623 bp) se odfizne zZ gelu
a DNA se ziskd vedenim sloupcem Elutip~dR (obchodnés dostupny
u spole&nosti Schlicher & Schuell, Keene, NH, 03431) podle navo-
du vyrobce. Po vysra%eni a usufieni gse DNA skladuje v 30 pml 10mM
tris-HCl, hodnota pH 8,0 pfi teplotd 4 °C. |
PEibliZ2né 5 ul tohoto vektoru DNA se smisi s 10 pikomoly




dvou syntetickych DNA fragmentd, shora pfipravenych, v 50 ul li-
gatniho pufru (50mM tris-HCl, 10 mM chloridu hofeénatého, 10 mM
DIT, 800 uM ATP a 3,5 jednotek T4 DNA ligasy, hodnota pH
7,6) .Reak®ni smés se inkubuje pfi teploté 4 °C pfes noc a ptevede
ge do zmrazenych pifislusnych bunék E. coli DH5 (obchodn& dostup-
nych u spole&nosti Bethesda Research Laboratories, Inc., P.O. Box
6009, Gaithersburg, MD 20877). Transformanty se nechavaji rast
pfes noc pfi teplotd 37 °C na x-gal TY agarovych desti%kach, ob-
sahujicich 100 pug/ml ampicilinu. Voli se klony obsahujici spravny
inzert ztratou funkciondlniho lacZ genu podle modro/bilé kolonové
selekce a potvrzuje se ds-DNA sekvencovanim za  pou%iti
Sekvenasové soupravyy (obchodn# dostupnd u =poleénosti United
States Biochemical Corp.). Ziskany plasmid se oznatuje jako
PRB181. - |

Piiklad 3

Konstrukce rekombinantnich vektord a. hostitelﬁ
A. Konstrukce plasmidu pCZRlZSS o _
1. Izolace plasmidu pkC283" " T - N ' ' . )
| Lyofily E. coli K12 BE1201/pKC283 se “ziskaji u spole&nosti
Northern Regional Research-:Laboratory, “Pedria, Illinois™61604, "
pod ¢islem NRRL BG-15830. Lydfily se dekantuj{ do zkumavky obsa-~
hujici 10 ml LB prostfedi (10 g Bacto-tryptonu, 5 g Bacto kvas-
niZného extraktu a 10 g chloridu sodného na litr, hodnota pH nas-
tavena na 7,5) a inkubuje se po dobu dvou hodih pfl teplotd 32
‘C, ptitem¢ se vytvoii kultury 50 pg/ml v ampicilinu a pak se in-
kubuje p¥l teploté 32 °C pfes noc. Buliky E. coli X12 BE1201/pK-
C283 sge kultivuji pi#i teploté 32 °C, jeliko% bufiky obsahuji
k teplotd citlivy c¢I represni gen, integrovany do bun&&né DNA.
JesliZe se pouZiji bufiky, které obsahuji divoky +typ lambda pL
represorového genu nebo které neobsahuji lambda. plL promoter pfi
izolatnim postupu, jak popsdnoc v nésledujicich p#ikladech, je in~
kuba&ni teplota 37 °C.

Maly dil kultury, péstované pfes noc, se vnese na LB-agaro-
vé destitky (LB prostfedi s 15 g/1 Bacto—agaru), obsahujici 5
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Hg/ml ampicilinu tak, Ze se ziska jednoduchy kclonovy izolat E.
coli K12 BE1201/pKC283. Ziskand jednoduchd kolona ge naofkovavi
do 10 ml LB prostifedi, obsahujictho 50 Hg/ml  ampicilinu a
inkubuje se p#es noc pti teplotd 32 °C za intenzivniho tfepani.
Naolkovava se 10 m] kultury, kultivované ptes noc, do 500 LB pro-
stfedi, obsahujicihe 50 ug/ml  ampicilinu a inkubuje se pt#i
teploté 32 °C za intenzivniho +tfepéni tak dlouho, a%Z kultura
doséhne stacionarni faze,

Nasledujici procedura je ptizplsobena podle Maniatis a kol.,
1982, Molecular Cloning (Cold Spring Harbor'Laboratory). Buiiky se
sklidi odstfed¥nim p#i 4000 g po dobu 10 minut p#i teplotd 4 °C
a pak se'supernatant Zahodi. Bunéé&na ‘peleta se promyje ve 100 ml .
ledové chladného STE pufru (0,1M chloridu sodného, 10 mM Tris-HCl,
hodnota pH 7,8 a 1 mM EDTA). Po promyti se bunéé&na peleta
resuspenduje v 10 ml Roztoku 1 - (50 mM gilukoza, 25 mM Tris~HCI,
hodnota pH 8,0 a 10 mM EDTA), obsahujicim § mg/ml lysozymu a bo-
nech& se pfi +teplots mistnosti po dobu 10 minut. “P¥ida se 20 ml o
Roztoku 2 (0,2 N hydroxidu sodného a 1 % SDS) do bun¥k zpracovafi s e
nych lysozymem a rozfok”se'mirné michd za inverze. Smés se inku— o
buje na ledu po dobu 10 minut. o _ s

PEidA se 15 ml ledové chladného 5 M octanu draselného,
hodnota pH 4,8 do zpracovand” sm¥si -bun&k a roztok se' micha za
inverze. Roztok se inkubuje na ledu po dobu 10 minut. Pfipravi
S8 5 M roztok octanu draselného -p#idanim 11,5 ml-ledové kyseliny = -
octové do 28,5 mi vody 2 60 m! 5 M octanu draselnéiho. Zigkany
roztok je 3 M se zfetelem na drasiik a 5 M se zietelem na acetat.

Lysovand smés bunék se cdstfeduje v odst¥edivce Beckman SW27
(nebo v rovnocenns odstfedivce) pii podtu otdtek 20000/min po
dobu 20 minut p#i teploté 4 °C. Bun&&na DNA a zlomky vytvatejt
peia#u——aa—&né——zkumavky. Ziska se pfibliZn& 36 ml supernatantu

a'prida Se 0,6 objem isopropanclu, smisi se & ziskany roztok se
ponecha p#i teplotd mistnosti Po dobu 15 minut. Plasmid DNa se
ziskd ostf¥edovanim p#i 12000 g po dobu 30 minut pii teplotd mist-
nosti. Supernatant se vyhodi a DNA peleta se promyje 70% ethano-
lem p#i teplot® mistnosti. Ethanolovy promyvaci roztok se dekan-‘
tuje a peleta se vysugi ve vakuovém desikitoru. Peleta se pak're¥
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suspenduje v 8 mi TE pufru (10 mM Tris-HCl, hodnota pPH 8,0 a 1mM

EDTA) .

P¥idd se 8 g chloridu cesného do DNA roztoku. P¥ibliZné 0,8
ml 10 mg/ml roztokuu ethidiumbromidu ve vodd se ptida na kaZdyéh
10 ml roztoku chloridu cesného - DNA. Konefné& hustota roztoku je
p¥ibli%ng 1,55 g/ml a ethidiumbromidova koncentrace je p¥ibliZnég
600 ug/ml. Roztok se ptevede do odstifedivkové zkumavky Beckman
Type 50, naplni se po vrch parafinovym olejem, utésni se a od-
st¥eduje se pfi poftu otalek 45000/min po dobu 24 hodin pri tep-
lotd 20 °C. Po odstfeddni jsou viditelné dva pasy DNA v obylejmém
svétle. Po odstranéni &epiéky ze zkumavky, se odstrani ni%3{ DNA
pas pouzitim st¥ikatky s hypodermni jehlou #21, zavedenou z boku
odstiqdivkov? zkumavky. _ | '
| Ethidiumbromid.se-odstrani opakovanou extrakci{ vodou nasy--

cenou l-butanolem. Chlorid cesny se odstrani dialyzou proti TE

- pufru. Po extrakcich pufroﬁan?m:fenolem;a pak chloroformem se DNAx
.. Vvysra2i, promyje se 70% ethanolem a vysufi se. Ziska se ptibli!nQVwa_'
1 mg plasmidu pKC283 a uloZi se pfi teplotd 4 °C v TE pufru pii
" koncentraci pFibliZn& 1 pg/ul. Restrikéni poloha a funkéni mapa

plasmidu pKC283 je na obr. 1. i

CPE{RlAd 3.A.2 - e

Konstrukce plasmidu pXC283PX

~ Pfibli%né& 10 pl! plasmidu pKC283 DNA, ptipraveného zplsobem
podle pfikladu 1, se smichd se 20 ul systému 10 X sttedni- solny
restrikéni pufr (500 mM chlorid sodny, 100 mM Tris-HCl, hodnota
pH 7,5, 100 mM chlorid hofednaty a 10 mM DTT), 20 ul 1 mg/ml BSA,
5 ul restriéniho enzymu Pvull (pfibli%né& 50 jednotek, jak defino-
véno spolednosti Bethesda Research Laboratories (BRL), od které
jsou v3echny zde pouZivane restrikéni enzymy) a 145 ul vody
a ziskana reakéni smés se inkubuje pti teplot# 37 °C po dobu
dvou hodin. Restrikéni enzymové reakce, zde poplsovane, se rutin-
né ukon®uji fenolovou a pak chloroformovou extrakci, po které-se
provede vysraZeni DNA, promyti ethanolem a resuspendovani DNA
v TE pufru. Po ukoneni Pvull 3tépeni, 3jak shora popséno, PvuIll

3
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§tépeny plasmid pKC283 DNA se vysraZi a pak sge resuspenduje v 5
ul TE pufru,

P¥ibli%n& 600 pikomol (pM) XholI spojovnikh (5" -CCTCGAGG~3")
(sekvence Id &islo 4) se kinazuje ve smési obsahujici 10 ul 5 X
pufru Kinasa (300 mM Tris-HCl, hodnota PH 7,8, 50 mM chioridu ho-
Ffe€natého a 25 mM DTT), 5 ul 5 mM ATP, 24 Hl vody, 0,5 ul T4 poly-
nukleotidové kinasy (pt#ibli%ns 2,5 jednotek, jak definovéno P-L
Biochemicals), 5 ul 1 mg/ml BSA a 5 ul 10 mM spermidinu inkubaci
smési pfi teplotd 37 °C po dobu 30 minut.

PtibliZnd 12,5 pl kinasovanych Xhol gpojovnikd se pfida do
5 pl Pvull Stépeného plasmidu pkC283 DNA a pak se p¥ida 2,5 ml
10 X 1ligasového pufru (300 mM Tris-HCl, hodnota pH 7,6, 100 mM
chlorid hofeénat? a 30 mM DTT), 2,5 pul 1 mg/ml BSA, 7 pl 5 mM

ATP, 2,5 ul (ptibli%ng 2.5 Jednotek podle P-L Biochemicals)T4 LT
DNA ligasy, 2,5 ul 10 mM spermidinu a 3 Hl vody do DNA. Vysliedna R
ligadni reakdni sm#s se inkubuje ptes noc pti teploté 4 °C.Po - ..

“ukonteni ligatni reakce se ‘reakdéni smés nastavi tak, aby méla __
slofent vysoce slaného pufru (0,1 M chloridu sodného, 0,05 M Tris—' ‘
HC1l, hodnota pH 7,5, 10,0 mM chloridu hoteénatého a 1 mM DTT)., =

P¥id4 se pitibliZné 10 ul (100 jednotek) restrik&niho enzymu Xhol = - &
do sm&si a ziskand reak&ni smés se inkubuje p#i teplots 37 *C po
dobu dvou hodin. e : S : . -
Reakce se ukon&i a Xhol $tdpend DNA se vysra2i, resuspenduje
a provede se ligace shora popsanym zplisobem s tou vyjimkou, %e se
do liga¢ni smési nepfidéd %4dny Xhol spojovnik. Ligatovana DNA je
Zadanym plasmidem pKC283PX. Restrik&ni misto a funk®ni mapa plas-
midu pKC283PX je na obr. 2.

Ptiklad 3.A.3

Konstrukce E. coli K12 MO (lambda %) /pKC283PX

E. coli K12 MO(lambda+) se mO%e ziskat od Northern Regional
Research Laboratories, kde je ulo%eno pod &islem NRRL B-15993,
v lyofilizovaném stavu. E. coli K12 MO(lambda+*) obsahuje divoky
typ lambda pL CI represorovy gen, takZe transkripce z hybridu pL-
lpp promoteru podle vynélezu neprobihd v buBkdch E. coli K12
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MO(lambda+). Lyofily se rekonstituuji, Jjednoduche kolonie
MO(lambda+) se izoluji a ptipravi se 10 ml p¥es noc kultivovaych
MO(lambda+) buné¢k v podstaté zphsobem podle ptikladu 29A1 s tou
vyjimkou, Ze.teplota pfi inkubaci je 37 °C a v rl@stovém prostiedi
se nepouZivad Z4dného ampicilinu.

Pou?ije se 50 pl kultury kultivované p#es noc k nao&kovani
5 ml. LB prostiedi, které také obsahuje 10 mM siran hoteénaty
a 10 mM chlorid hofednaty. Kultura se inkubuje pfi teploté 37 °C
ptes noc za intenzivniho tfepani. Nasledujici rano se kultura
ztedi na 200 ml LB prostfedim, obsahujicim 10 mM siranu hot*e&na~
tého a 10 mM chloridu hote#natého. Z¥eddénd kultura se inkubuje
pti teploté& 37 °C za intenzivniho t#epéni a% je absorbance pti
550 . nm (Asso) pfibliﬁné 0,5, co% indikuje hustotu bunék p¥ibliZnd

1l x 108 bunék/mi Kultura ge ochladi na 10 minut v lazni ledové
vody a builky se pak shroméd%di odstfedovanim pfi 4000 g po dobu--—
10 minut p#fi 4 °C., Bun&tna peleta se resuapenduje ve 100 ml stu-.

deného 10 mM siranu_horeénatého a pak se bezprostfednd znova pe-

letizuje odst#eddnim. Bun&éna peleta se resuspenduje ve 100 ml

30 mM chloridu vapenatého a inkubuje se na ledu po dobu 20 minut.

Buiiky se opét shromézdi -odsttedénim a resuspenduji se v 10 o

e

ml 80 mM chloridu vapenatého. Pl mililitrovy podil bunék se pti— S
. 44 do ligované DNA, pfipravené---podie ptikladu+29A2; DNA ge "ppf="a -4

pravi 30 mM v chloridu vapenatém. Sm&#s bundk a DNA se inkubuje na

~ ledu 'po dobu Jjedné hodiny, tepeln# se na ni 'plsobi pfi 42 °C po

dobu 90 sekund a pak se ochladi na ledu v prab&hu p#ibli%né dvou
minut. Sm&s bun#k a DNA se zfedi na 10 ml LB prostfedim ve 125 ml
battkdch a inkubuje se pti teplotd¥ 37 °C po dobu jedné hodiny. Na-

nesou se 100 ul podily na LB agarové destidky obsahujici ampici- -

lin a inkubuji se p#i teplotd 37 °C a2 do vyskytu kolonii.
Kolonie se jednotlivd kultivuji a plasmid DNA jednotlivych
kolonii se zkoum& restrikéni enzymovou analyzou a gelovou elekt-

roforézou. Plasmid "DNA se izoluje zpisobem podle ptikladu 29A1,

aviak stupeli gradientu chloridu cesného se vynechava dokud se %a-
dané E. coli K12 MO(lambda*+)/pKC283PX transformaty neidentifiku-
ji. Restrik&®ni misto a funkéni mapa plasmidu pKC283PX je na obr.
2. '

L,




P#iklad 3.A.4

Konstrukce E. coli K12 MO (lambda %) /pKC283-L

Ptipravi ge 10 pg plasmidu pKC283PX DNA zplsobem podle p¥ik-
ladu 29A1 a2 rozpusti se v 20 pl 10X vysoce slaného pufru, 20 pl
1 mg/ml BSA, 5 ul (p#ibli%nd 50 Jednotek) restrikéniho enzymu
BgllI, 5 ul (p#ibliZné 50 Jednotek) restriké&niho enzymu Xhol
& 150 ul vody a ziskana reakéni smds se inkubuje po dobu dvou ho-
din pfi teplots 37 ‘cC. Reakce se 'ukonéi a po vysréaZeni
BglII-Xhol %t4pend DNA se DNA resuspenduje v 5 ul TE pufru. Syn-
tetizuje a kinazuje se DNA spojovnik s konci DNA s jednoduchym

fet&zcem charakteristicky restrikénim enzymovym Sté&pentm BglII @ =

XhoI. Spojovnik se kinazuje v podstatd zplsobem podle pfikladu
3A2. DNA gpojovnik ma nésledujici strukturu: ... y

VO

5'-GATCTATTAACTCAATCTAGAC-3' S
NI (sekv. ID 6islo 5)
3"ATAAETGAGTTAGATCTGAGCT’5' (sekv. ID &islo 6)

Shora uvedeny spbjovnik se syntetizuje z daoxyoligonukléo-..

tidd s jednoduchym fetdzcem o sobé Znamym zpﬁsobem Deoxyoligonu—
kleotidy s jednoduchym fet#zcem se mohou syntetizovat za pouziti
komer&né dostupnych zafizeni, jako je- napfikiad syntetizator 380
DNA Syntetizer spole&nésti ‘Applide BiosystemS'(BSO Lincoln Centre

Drive, Foster City, CA 94404),, ktery vyuZiva fosforamiditové.

chemie, Jiné procesy pro syntezu DNA jsou v oboru rovnés znamy.
BéZné modifikovany fosfortriesterovy zptsob gyntetzy DNA s jedno-
duchym fet&zcem popsal Itakura a kol., 1977, Science 198:1056 and
Crea a kol., 1978, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 75:576. Kromé toho

popsal specialni zplisob DNA syntezy Hsiung a kol., 1983, Nucleic
Acid Research 11:3227 a Narang a kol., 1980, Methods in Enzymolo-
gy 68:90,.

Spojovnik a BglII-Xhol 4tépeny plasmid pKC283PX se ligatuje
v podstatd zpGsobem podle pfikladu 3A2. Ligatovand DNA konstituu-
Je 24dany plasmid pKC283PX. Restrikéni misto a funkéni mapa plas-
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midu pKC283-L jsou na obr. 3. Plasmid pKC283-L DNA se pouZiva
k transformaci E. coli K12 MO(lambda+*) a rezultujici E. coli K12
MO(lambda+) /pKC283-L +transformanty ge identifikujl v podstatd
zptsobem podle p#ikladu 3A3. '

P#iklad 3.A.5.

Konstrukce E. coll Xi2 MO(lambda+)/pKC283-LB

Pt+ibliZn# 10 pg plasmidu pKC283-L DNA, ptipraveného v pod-
staté zpOsobem podle p¥ikladu 29A1, se rozpusti ve 20 ul 10X vy-
soce slaného pufru, 20 ul 1 mg/ml BSA, 5 ul (pfibli%n& S50 jedno-
tek restrikéniho enzymu Xhol a 155 ul vody a ziskana reakéni smés
se inkubuje pti teplotd 37 °C po dobu dvou hodin. Xhol ¥tépeny
plasmid pKC283-L DNA se pak vysrdZ2i z reakéni smési pf#idanim ti{ -
objeml 95% ethanolu a jedné desetiny objemu 3 M octanu sodného,
inkubuje se v lazni suchy led - ethancl po dobu 5 minut a odstte—
di se. Ziskana DNA peleta se pfomyje- 70% ethanolem, vysu3i se
a resuspenduje se ve 2 pl 10X zlomoveého transla&niho pufru (0,5
.M Tris-HCl, hodnota pH 7,2, 0,1 M siranu hofenatého a 1 mM DIT),
v 1 pl roztoku 2 mM v ka%dém deoxynukleotidtrifosfatu, 15 pl.ﬁo— |
dy, 1 ul (ptibliZn®& 6 jednotek podie P-L Bilochemicals) Klenow,
ktery je velkym frégmentem E. coli “bNA polymerasy I a v 1 ul 1
mg/ml BSA. Ziskand reakdni smés se inkubuje p¥i teplotd 25 °C po
dobu 30 minut. reakce se ukon&i inkubaci roztoku p#l teploté 70
°C po dobu 5 minut.

BamHI spojovniky (5°'CGGGATCCCG-3°)(sekv. 1ID ¢&islo 7) se
kinasuje a ligatuje na XhoI'Qtépeny, Klenowem zpracocvany plasmid
pKC283~L DNA v podstat# zpQsobem podle p#ikladu 3A2. Po liga&ni .
reakci se DNA %té&pi s pfibliZné 100 jednotkami BamHI po dobu
pribli%né dvou hodin p¥i teploté 37 °C ve vysoce slaném pufru. Po
BamHI 4tdpeni se piipravi DNA pro ligaci v podstatd stejnym
' zpGsobem jako podle pFikladu 3A2. ‘

P¥ibli%Zné 5,9 kb BamHI restrik&ni fragment se cirkularizuje
1igaci a transformuje se na E. coli K12 MO(lambda+) v podstatd
stejnym zphsobem jako podle p#ikladu 3A2 a 3A3. E. coll Ki2 MO
(lambda+) /pKC283~LB transformanty se identifikuji a pak se pti-




_51_

pravi plasmid pKC283-L DNA v podstats zplsobem podle p¥ikladu
3A1. Restrikéni misto a funké&éni mapa plasmidu pKC283-LB jsou na
obr., 4. '

Piiklad 3.A.6

Konstrukce E. coli K12 MO(lambda+) /pL32

Ptibli%nd 10 pg plasmidu PKC283PX se #tépi restriénim enzy-
mem Sall ve vysoce slaném pufruy, zpracuje se Klenowem a ligatuje
se na EcoRI spojovnik (5'GAGGAATTCCTIC-3')(sekv. ID éislo 8)
v podstaté stejnym zpasobem, jako je popsé&no v ptikladu 3A5 s vy~
jimkou pouzivaného vychoziho plasmidu, restrik&niho enzymu a spo-
jovniku. Po 4tépeni s restrikdnim enzymem EcoRI, které vede k od-
Std¥peni pfibli%n¥ 2,1 kb DNA, p¥ibli%n# 4,0 kb EcoRI se restriks-
. nl fragment cirkularizuje ligaci na vysledny plasmid pxczsaphs.
Ligatované DNA se pouZiva k transformaci E. coli K12 HO(lamhdai)
v podstaté stejnym zplsobem jako podle pfikladu 3A3. E. coli K12
MO(lambda+)/pKC283-LB transformanty se identifikuji a pak se pfip-
ravi plasmid pKC283PRS DNA v podstaté zplsobem podle p¥ikladu 3Al1.
Restrikéni misto a funkéni mapa plasmidu pKC283PRS jsou na obr.5.

P#ibli%né 10 pug plasmidu pXC283PRS se stépi ve 200 pl vysoce
slaného pufru s pfibli%né 50 jednotkami ka%dého z restriké&nich
enzym& PstI a SphI. Po inkubasci reak¢ni smési prfi teplots 37 °C
po dobu pEibliZnd dvou hodin se reakéni smés podrobuje
elektroforeze na 0,6% agarozovém gelu s nizkou teplotou gelovani
(spole&nosti FMC Corporation, Marine Colloids Division, Rockland,
Maine 04841) po dobu 2 a% 34 hodin pti ptibliZnd 130 V a ptibliz-
né 75 mA v Trig—-acetatovém pufru,

Gel se zabarvi ve zfed®ném roztoku ethidiumbromidu a pas

DA, konstituujicy priblizné 0,85 kb PstI-Sphl restrikéni
fragment,, ktery se zviditelni v dlouhovinném ultrafialovém
svétle, se odfilzne od gelu ve form& maldho segmentu. Objem
gegmentu se stanovi podle hmotnosti a hustoty segmentu a p#ida se
stejny objem 10 mM Tris-HCl, hodnota pH 7,6 do zkumavky
obsahujici segment. Segment se pak roztavi inkubaci pfi teplotd
72 °C. Ziska se pribli%n¥ 1 g pribli%nd 0,85 kb Pstl-Sphl
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PRE
restrikénihoe fragmentu plasmidu pKC283- v objemu asi 100 pul.

Analogicky se 5t&pil plasmid pKC283-LB s restriknimi enzymy Pstl
a SphlI, a vysledny ptibliZzn& 3,0 kb restrikéni f{ragment se
izoluje elektroforézou agarosového gelu a ptipravi se k ligaci.
P¥ibliZn® 0,85 kb PstI-Sphl restrikéni fragment plasmidu
PKC283PRS se ligatuje na pfibliZné 3,0 kb PstI-Sphl restrikéni
fragment plasmidu pKC283~LB v podstat$ zplsobem podle piikladu
3A2. Ligatovanad DNA konstituuje 2adany plasmid pL32. Restrikéni
misto a funkéni{ mapa plasmidu pL32 jsou na obr. 6. Plasmid pL32
se transformuje na bufiky E. coli K12 MO(lambda+) v podstaté stej-
nym zptaobem jako podle p¥ikladu 3A3. Plasmid pL32 DNA se ptipra-
vuje z E. coli K12 MO(lambda+)/pL32 transformantt v podstaté zpd-
sobem podle pPikladu 3Al. Analyza plasmidu pL32 DNA doklada, Ze
ﬁic; néﬁ jedaﬁ EcoRI.spojovnik: je vazan na Xlenowem zpracovana
Sall zakonteni plasmidu pKC283PX..Obsah vice.neZ jednoho " EcoRI
spojovniku neovliviiuje pouZfitelnostiplasmidu pL32. nebo derivatul™’
plasﬁidu pL32 a md%e se zjistit podle p¥itomnosti Xhol restriké-
niho mista, které se generuje, kdykoiiv jsou spolu vazany dva

R

spojovniky EcoRI. Alternativné se maZe .konstruovat. plasmid pL32
odSt¥penim Sall-EcoRI ~a ligaci podle prvniho- odstavce tohoto - .
ptikladu na plasmid pKC283-LB. '

P¥iklad 3.A.7

Konstrukce E. coli K12 MO(lambdat)/pL47

E. coli K12 RV308/pNM789 se mlZ2e ziskat od Northern Regio-.
nal Research Laboratories, kde je uloZeno pod ¢islem NRRL B-18216
v lyofilizovaném stavu. Restrikéni @isto a funké¢ni mapa pNM789
jsou na obr. 7. Plasmid DNA se extrahuje =z kultury v podstats
stejnym zpflisobem, jake Jje popsano v pfikladu 1, piifemz v3ak
inkubaéni teplota je 37 °C. Suspenduje se 10 ug pNM789 ve 200 ul
PvuII pufru (50 mM Tris-HCl, hodnota pH 7,5, 60 'mM chloridu
sodného a 6 mM chloridu hofeénatého). P¥ida se jedna jednotka
Pvull a reak&ni smés se inkubuje po dobu 5 minut p#i teploté 37
°C. Enzym se inaktivuje udrZovanim na teplot# 65 °C po dobu 10
minut. Pak se pfida 30 ul BamHI pufru ((200 mM Tris—-HCl, hodnota
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PH 8,0, 1M chloridu sodného a 70 mM chloridu hote&natého), 70 ul
vody a 10 jednotek BamHI a reakéni smés se inkubuje po dobu jedné
hodiny piti teplotsd 37 °cC. Pak se pfidéa 5 jednotek alkalické
fosfatasy a inkubuje se Po dobu jedné hodiny p#i teploté 65 °C,
0ddéli se fragmenty DNA na 1% agarozovém gelu a &isti se DNA
Jednoduchy tez fragmentu (obr. B).

DNA spojovnik s chybéjicim zakon&enim a BamHI zakon&enim se
syntetizuje v podstaté zptsobem podle pfikladu 3A4. Tento
spojovnik (na 118 v obr. 8) m& ndsledujici strukturu:

5! -CTGTGCCTTCTAG- 3!
AELARARRNAR (sekv. ID &islo 9)

3'-GACACGGAAGATCCTAG-5' (sekv. ID &islo 10)

Shora uvedeny spojovnik je kinasovéan a ligatovanﬁido L
BamHI-Pvull  Stépeného plasmidu pPNM789 v podstats stejnym . - ;ﬁg
zplsobem, jako je popsdno v pfikladu 3A2. Této ligatni smési ge’ .
pouZiva k transformaci bunék E. coli K12 RV308 a izolace plasmidu
ge provadl na t8chto transformantech V;podstaté stejnym-zptsobem, - s
jako je popséno v pfikladu 3A3. Selektuji se -ndktere plasmidy, - . .-
které obsahuji vhodny Pvull fragment (494bp) -a Xbal-BamHI frag- -
‘ment (628bp). Sekvence alespot dvou z nich se stanovuje sekvencoz_-fnwf;m
vanim z polohy BamHI se z#etelem na polohu Smal a selektuje sge
jeden klon s %4danou sekvenci. Tento plasmid jako%to méziprodukt -
se oznatuje jako plasmid 120. Schema ~tochoto™ postupua restrikéni R
misto a funkéni mapa plasmidu 120 jsou na obr. 8.

K izolaci EK-BGH kodujici DNA se ~8tépl pFibli%né 10 ug
plasmidu 120 .ve 200 ul vysoce ‘slaného pufru obsahujiciho 50
jednotek kaXdého =z 'restrikénich enzymd Xbal a BamHI. Stépné
produkty se_ oddéli na agarozovéem gelu elektroforaznu a n#ihlisnx

0,6 kb Xbal-BamHl restrikéni fragment, ktery zakodovava EK-BGH,
se 1zoluje a pfipravi pro ligaci v podstaté stejnym zpQsobem,
jako je popsénc v pfikladu 292s.

Plasmid pL32 se také #t&pi restrik&nimi enzymy Xball a Bam-
HI a ptibli%n& 3,9 kb restrikéni fragment se izoluje a pfipravi
pro ligaci. P#ibli%né 3,9 kb XbaI-BamHI restrikéni fragment plas-
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midu pL32 se liguje na ptibliZné 0,6 kb XBal-BamHI restrikéni
fragment plasmidu 120 v podstatd stejnym zplisobem, jako je popsa-
no v ptrikladu 3A2, ¢imZ se ziska plasmid pL47. Restrikéni misto
a funkéni mapa plasmidu pl47 jsou na obr. 9. Plasmid pL47 se pak
transformuje na E. coli K12 MO(lambda+) v podstatd stejnym zphso-
bem jako podle pitikladu 3A3 a jdentifikuji se E. coli K12
MO(lambda+)/pL47 transformanty. Plasmid pL47 DNA se piipravuje
2 transformantf v podstaté zpGsobem podle ptikladu 3Al.

P¥iklad 3.A.8

Xonstrukce E. coli K12 RV308/pPR12ARI1

Plasmid pPR12 obsahuje k teplotd citlivy pL represoroevy gen’

cI857 a plasmid pBR322 a gen ptispivajici k odolnosti k tetracyk-
linu. Plasmid pPR12 je popsan V americkém patentovém spise &islo

4 436815 (udéleném 13. bfezna 1984). Restrikéni misto a funk&éni,

.. mapa pPR12 jsou na obr. 10.

PFibli%né 10 pg plasmidu pPR12 se dtépl s ptibliZng 50

jednotkami restrikéniho enzymu EcoRI ve 200 pl . vysoce slaného
pufru pfi teploté 37 °¢ dvou hodin. EcoRI #&tépeny plasmid pPR12
DNA se vysra%i a zpracovava se dinidlem Klenow v podstaté zplso—~

bem podle pfikladu 3A5. Po Klenowé reakci se EcoRI 3tépi, Kleno--

wem zpracovany plasmid pPR12 DNA se recirkularizuje ligaci zpiso-
bem v podstatd stejnym, jako Je popsano v ptikladu 3A2. Ligovana
DNA , ktera konstituuje 2adany plasmid pPR12AR1, se pouziva
k transformaci E. coli K12 RV308 v podstat¥ stejnym zptsobem, Jja-
ko je popsanoc v piikladu 3A3, avsak selekce je zaloZena na odol-
. nosti tetracyklinu (5 pg/ml) nikoliv na odolnosti ampicilinu. E.
coli K12 RV308 je dostupny v NRRL pod &islem NRRL B-15624. Po
1dentif1kaci transformantft E.coli K12 RV308/pPR12AR1 se ptipravu-
je plasmid pPRlzéRl DNA z trasformantﬁ v podstaté stejn?m zp&so—
bem, jako je popséno v pfikladu 3A11. T

,.i"!‘
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PEibliZné 10 ug plasmidu PPR12JR]1 se &t&pi p¥ibli%na 50 jed-
notkami restrikéniho enzymu Aval ve 200 ul stiedns slaného pufru
pri teplot& 37 °c¢ Po dobu dvou hodin. Plasmid PPR124R1 DNA %tépe-
ny Aval se vysrazi a zpracuje se &inidlem Klenow v podstaté stej-
nym zpisobem, jako .je popséno v prikiadu 3A5. Po Klenowé reakci
se Aval Stépeny, &inidlem Klenow Zpracovany plasmid PPR12AR1 DNA
ligatuje na Ecomr1 spojovniky (5'-GAGGAATTCCTC—3’) V podstatd
stejnym zpOsobem, }ako je popsano v ptikladu 3A2. po legaci spo-
jovniku se DNA vysrédii a pak se resuspenduje v pfibli%n& 200 ul
vVysoce slaného pufru, obsahujiciho p#iblizn& 50 jednotek restrik-
¢niho enzymu EcoR1. Ziskand reakéni smés se inkubuje p#i teploits
37 *C po - dobu p¥ibli%ns dvou hodin. Po EcoRl Sté&peni se reaké#ni
smés vnese na agarozovy gel a priblizné 5,1 kb EcoRl restrik&niho
- fragmentu se &isti v podstats zpbsobem podle pfikladu 3A6. P#ib-
1i2n% 5,1 kb EcoR1 restrikéni fragment recirkularizuje ligaci
v podstaté stejnym zpGsobem, jako je popsano v p¥ikiadu 3A2. Li-

gatovand DNA konstituuje Z4dany plasmid PPR12AR1. .Plasmid
| PPR12AR]1 se transformuje na E. coli K12 RV308 v podstats stejnym
zplsobem, jako je popsano v ptikladu 3a3, ptigem2 je viak selekce
zaloZena na odolnosti teracyklinu a nikoliv na odolnosti ampici-
1inu. Po identifikaci E. coli K12 RV308/pPR12AR] tranformant se
ptipravi plasmid PPR12AR]1 DNA v podstats stejnym zptsobem, jako
je popsane v p¥ikladu 3Al.Restrik&ni misto a funkéni mépa plasmi-
du pPR12AR1 je na obr. 11, ‘ |

Ptiklad 3.A.9

Konstrukce E. coli K12 RV308/pL110
Pfibli%né 10 pug plasmidu PPR12AR1 DNA se suspenduje v pi¢ib-

1i2n& 200 ul vysace n‘anéhc—puéeaT—aba&hujfcfhv—prﬁTTIﬁE_S0 jed~

notek ka?dého z restrtikénich enzymQ PstI a EcoRI a 8t8pici reak-
&ni smés ge inkubuje pti teploté 37 °c po dobu p#ibli%n& dvou ho-
din. Restik#ni smés se pak vnese na agarozovy gel a izoluje ge
Pfibli%né 2,9 kb PstI-EcoRl restrikéniho fragmentu a ptipravi se
Pro ligaci v podstats stejnym zphsobem, jako je popsane v ptikla-
du 326,




PFibli%n¥ 10 ug plasmidu plL47 se dtépl restrikénimi enzymy
PstI a BamHI ve 200 ul vysoce slaného pufru pii teploté 37 °C po
dobu dvou hodin. Pstl a Bamil gtdpend DNA se vnese na agarozovy
gel a 1izoluje se ptibliZn& 2,7 kb PstI-BamHI restrikéniho frag-
mentu, ktery obsahuje potatek replikace a tast genu, ptispivaji-
ciho k odolnosti ampicilinu a ptipravi se pro ligaci v podstaté
stejnym zphsobem, Jjako je popsano Vv ptikladu 3A6. V oddélené re-—
akci se ptibliZné 10 ug plasmidu pL47 DNA 4t4pl restrikénimi en-
zymy EcoRI a BamHI v 200 pl vysoce slaného pufru p¥i teplotd 37
*c po dobu dvou hodin a izoluje se pfibl12né 1,03 kb EcoRI a Bam-

HI restrikéni fragment, ktery obsahuje novou transkripéni a tran-
slatni aktiva¥ni sekvenci a EK-BGH kodujici DNA a piipravi se pro
ligaci v podstat# stejnym zpQsobem, jako je popsano v piikladu 3A6.
szbllzné 2 ug pfib11tné 1,03 kb EcoRI a BamHI restrikéniho frag-
mentmentu se pouZije pti xonstrukci plasmidu pL1l10O.

Pfiblitné 2,7 kb PstI-BamHI a ptibliZné 1, 03 kb EcoRI a Bam=~
HI restrikénich fragmentment@ plasmidu pL110O se ligétuje ‘na p¥ib--
" 11%n#é 2,9 kb PstI-EcoRI restrikéni fragment plasmidu pPR12ARI ke
konstrukci plasmidu pL110 a ligatované DNA se pouZije k transfor—'”~J~~
maci E. coli K12 RV308 v podstaté stejnem zp&sobu, jako je popsé-. .
no v pfikladu 3A2 a 3A3, piilemZ se v&ak vyuzivéa odolnosti k tet— .. — .
racyklinu a nikoliv.odolnosti k.ampicilinu..jakoZto béaze pro.seT ... .
lekci transformantd. A &

pvé Pstl restrik&éni enzymy .rozpoznavaci mista jsou V EK-BGH
kodujiei oblasti, xterd neni vyznafena v restrikcnim mistu a na
funk&nich mapach na obr. Restrik®ni misto a funk®ni mapa plasmidu
pL110 je na obr. 12. ‘

Pfiklad 3.A.10

Konstrukce E. coli K12 RV308/pL110C
Pfiklad 3.A.10.a° T
Konstrukce E. coli K12 RVSOB/lelOCA

P#ibli%né 1 upg plasmidu pLllO DNA se &tépi s restrikénim en-
'zymem Ndel ve 20 ul celkového objemu, obsahujtciho 2 pl 10X vyso-
ce slané¢he pufru (1,0 ¥ chloridu sodného, 0,50 M Trls-HCI, hod-
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nota pH 7,5, 0,10 M chloridu hote&natsaho a 10 mM dithiothreitolu)
@ 3 jednotky Nderl enzymu po dobu jedneé hodiny p#i teploté 37 °c.
Reakéni smés se extrahuje systémem fenol/chloroform a8 DNA se vys-
ra2{ ethanolem. Ndel Stépeny plasmid PL110 DNA se rozpusti v 50
#l  1X Klenow pufru (40 pmM fosfore&nanuy draselného, hodnota pH
7,5, 6,6 mM chloridu hote&¢natého, 1,0 mM 2-merkaptoethanolu, 33
KM dATP, 33 uM dCTP, 33 KM dGTP a 33 uM TTP). Ptidaji se 2 pl
(pfibliZng 10 jednotek, New England Biolabs) velkého fragmenty E.
coli DNA polymerasy I, znamé jakoZto &inidle Klenow, a smisi se
S DNA a ziskana reakéni smés se inkubuje p¥i teplotd 18 °cC po do-
bu jedné hodiny. Reakce se ukon&i extrakci fenolem a DNA sg ¢isti
béﬁn?m-zﬁﬁsobem. NdeI Stépena, &inidlem Klenow‘zpracované DNA se
pak ligatuje s T4 DNA ligasdﬂ Pti teplotd 4 °C po dobu 16 hodin.
Ziskand ©DNA se PouZije k bé&%né transformaci E. coli K12 kmen
RV308 (NRRL B-15624) .. Transformanty-sev~selektuj1 na L-agarovych
destitkach, obsahujicich 100 Hg/ml " ampicilinu a’ plasmidy se izo-
1uji z resistentnich koloni{ zpGsobem rychlé alkalicke extrakce,"
kterou popsali Birnboim a Doly. Selektuje se plasmid (pL110A pod- -
le obr. 13) prosty mista Ndel. '

Ptiklad 3.A.10.b
Konstrukce faqu lelOB‘mistﬁé”épetifiﬁkthﬁdtagénéSi
Protokol pro eliminaci BamHI mista v genu udélujicim odol-

nost proti tetracyklinu piti mistns& spécifické mutagenese je na
prave strand obr. 13.

Ptiklad 3.A.10.b(1)
Konstrukce fagu M13Tc3 : . ‘
Plasmid pL110 slou%t jakofto zdroj genu dodévajicihgwodol—

PETDITZN6 SO pg plasmidu PL110 v 50 ul

3 AP, o T S
noat profi totrzsllins

TE pufru se pfida do 25 pl 10X HindIIl Pufru a 170 ul vody. P#ib-
liZ2n& 5 pul (p#ibli%n& s0 jednotek) restrikéniho enzymu HindIII se
p¥ida do roztoku Plasmidu pL110 DNA a 2iskana reakéni smés se in-
kubuje p¥i teplotd 37 °c po dobu dvou hodin. PFibli%ns 13 ul
2 M Tris-HC1, hodnota PH 7,4 a 5 pl (priblisns 50 jednotek) rest-—
rikéniho enzymu EcoR? se ptidd do HindII Stépeného plasmidu
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pL110 DNA a reakini smés se inkubuje po dobu dvou dalSich hodin
p¥i teploté 37 °C. Reakce se ukondi extrakci reakéni smési TE na-
sycenym fenolem, nadeZ se fenol odstrani chloroformovou extrakei.
EcoRI-HindIII Stépeny plasmid pL110 DNA se pak ziska vysraZenim
a odsifed&nim, vnese se na 1% agarozovy gel a izolouje se velky,
pEibliéné 4,3 kb EcoRI-HindIII restrikéni fragment a &isti se.

P¥ibliZ4né S pg fagu ml3mpl8 (New England Biolabs) se rozpus-—
ti v 50 ul TE pufru a pak se sté&pi HindIII a EcoRI shora popsanym
zplsobem. HindIII - EcoRI excizni fag M13mpl8 DNA se &isti zplso-
bem popsanym pro pL110 s tou vyjimkou, %e se izoluje a ¢éisti
ptibliZné 7,25 bk restrik®ni fragment.

P¥ibli4né 100 nanograml p#ibli%n® 4,3 kb HindIII - EcoRI
fragmentu plasmidu pL110 se smisi s p¥ibli%n& 100 nanogramy pfib-
1i2né 7,25 kb HindIII - EcoRI fragmentu fagu M13mpl8, 2 ul 10X
ligasového pufru, 1 pul (ptibli%nd 100 jednotek) T4 DNA ligasy
a 14 ul vody. Liga¢ni reakce se inkubuje p#i teploﬁé 15 °C po“'

" ..dobu 1,5 hodin. Ligatovand DNA konstituuje Zadany fag ml13Tc3 DNA.

Reatrikéni misto a funk&ni mapa fagu mi3Tc3 je na obr: 13.
Jednoho ml ptés noc péstovand kultgry E. coli K12 JM109 (E.
coli K12 JM101 od spolefnosti New England Biolabs se miZe pousit
misto E. coli K12 JM109) se pou%ivA k naodkovani 50 mlliivné pady
L a ziskana kultura se inkubuje p#i teplotd 37 °C za provzdusfio-
véni tak dlouho, a% 0.D.,40 je 0,3 a% 0,4. Buitky se resuspenduji
ve 25 ml 10 mM chloridu sodného, inkubuji se na ledu po dobu 10
minut a odd&li se odstfeddnim. Buhky se resuspenduji ve 1,15 ml
75 mM chloridu vépenatém. 200 ul podil bunék se odstrani, ptida
se 4o 10 ul ligatované DNA, shora pfipravené, a inkubuje se na
ledu po dobu pfibli%n¥ 40 minut. Smés bunék a DNA se inkubuje pki '
teploté 42 °C po dobu dvou minut a rfzné podily (1, 10 a 100 1l)
se odstrani a pfidaji se do 3 ml horniho agaru ( pdda L s 0,5 %
agaru se udrZuje roztavena pti teplotd 45 °C), ktery obsahuje ta-
ké 50 pl 2% X-Gal, 50 gl 100 mM IPTG a 200 pl E. coli K12 JM109
v logaritmické rastové f4zi.Smés bunék a horntho agaru se pak na-
nese na L-agarové destidky, obsahujici 40 mg/ml X-Gal (5-brom=-4-
chlor-3-indolyl-B~-D-thicgalaktosid) a 0,1 mM IPTG (isopropyl-8-D-
thiogalaktosid) a destilky se inkubuji p#i teplotd® 37 °C pfes noc.
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Nasledujici radno se jednotlive pouZiva ndkterych proti mod-
re Cirych plaketek k naotkovdni 2 ml %ivnsé pudy L a ziskané kul-
tury se inkubuji pti teplotd 37 °C za provzdustiovdni po dobu dvou
- hodin. Absence modré barvy naznaduje, 3%e do&lo k 2adouci inzerci
DNA. Potom se kultury odstfedi a prida se 200 pl ziskaného super-
natantu do 10 ml kultur (0.D.sso = ) E. coli K12JM109 rostoucich
Pri teplotd 37 °C za provzdusfiovani, Tyto kultury se inkubuj{ po
dobu dal&ich 30 minut P¥i teploté 37 °C. Potom se buttky peleti-
Zujl odsttedénim a pouZiva sge jich pro p#ipravu replika¥ni formy
rekombinantniho fagu, ktery obsahuji. Dvoutetézcova replikaéni
forma fagu DNA se 1zoluje z bunék za pouziti obrdcené verze zpfi-
sobu podie pfiklédu 1. Transformanty, obsahujici f&g M13Tc3 DNA,
se identifikuji restriké&ni eénzymovou analyzou jejich fagu DNA.

Ptiklad 3.A.10.B(ii)
Ptiprava fagu ml3Tc3 DNA s jednoduchym Fetdzcem

Odsttedi se 1,5 ml pfes noc péstované kultury E. coli K12
JM109/m13Tc3 a 1200 #1. supernatantu, ohsahujiciho fag m13Tc3, se
pouzije naotkovani 25 ml kultury E. coli K12JM109 p#i 0.D.ss0
PEibliZnd 0,4 a% 0,5. Kultura se inkubuje po dobu 6 hodin pti
teplotd 37 °C za provzdusfovéni, odstfedi se a ziskany superna-
tant, pfibli%nd 20 ml, se Ptenese do nové zkumavky. Pfibli3nsg 2
ml roztoku, obsahujiciho 20 % polyethylenglykolu (PEG) 6000
a 14,6 % chloridu sodného, se ptida do supernatantu, ktery se pak
inkubuje po dobu 20 minut.

Supernatant se odstfeduje po dobu 25 minut p#i po&tu otadek
7000/min a ziskana peleta, kters obsahuje f4g m13Tc3 DNA s jedno-
duchym fetézcem, se resuspenduje v 500 ul TE pufru. DNA roztok se
extrahuje dvakrat TE-nasycenym fenolem a dvakrat chloroformem.

PNA—S—Fednoduchym fetézoem g8 pak vysraZi za pouZiti octanu sod-
ného a ethanoly a odsttedi se. Ziskand peleta se promyje 70% et-
hanolem, vysu%i se a pak se rozpusti v 60 ul vody.

P#iklad 3.A.10.b(iii)
Mutagenese
Fragment DNA s jednoduchym fetSzcem, pouZivany v mutagene-
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gi se syntetizuje na automatickém systetizeru DNA. Fragment ma
sekvenci 5'~CCCGTCCTGTGGATACTCTACGCCGA-3 " (sekv. ID ¢islo 11) a
je homologicky k oblasti obklupujici BamHI polohu (5 -GGATCC-3°)
v genu pfispivajicim k odolnosti proti tetracykliﬁu plasmidu
pBR322 s +tou vyjimkou, 2e A zbytek druhy od zakon&eni 5° (nebo
t¥etl od zakondeni 3°) je C v plasmidu pBR322. Tato obm#&na nem&ni
aminokyselinové sloZeni bilkoviny ptispivajici k odolnosti proti
tetracyklinu, eliminuje vSak misto BamHI. _

Ptibli%ne& 10 pikomol mutagenniho primeru a M13 univerzalni
primer (Bethesda Research Lahoratories.(BRL)), P.0. Box 6009, Gai-
thersburg, MD 20760) se individudlnd zpracovédvajil 10 jednotkami
(BRL) T4 polynukleotidkinasy ve 20 ul 1X kinasového pufru (60 mM
- Tris~HCIl, hodnota pPH 7.8, 15 mM Z—mefkaptoethanolu, 10 mM chlori-
'du hote&natého a 0,41 pM ATP) po dobu 30 minut pfi  teploté 37
°C. Kinasou zpracovanych DNA se pou%iva v ddle popsaném procesu
mutagenese.

- Teplotni hybridizaé&ni reakce se provadi vzajemnYm miéenim
) 300 nanogramﬁ (1,2 ul) fagu ml13Tc3 s jednoduchym Petdzcem, 1 pi-
-komdl (2 pl) univerzélniho“primefﬁ, 1 pikomol (2 pl) mutagennihe
primeru} 2 ul 10X pufru pro teplotni hydridizaci (100 mM
Tris-HCl, hodnota pH 7,5,“1 mM  EDTA a 500 mM chloridu sodného)

a 12,é pl vody. Reakéni.sm¥és se--inkubuje pi#i-..teplotd..80.-’C -po:do—.u-izw

bu dvou minut, pfi . teplotd 50 °C po dobu 5 minut a pak se necha
ochladit na tepiotu mistnosti.

Extenzni reakce se provadi p#iddnim 5 ul 10X extenzniho puf-
ru (500 mM Tris-HCl, hodnota pH 8,0, 1 mM EDTA a 120 mM chloridu
hote&natého), 5 pul 2 mM dATP, 1 pl roztoku 6 mM v kaZdém dGTP,
TTP a dCTP; 1 ul p¥ibliZné 2 jednotky, Pharmacia P-L Biochemi--
cals, 80O Centennlal Avenue, Piscataway, NJ 08854) enzymu Kle-
now, 1 ul (100 jednotek) T4 DNA ligasy a 17 pl vody do smési
tépelné hybridované DNA. Extenzni reakéni smds se inkubuje pti

teplotd mistnosti po dobu jedné hodiny, pak pfi teploté 37 °C po "~

dobu 2,5 hodin a pak pfes noc pfi teplot& 4 °C.
Reakce se ukon&éi dvéma extrakcemi TE-nasycenym fenolem
a naslednymi dvéma extrakcemi chloroformem. DNA se vysraz{ etha-

nolem a octanem sadnym. DNA se odéli ods;fedénim a resuspenduje
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se v 30 ul vody a 6 1l 10X S1 pufru se pak prid4d do roztoku DNA.

Roztok DNA se rozd%l{ do t#1{ Zkumavek. P#ida se pribliZng
20C jednotek (Miles Laboratories) §1 nukleasy do dvou zkumavek,
Jedna S1 reakéni smés se inkubuje p#i teploté mistnosti Po dobu
5 minut, druhd po dobu 10 minut. Reakce se ukon&i extrakct reak&-
’ni smési dvakrat TE-nasycenym fenolem. Po fenolovych extrakeich
nasleduji dv¥ extrakce chloroformem. Pak se DNA vysrazi z reakéni
smési octanem sodnym a ethanolem. Nezpracovany vzorek DNA slou%q
jako negativni kontrola. S1 zpracované vzorky se udrzuji od sebe
oddl&lené po dobu zbylé procedury, poskytuji v3ak podobné vysled-
ky.

DNA pelety se resuspenduji ve 20 ul vody a 10 ul ziskaného
roztoku se poufije k transfogmaci E. coli K12 JM109 (ma%e ge viak
rovné? poufit E. coli K12 JM101) v souhlase s postupem pouéiv;hym
- Pti konstrukei fagu m13Tc3, ptidem? se vak na destiéky nepfid&v&
-ani IPTZG ani X-Gal. o ‘

Replikativni forma DNA s dvojim fetézcem z ptibliZng 48 pla- -
ketek se izoluje shora popsanym zplsobem a‘ zkoumd4 se na ptitom—

nost BamHI restrikénihe mista.'Izoldty bez BamHI mista se délg
tiidd pti pfipravé DNA s Jednoduchym ¥etézcem, jak shora popséano.
DNA s jednbduch#m fetdzcem se sekvencuje za pou%iti di-deoxysek-

ventniho zphsobu (J.H. --Smith, 1980, “Methods in Enzymology 65: "~
str. 560 a% 580). Zidany izolat se oznaduje jako pL110B (obr. 13),

Ptiklad 3.A.10.¢

Konstrukce plasmidu pL1l1locC
Piiblizné 50 Hg replikaéni formy fagu pL110B DNA se 5tépi
Ve 250 pl 1X Nhel pufru (50 mM chloridu sodného, 6 mM Tris-HCIl,

hndnet3—;H—$757—a—mﬁ—chfdrrﬁu*hafﬁcnaf?ho a 6 mM 2~-mekaptoethano-
1u) obsahujiciho PtibliZng 50 jednotek Nhel restrikéniho enzymu
pfi teplotd 37 °c po dobu dvou hodin. Pak se ptida 5 ul 5M chlo-
ridu sodného do Nhel Stépeného fagu pL110B DNA, nate% se prids 5
Hl (ptibli%n& 50 Jednotek) Sall restrikéniho enzymu, étépeni se
provadi po dobu dvou hodin Pii teplotd 37 -°C. iédanY pEiblizné
422 Dbp Nhel - sail fragment, obsahujic{ mutidtovand oblast genu
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zplsobujiciho odolnost proti tetracyklinu, se pak izoluje z akryl-‘
amidového gelu o sob& znamym zplsobem v oboru.

Plasmid pL11OA DNA se &tépi Nhel a Sall za identickych
podminek s tou v?jimkou, Ze plasmid pL110A se nahrazuje pro fag
PL110OB. P¥ibli%n® 6,1 kb Nhel - SALI restrik®ni fragment plasmidu
PL110A se &istl od agarozy.

Zédany plasmid pL11OC se konstruuje ligaci spolu se 100
nanogramy kazdého =z Nhel - Sall fragment& pL110A (pkibli%n& 6,1
kb) a pl110B (pfibliZn&é 422 bp) za poutiti o sob# znamych
zplsobQ, Restrikéni misto a funk®ni mapa plasmidu pL110C je na
obr. 13. Zadany plasmid pL110C dodava odolnost proti tetracyklinu
10 pg/ml tetracyklinu v E. coli avsak BamHI misto v genu,
.dodavajicim odolnost proti tetracyklinu, chybi.

Pfiklad 3.A.11

Konstrukce plasmidu pCZR111 »

~ Plasmid pL110C obsahuje jedroduché Clal restrikéni misto,
které se odstrani v prabshu ' nasledujicich reakci. P¥ibli%n& 1 ug
plasmidu pL110C se 3t&pi s Clal v podstatd zpOsobem podle p#ikla-
du SA2 s tou vyjimkou, %e se pouzije restrikéniho enzymu Clal
a 10X pufru (500 mM chloridu sodného, 100 mM Tris-HCl, hodnota
PH 7,9 a 100 ﬁn chloridu hofeénatého). Clal 4tdpend DNA se pak
zpracovava &¢inidlem Klenow v podstaté zptsobem, ktery je popsén
v pfikladu 3A5 jedind s tou vyjimkou, %e se ptida jediné‘dCTP
misto vSech &tyr dANTP.

DNA se pak vysraZi a resuspenduje se v 50 ul Mung Bean nuk-
leasového pufru (50 mM octanu sodného, hodnota pH 5,0, 30 mM '
chloridu sodného a 1 mM siranu zine&natého). Prida se jedna jed-
notka Mung Bean nukleasy (obchodn# dostupné od New Englénd'Bio—
lébs) a reakéni smés se @pkubuje pfi teplot4 30 °C po dobu 30
‘minut. Zkumavka se pak umisti do ledu a ptid4 se chlorid sodny do
0,2 M a smés se pak extrahuje systémem fenol /chloroform, vysra%i
se ethanolem a resuspenduje se v 10 mM Tris-~HCl fhodnoté PH 8,0).
DNA se pak spontanné ligatuje a transformuje do bundk E. coli
v podstaté zphsobem podle pfikladu 3A3° a 3A4. Vy¥sledny plasmid se




oznacuje jako plasmid pCZR111.
Ptriklad 3.A.12

Konstrukce plasmidu pCZR126S

PfibliZné 26 pg plasmidu PCZR111 se stdpi pasobenim Xbal
nasledujicim zptsobem. 10X Xbal pufr, sestdva z 600 mM Tris-HCI1,
100 mM chloridu hofefnatého, 1M chloridu sodného a 10 mM
2-merkaptoethanolu, hodnota PH 7,5 (a m& teplotu 37 °C). 50 ul
10X XbaI pufru, 15 pl Xbal (10 J(ul) a 185 Hl vody se ©pfida do
250 pl vody obsahujici pribliZn& 25 Hg plasmidu pCZR111. §tépent
se provadi pfi teplotd 37 °¢ po dobu jedné hodiny. Xbal Stépeny
PCZR111 se pak extrahuje fenolem, ptidd se 1/10 objemu 3M octanu
sodného,a 3 objemy ethanolu. Smés se inkubuje v Iézai suchého le-
du aethanolu po dobu § minut a pak se odstiedi. VysraZeni DNA se
resuspenduje v 50 ul vody. _ |

Xbal &tépeny plasmid pCZRlll'se . 5té&pi BamHI nasledujicim
zpGsobem: 0,2 pl  BamHl (10 J/ul), 10 pul BamHI pufru (100 mM
Tris-HCl, 50 mM chloridu hote&natého, 1 M chloridu sodného a 10
mM 2-merkapotoethanolu, hodnota PH 8,0, o teplots 37 ‘¢ a ngpl
vody se p#ida do 50 Kl Xbal $tépeného pL110, ziskaného, jak shora
uvedeno. Stépeni se provadi po dobu 5 minut pfi teplots 37 ‘c.
Stépena pCZR111 se extrahuje do fenolu a prid4 se 1/10 objemu
octanu sodného a pak 3 objemy ethanolu. vysraZend DNA se
resuspenduje v 50 pl 10 mM Tris, i mM EDTA, hodnota pH 8,0.

Xbal a BamHI &tépeny pCZR111 se pak vnesse na agarosovy gei a
izoluje se DNA pas pfi  pfibli%n& 5,8 kb, Plasmid PCZR126S se
produkuje ligaci p#ibli%ng 5,8 kb fragmentu pCZR111 na Xbal na
NdeI spojovnik a synteticky gen kodujici EKm hovézi rastovy

tormon,ktery obsahuje Ndel misto na zakonteni 5°a BamHI misto na
zakon&eni 3°.Xbal a% Ndel sekvence se produkuje za pouZiti
standardni oligonukleotidove sekvendni metodiky a sesava =z
nasledujicich sekvenci, (pozitivni fetézec: sekv. 1D tislo 12,
negativni fetézec = sekv. ID &1islo 13).
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5 CTAGAGGGTATTAATAATGTATATPGATTTTAATJ;&.????????T]??T‘(l:Jli 3!
NRRRRRRRNRRA RNy
TCCCATAATTATTACATATAACTAAAATTATTCCTCCTTATTAGTAT 5'

Uvedend sekvence se konstruuje chemickou syntezou obou re-
tézcfi a migenim k umo%n&ni hydridizace. Gen, zakodujici EK bGH se
konstruuie z 16 chemnicky syntetizovanych kusld DNA s jednoduchym
fetézcem‘o délce 71 a% 83 nukleotidt, které zahrnuji dohromady
oba komplementarnl fetézce celého genu. Jeho synteza se provadl

za pou%iti zatizeni Applied Biosystems (ABS) a sestavad 2z nasledu—’

jici sekvence (sekv. ID gislo 2 a 3).

5 ' TATGTTCCCATTGGATGATGATGATAAGTTCCCAGCCATGTCCTT
PLCVLTELEEEE T D e iy e e iy
- ACAAGGGTAACCTACTACTACTATTCAAGGGTCGGTACAGGAA

GTCCGGCCTETTTGCCAACGCTGTGCTCCGGGCTCAGCACCTGCATCAGCTGGCTGCTGA.
LELLELEVELETERETEE T e e R T R T
=CAGGCCGGACAAACGGTI‘GCGACACGAGGCCCGAGTCGTGGACGTAGTCGACCGACGACT

CACCTTCAAAGAGTI‘I‘GAGCGCACCTACATCCCGGAGGGACAGAGATACTCCATCCAGAA
LVLTLVERELDET TR RV P LR R LT e
GTGGAAGTTTCTCAAACTCGCGTGGATGTAGGGCCTCCCTGTCTCTATGAGGTAGGTCTT

.+ CACCCAGGTTGCCTTCTGCTTCTCTGAAACCATCCORGCCCCCACGAGCAAGAATGAGGS
FEVEELLTE R EE e e e e e e n b e eb e i
GTGGGTCCAACGGAAGACGAAGAGACTTTGGTAGGGCCEGGGETGCCCGTTCTTACTCCG

| c@s@smmcﬁemm&mcmcwmrmcmcm@cmcmmem' .‘

PECELCREEER R R e b e b L R en ey
GGTCGTCTTT%GTCTGAACCTCGACGAAGCGTAGAGTGACGAGGAGTAGGTCAGCACGGA

TGGGCCCCTGCAGTTCCTCAGCAGAGTCTTCACCAACAGCTTGGTGTTTGGCACCTCGGA

PELEUTEETEERLEREE R e T b
ACCCGGGGACGTCAAGGAGTCGTCTCAGAAGTGGTTGTCGAACCACAAACCATGGAGCCT

CCGTGTCTATCAGAAGCTGAAGGACCTGRAGGAAGGCATCCTCGCCCTCATGCGGGAGCT
AR R R RN NN RN RN RN RN R AR RN RN R AR R RN RNRR RN
GGCACAGATACTCTTCRACTTCCTGGACCTCCTTCCGTAGGACCGGEGACTACGCCCTCGR

GGAAGATGGCACCCCCCGGGCTGGGCAGATCCTCAAGCAGACCTATGACAAATTTGACAC - -
LT TR TR RV TR R T e
CCTTCTACCGTGGGEGEGCCCEACCCETCTAGGAGTTCGTCTGGATACTG TTTAAACTGTG

AAACATGCGCAGTGACGACGCGCPGCECAAGAACTACGGTCIGCTCPCGTGCTTCCGGAA
PP e R P T
TTTGTACGCGTCACTGCTGCGCGACGAGTTCTTGATGCCAGACGAGAGGACGAAGGCCTT

mcmmwmcmceTMMTﬁWﬁ?ﬁfwfﬁﬁ?
SR RN -
- CCTGGACGTATTCTGCCTCTGCATGGACTCCCAGTACTTCACGGCGECEM GCCCCTCCG

CAGCTGTGCCTTCTAG 3
BERRRRRRNRARANR
GTCGACACGGAAGATCCTAG 5

aly
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Konstrukce plasmidu pCZR126S se provadi ligaci nasledujicich
sloZek pfibli%n& 0,28 pg 5,8 fragmentu, ziskaného =z plasmidu
PL110 po kompletnim &tdpeni s Xbal a parcialnim &tdpeni s BamHI
v celkovém objemu 2 upl, p#ibli%n& 0,18 Hg synteticky gen koduji-
ciho derivatu hovéziho rGstového faktoru, ktery mad 5° zakon&eni
odpovidajici Xbal mistu a 3’ zakonteni odpovidajici BamHI mistu
v celkovém objemu 2,5 ul, 8,75 pikomol chemicky syntetizovaného
Xbal na Ndel spojovnik v 1 pl. Plasmidové sloiky se wvnesou do 6
ul 5x liga¥niho pufru: 250 mM Tris-HCl, 350 mM chloridu hote&naté-
ho, 5 mM ATP, 5 mM DTT, 25% (objem/objem) polyethylenglykolu
8000, hodnota pH 7,6, 2 pul ligasy a 16,5 ul vody. Ligadni smés se
inkubuje pfes noc p#i teplotd 16 °cC. Cirkularizovany plasmid
PCZR126S8 se pak pou%iva ke transformaci bunék E. coli RV3O08
v podstaté stejnym zphsobem, jako je popsano v p¥ikladu 3A3. reg-
trikéni misto a funk&ni mapa plasmidu PCZR126S je .na obr. 4.7

Pf¥iklad 4
Konstrukce plasmidu pRB162

P#ibli2né 20 ug plasmidu pRB181, pfipraveného zp@sobem pod-.
le ptikladu 2, se suspenduje ve 20 pl 10X NdeI pufru, 5 ul Ndel

restrikéniho enzymu (Boehringer-Mannheim, ~40 Jednotek)i=175-yl wriiem.

vody, mirnd se michd a inkubuje se pfi teplot®& 37 °C po dobu jed-
né hodiny. Pak se do reak&ni smési Pfidd 4 pl BamHI restrikéniho
enzymu (Boehringer-Mannheim, 40 jednotek) a inkubuje se pti tep-
lot# 37 °C po dobu dalsich dvou hodin. DNA se vysré%i tfemi obje-
my ethanolu a 0,3M octanu sodného a provede se elektroforeza na
1,2% agarozovém gelu o nizké teplot® tani. Men&i (p#ibli%n& 265
bp) Ndel/BamHI restrikéni fragment,: zakodujici ACB lidsky proin-

:LLi:Qﬂ?—gaﬁT—sa ddtizhne— o4 gelu a DNR ge ziska vedenim sloupcem
Elutip-d zpisobem, popsanym v p¥ikiadu 2. Po vysraZeni a usuSeni
se DNA uklada v 25 ul 10 mM Tris~HCl, o hodnot# pH 8,0.

P¥ibliZn¥ 15 ug plasmidu pCZR126S (jehoZ konstrukce je shora
uvedena v p#ikladu 3) se suspenduje ve 20 ul 10X Ndel pufru, 5
Kl Ndel restrik&niho enzymu (40 jednotek) a 175 4l vody, mirnd se
michd a inkubuje se p#i teplotd 37 °C po dobu dvou hodin. Po in-
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kubaci se DNA vysré&%i t¥femi objemy ethanolu, jak shora uvedeno,
vysusi se a resuspenduje se ve 20 pl 10X BamHI pufru, 2,5 pl Bam-
HI . restrikéniho enzymu (25 jednotek) a 178 pl vody. Mirné se
miché a pak se reakéni smés inkubuje pfi teploté 37 °C po dobu
dvou hodin. DNA se opét vysra%i tiemi objemy ethanolu a podrobi
se elektroforeze na 1% agarozovém gelu o nizké teplotd tAni. Vét-
#1 fragment, odpovidajici vektoru DNA se odfizne od thototo gelu
a DNA se ziska na slupci Elutip-d =zplQsobem, popsanym v pf¥ikladu
2. Po vysréZeni a usuSenil se vektor DNA ukladd pt#i teplotd 4 °C
v 35 pl 10 mM Tris-HC! o hodnot& pH 8,0.

PfibliZné 2,5 pul vektoru DNA se smichd s 12 ul &i%t&ného

ACB-proinzulinového genového fragmentu, jak shora uvedeno, 4 pL

10 mN ATP, O,5 ul 1M dithiothreitolu, 5 ul 10X ligasového pufru
(500 mM Tris-HCl, hodnota pH 7,6, 100 mM chloridu hofe#natého),
16 pl vody a 0,5 ul T4 ENA ligasy (Pharmacia, Onc., 800 Centenni-
al Avenue, Piscataway, N.J. 08854, 3,5 Jjednotek). Reakéni smés

se. inkubuje pifi teplot# 4 °C po dobu 16 hedin. Ligatovand smds se """
ztedi 50 gl 10 mM Tris-HCl (hodnota pH 7,6) a 3 pl 1M chloridu.

sodného a néslednd se transformuje do E. coli K12 RV308 zptsobem
podle shora uvedeného piikladu 3A3. Buftky se nanesou na agarové

destiky doplnéné 5 pg/ml tetracyklinu a inkubuji se pfes noc pfi

teploté 32 °C.

Plasmidy 2z 3 mL kultur se izoluji z kolonif odolnych tetra-
cyklipu zpisobem rychlé alkalické extrakce, popsané'v Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (1982), vydal Maniatis T., Fritsch

E.F. a Sambrook J., Cold Spring Harbor Publications, New York,str.

368 aZ 369. Pfitomnost spravného lidského ACB-proinzulinového ge-
nového fragmentu se stanovuje minitPidici operaci, kterou popsal
Birnboim H.C., Edoly J. (1979) Nucleic Acids Res. 1, str. 1513 a%
1523, za pouZiti polakrylamidové gelové elektroforesy k ahalyze
Xbal/BamHI stépeného fragmentu Tyto plasmxdové inzerty se sprav-
nym rozmérem (pflbllZné 314 bp) se selektuji zesilenim a tists-
nim. Expresni plasmid obsahujici 1idsky ACB proinzulinovy gen se
ozﬁaéuje-jako pRB182, Restrik&ni misto a funk&ni mapé plasmidu
pRB182 je na obr. 20.

Ll




P¥iklad 5

Fementace .

Provozni vyroba bunék pro extrakci a ¥i%t&ni rekombinantniho
ACB-proinzulinu se provadi za pouziti BioFlo stolni fermentaéni
nadoby (obchodn& dostupné u spolednosti New Brunswick Scientific
Co., Inc. P.0.Box 986, 44 Talmadge Road, Edison, NJ 08817). Naol-
kovava se 5 litrd 2X TY pady, obsahujici 5 ug/ml tetracyklinu
(ziskano u spole¢nosti Sigma Chemical Co.) plus 1,0 ml protip&ni-
ciho prostfedku SAG 5693 (obchodné dostupného u spole&nosti Union
Carbide, Specialty Chemical Division, Danbury, CT 06817-0001) za
pouziti 100 ml bakterialni kultury E. coli K12 RV 308 bun&k, ob-
sahujici plasmid pRB182 a necha se rast pfes noc pfi teplotd 30
"C. Bufiky se nechaji rGst pfi teplot# 32 °C a% do konce exponen-
cidlni rdstové faze. Pak se ptidaji glukoza a aminokyseliny do
koncentrace 0,2% a 0,1% a teplota se zvy%i na 42 °C Kk navozeni

syntezy bilkoviny. Bufiky se ziskaji z ristového prostfedi dvé ho—.“!>m

diny po navozeni odstfedovanim pfi 500 g po dobu 10 minut -pti
teplot® 4 °C. Supernatant se vyhodi a peleta se promyje jednou
ledové chladnym TE pufrem (10 mM tris-HCl, hodnota PH 8,0, 1. mM
EDTA).

Exprese a akumulace ACB-PI -se stanovi zviditeln&nim celkové ...

bun&#né bilkoviny s nédslednym odddlenim do 10 a% 20% polyakryla-
midového gelu zpOsobem, ktery popsal Laemmli, U.X. (1970) Nature
(London), 227, str. 680 a% 685, Provede se lyze peletizovanych
bunék p¥idanim modifikovaného wvzorku pufru (0,125 M Tris-HCI],
hodnota pH 6,8, 2% SDS, 30% glycerol, 1M 2-merkaptoethanol 5M mo-
¢ovina) a va#i{ se po dobu 5 minut. Pasy se zjis¥uji zabarvenim
modi{ Coomassie Blue kvantitativnim sejmutim.

Spesiiiské—%&en%%%%kaea—ﬁeswpfafﬁfuffnu——se—staﬁdvf——aﬁaiy—

zou "Western Blot" v podstaté jak popisuje Johnson D.A. a kol.
(1984) Gene Anal. Techn, svazek 1, str. 3 a% 8 za pouZiti koziho
anti-HPI, &inmZ se zjisti C-peptid, nade% se prida biotinylovana
druhé& antildtka ( osli antikozi IgG) a zviditelni se s bilkovino-
vou detek&ni soupravou Vectastain (obchodnd dostupnd u spole#nos-
ti Vector Laboratories, Inc., 30 'Ingold Rd., Burlingam, CA




94010) v podstaté podle ndvodu prodejce.

Pfiklad 6

8i%téni a charakterizace rDNA ACB-proinzulinu
Suspenduje se 43,5 g bunék E.coli (mokra hmotnest) v 400 ml
20 mM Tris-HCl, hodnota pH 7,6, obsahujicim 10 mM EDTA, 1 mM
PMSF, 10% sacharozu a 100 ug/ml lysozymu. Smés se intenzivnd
micha p¥i teplot® mistnosti po dobu 1,5 hodin (p¢ibliZns 25 °C),
chladi se na ledu po dobu 30 minut a buiiky se rozrusi plsobenim
zvuku. Granule se odd&li odsttedovanim pfi 200 g pti teploté 4
‘C po dobu jedné hodiny. Granule se potom promyji 20 mM
Tris-HCl, 1M chloridu sodného, hodnota pH 7,6. Granule se rozpus-
t1 za michéni ve 200 ml 20 mM Tris-HCl, 8 M guanidin-HCl, hodnota
pH 8,8. Pak se piidd 7 g sififitanu sodného a 5 g Na;S:0¢ a roz-
tok se mich4 po dobu t#i{ hodin p#i teplot® mistnosti. Po odstiedd-"
ni se supernatant dialyzuje za pouZiti 1000 MWCO-'dialyza®niho va-
ku (obchodné dostupny u sgpoleénosti Spectrum Medical Industries, ~°
" Inc. Los Angeles, CA 90060) proti tfem zménam 2 litrd 10 mM octa-‘
nu amonného, hodnota pH 7;4. Vznikla Sratenina se o0dd&li odstie-
dovanim pFi 2200 g pfi teploté& 40 °C po dobu jedné hodiny. Super--
natant se okyseli na hodnotu pH 3,6 6 N kyselinou chlorovodikovou
a vytvotend srafenina ‘s¢ "shroma%di a pfidd ‘se do Sra%eniny z dia-

lyzatu.
Pi¥iklad 7

Cisténi ACB-proinzulin-S-sulfonatu
Peleta, ziskanid 2zplsobem podle p#ikladu 6, obsahujici
ACB-proinzulin-S-sulfondt, se rozpusti ve 20 mM Tris-HCl, 7,5
M mo&oviny, hodnota PH 7,6 a vnese se na sloupec ﬁono Q HR 10/10
(obchodné& dostupny u spoleénosti Pharmacia LKB Biotechnology,
800 Centennial Ave.,' Piscataway, NJ 68854). Sloupec se eluﬁje
rychlostl . 0,5/min za pouZiti 760 minutového gradientu 0,05 a%
0,2 M chloridu sodného obsahujiciho 20 mM Tris-HCl, hodnota pH
7.6, f,s M mofoviny. Frakce se analyzuji RP-HPLC za pou%iti gra-
- dientu-systému 30 a% 42 % CH3;CN do 0,1 M monohydrogenfosfored-
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nanu amonného, hodnocta pH 7,0, 1,5 ml/min na 0,46 ¥ 25 cm sloupci
Zorbax C8 (obchodn& dostupny u spole&nosti DuPont, Wilmington, DE
19898), ptifemZ se wudrZuje teplota 45 °C. RP-HPLC separace se.
provadi za pouZiti Rainin HP reverzni fazové HPLC aparatury (ob-
chodné dostupnd u spole®nosti Rainin Instruments, Woburn, MA
01801). Na zaklad¥é analyzy obsahu frakci RP-HPLC se shroma%d{ dva
fondy odpovidajici ACB-proinzulin-S-sulfonatu z Monoo Q sloupce a
odsoli se na sloupci Zorbax C8 pou%itim RP-HPLC za pouziti gradi-
entu 10 a% 35 % CH;CN do 0,1 M hydrogenuhliditanu amonného, hod-
nota pH 8,0, zmrazi se v kapalném dusiku a lyofilizuje se.

P¥iklad 8

Konverze ACB-proinzulinsulfondtu na ACB-proinzulin s -
ACB-proinzulinsulfonatovy lyofilizat, ptipraveny podle p#ik- «‘ﬁ
ladu 7, se rozpust{ v 50 mM glycinu, ~hodnota pH 10,5; p#i teploté - . - -
4 °C na koncentraci p#iblisné 0,2 mg/ml. Do tohoto roztoku se .
ptidaji dva ekvivalenty cystein-HCl. Nechid se stat pe dobu t#i S 2
dn@, ptidem? sge ACB—proinﬁulin vytvoki v ptihliéné 75% vytézku.: ) e
| Bilkovinovy roztok se pak - okyseli kyselinou octovou na.hode.;?; o
notu pH 2,0, vnese se na sloupec RP~HPLC 2,2 x 25 cm Vydac €18
(obchodné dostupny u spo%aénostivThe*SeparatronsWGroup;“HeSperraT-“w**~“?
CA 92345) a eluuje se isoktratickym pufrem 0,1% +trifluoroctova
kyselina v systému H,0:CH3;CH (72 : 28). za 1,5 ml/min. Frakce, ob-
sahujici 24dany materidl, se shromazdi RP-HPLC do fondu, zmrazi se
v kapalném dusiku a lyofilizuji ge.

Ptiklad 9

250 mg bilkoviny se rozpusti v 250 ml 0,05 hydrogenuhli&ita—
nu amonného, hodnota pH 9,0. P#ida se 25 #l 0.1 mg/ml roztoku
veptového trypsinu (obchodné dostupny u spoleénosti Sigma Chemi-
cal Co., P.O. Box 14508, St. Louis, MO 63178) ve vodd a inkubuje
se 2za Stépeni po dobu dvou hodin p#i teplot® 25 °C. ‘Toto trypsi-
nové &tépeni, které uvolfiuje N-zakon&eni fFetézce B, se ukonéi
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ptridanim 280 ul 0,1 N kyseliny chlorovodikové. Pak se p¥ida 25
pl 0,1 mg/ml roztoku pepsinu (obchodné dostupného od spole&nosti
Boehringer-Mannheim Biochemical, P.O.Box 50816, Indianopolis, In-
diana 46250) v 0,01 N kyselin4 chlorovodikové. St&pici smds se
inkubuje po dobu 22 hodin p¥i teploté 25 °C, pfifemz se Stdpeni
ukon#1i pfidanim 25 pul 0,1 mg/ml roztoku pepstatinu (obchodné dos-
tupny u spoleénosti Sigma Chemical Co.) v 10% kyselin& octové a
900 pl vody. Reakiéni smés se pak vnese na 4,6 X 450 mm sloupec
Zorbax C8, udr%ovany na teplotd 45 °C, ktery je . vyvaZeny O,1
M fosforelnanem sodnym, hodnota pH 2,1, 1 ml/min a peptidy se
eluuji lineadrnim gradientem 15 aZ 30 % methylkyanidu ve vychozim
pufru. vétsi eludni pik pti 25 % methylkyanidu se shromazdi, zie-

"di se vodou, odsoli se na Sep-Pak patroné (obchodn$ dostupna

u spole&nosti Waters)  a lyofilizuje.se. ShromaZdény material se
pak analyzuje aminokyselinovou analyzou  na analyzatoru Model
6300 (obchodnd . dostupny u spole&nosti Beckman Instruments, Ful-

_.lerton, CA 92634) .

Uspotadani disulfidick?ch vazeb ACB—proinzulinﬁ se potvrzuje"
trypsin/pepsinov?m 4t4penim molekul a néaslednou HPLC analyzou,
jak popisuje Toren P a. kol., (1988) Anal ' Biochem., roénik 16§,
str. 287 aZ 299.

. . - o R . . - - - -

Pfiklad 10

Transformace ACB-proinzulinu na lidsk? inzulin

' Zpracovava se 1,03 mg ACB-proinzulinu 1 -ug trypsinu (spo-
le&nosti Sigma Chemical €0O) a 10 pg karboxypeptidasy B (Lilly,
vytist&né z vep¥ového pankreas) ve 2. ml hydrogenuhli&itanu amon-
ného, hodnota pH 8,8, po dobu 23 hodin p#i teplot® 23 °C. Reakce
se pak ukon®i ptidanim 2,0 ml O,1 N kyseliny chlorovodikové
a vzorek se vnese ve form# dvou 2 ml vst#ikd na sloupec Vydac Cl18
(obchodn® dostupny u spolednosti The Separations Group, Hesperia,
CA 92345), vyvaZeny ©O,1% vodnou trifluoroctovou kyselinou pfi
udr%ovani teploty 45 °C . a eluuje se gradientovym programem po do-
bu 5 minut 17 a% 26,25%, po dobu 5 minut 26,25 a% 31,25% a po do-

bu 35 minut 31,25 a% 42,5% methylkyamidem do 0,1% vodné kyseliny
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trifluoroctové rychlosti 1 mi/min. Eluované peptidy se shromazdi
a analyzuji se FAB-MS, aminokyselinevou analyzou a v ptipadé in-

zulin obsahujiciho piku biologickou analyzou a mapovanim peptidu,

P#iklad 11

Biologickd analyza ACB-proinzulinu

Inzulinovd a IGF-I zkouska receptorového véazani za pou%iti
lidské placentdlni membrany se provadi v podstaté zpasobem, ktery
popsal Grappuso P.A. a kol. (1988) J. Clin. Endocrinol. Metab.,
ro¢nik 67, str. 194 aZ 197 s tou vyjimkou, %e se inkubace provadi
pEi teplotd 4 °C po dobu 18 hodin a membrany se shroma%di na jed-
notce Skatron Cell Harvester (obchodnd dostupné u spolednosti
Skatron, Inc., Sterling, VA). Provadi se zkouska transportu glu-
kozy v krysich adipocytech v podstat® zpGsobem, ktery popsal Kas-

hwagi M. a kol., (1983), J. Clin. Invest., ro¢nik 72, str. 1246_“.._'

a% 1254. . . . .

In vivo G¢innost ACB?proinzulinu se stanovi na vyhladovélych
krysach. Samelek hubené krysy Sprague-Dawley (dostupny u spole&?
nosti Charles River Laboratories, Wilmington, MA 01887) o t#lesné

-hmotnosti 190 a% 210 g se nechd bez potravy 16 hodin. Nahodn& se

voli 10 zvifat a rozdéli se do dvou skupin po pé&ti Kkrysach.
Kontrolni skupin# se subkutannd vst¥ikne fysiologicky roztok (0,1
ml na 100 g t&lesné hmotnosti) zytimco experimentalni skupind se
vst¥ikne tentyZ slany roztok obsahujici zkouZeny peptid. Odebere
se krev (0,1 ml) z ocasu ka%dé¢ krysy pro stanoveni obsahu glukozy
(Sigma Diagnostics, glucose ([Trinder]), adress) pk#ed podanim
peptidu a potom 30 minut, 1, 2, 3 a 4 hodiny po poddni peptidu.

nnnnnn el A slesd T o - e L %
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minus S.E.M. krevni glukozy u kontrolni skupiny a oSet#né skupinf
krys a kone¢né vysledky se vyjad¥i podle zmén u experimentélni a
kontrolni skupiny. Stanovuje se ptsobeni 5 a% 7 rdznych davek.

Sekvenéni ptehled
(1) Obecna informace:




(i) Autofi: Belagaje, Rama M
DiMarchi, Richard D.
Heath, William F
Long, Harlan B
(ii) Nazev vynalezu: Polypeptid, zplsob jeho pt¥ipravy, farma-
ceuticky prostfedek, ktery ho obsahuje a

jeho pouziti jakoZto meziproduktu pro
ptipravu inzulinu
(1ii) Polet sekvenci: 13 '

(iv) Adresa:
(A) Nazev: Eli Lilly and Company

" (B) ulice: Lilly Corporate Center
(C) m&sto: Indianopolis - -—-
(D) stat: Indiana
(E) zem: USA
(F) ZIP: 46285
: (v) Udaje pro po&ital
| (A) typ media:floppy. disk .
'(B) potitas: IBN PC Kompatibilni -~ = = ==
(C) operaéni systém PC-DOS /MS-DOS3 '

(D) Softwars: PatentIn release # 1,0, verse #1 25
(vi) Udaje pro pfihlasku vynalezu . .
(A) &islo pfihlééky vynalezu

- (B) datum podani
(C) zattidéni
(viii) Udaje zé4stupce
(A) jméno: Conrad William A
(B) registra&ni &islo. 32089
(C) &islo : X-78866
(ix) telekominukagni spojeni
(A( telefon: 317—276-6013.

(2) Informace pro sekv. iD tislo: 1
(i) sekven&ni charakteristiky
(a) délka: 86 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
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(C) tetdzce: jednoduchy
(D) topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: bilkovina
(xi) sekven&ni deskripce: sekv. ID &islo 1

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gln Vval Gly Gln
20 25 30

Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro Leu ala
5 40 ' 45

Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly
50 - 55 60 .

ger His Leu Val Glu Ala Lei Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
5 70 75 80

Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
85

(2) Informace pro sekv. ID #islo: 2
(i) sekvenéni charakteristiky
(A) délka: 278 part bazi -
(B) typ: nukleova kyselina T e
(C) tetézce: jednoduchy
(D) topologie: linearnhgﬁwh;+w_wﬁ,;_q,;ﬁ%hkﬂ
(i1) Typ molekuly: DNA (genomicka)
(xi) sekvenéni deskripce: sekv, ID #islo. 2

AGCTTCATAT GGGCATTGTG GAACAATGCT GTACCAGCAT CTGCTCCCTG TACCAGCTGG 60

TTTTGAACCA ACACCTGTGC GGCTCCCACC TGGTGGAAGC TCTGTACCTG GTGTGCEGTG 240

AACGTGGCTT CTTCTACACC CCGRAGACCT AGGATCCG 278

(2) Informace pro sekv. ID &iglo: 3
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(i) sekven&ni charakteristiky
(A) délka: 277 parQ bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) tetézce: jednoduchy
(D) topologie: linearni
(1i) Typ molekuly: DNA (genomicka)
(xi) sekvenéni deskripce: sekv. ID &islo 3

AATTCGGATC CTAGGTCTTC GGGTGTAGAA GAAGCCACGT TCACCGCACA CCAGGTACAG

.

AGCTTCCACC AGGTGGGAGC CGCACAGGTG TTGGTTCAAA AAACGCTTCT GCAGGGAACC
CTCCAGGGCC AGCGGCTGCA GGCTGCCTGC ACCOGGGCCA CCGCCCAGCT CCACCTGACC
|CACCTGCAGG TCCTCTGCCT CACGGCGGTT GCAGTAGTTC TCCAGCTGGT ACAGGGAGCA

GATGCTGGTA CAGCATTGTT CCACARATGCC CATATGAi

- T - i . e ora e e o e mD) N R e AL A oo A AR S

(2) Informace pro sekv., ID &islo: 4
(i) sekvenini charakteristiky
(A) délka: 8 pard bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) tetdzce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni
(i1) Typ molekuly: DNA (genomicka)
(xi) sekventni deskripce: sekv. ID #islo 4
CCTCGAGG
(2) Informace pro sekv. ID tislo: 5
(i) sekvenéni charakteristiky
(A) délka: 22 parl bazi
(B) typ: nukleova kyselina’
(C) tetdzce: jednoduchy
(D) topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomicka}
<3 <¢a

60
120
240

277

T .
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(xi) sekvenéni deskripce: sekv. ID #islo 5
GATCTATTAA CTCAATCTAG AC ' 22

(2) Informace pro sekv. ID &islo: 6
(1) sekven&ni charakteristiky
(A) délka: 22 pard bazi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) tet&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomickd)
(xi) sekventni deskripce: sekv, ID &islo & ‘
TCGAGTCTAG ATTGAGTTAA TA 22

(2) Informace pro sekv. ID &islo: 7
(1) sekventni charakteristiky
(A) délka: 10 pard bazi
(C) tetdzce: jednoduchy e
(D) topologie: lineArni
(i1) Typ molekuly: DNA (genomicka)
(xi) sekven&ni deskripce: sekv. ID &islo 7
- CGGGATCCE | - o - 10

(2) Informace pro sekv. ID &islo: 8
(i) sekventni charakteristiky
(A) délka: 12 parh bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) tetdzce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(T Typ molekKuly: DNA (Génomicks)
(xi) sekvenfni deskripce: sekv. ID ¢&islo 8
GAGGAATTCC TC E 12

(2) Informace pro sekv. ID #islo: 9
(i) sekvendni charakteristiky
(A) délka: 13 pard bazi
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(B) typ: nuklecova kyselina
(C) fetézce: jednoduchy
(D) topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA  (genomicka)
(xi) sekven&®ni deskripce: sekv. ID &islo 9
CTGTGCCTTC TAG

(2) Informace pro sekv. ID &islo: 10
(ij sekventni charakteristiky
(AR) délka: 17 part bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) tetdzce: jednoduchy
(D) topologie: linedarni _
(ii) Typ molekuly: DNA (genomickd)

(x1) sekventni deskripce: sekv. ID &islo 10
GATCCTAGAA GGCACAG

(2) Informace pro sekv. ID &islo: 11
(1) sekven&ni charakteristiky -
(A) délka: 26 pard bazi
(B) typ: nukleoﬁa kyselina
(C) ftetézce: jednoduchy &= oa™ii= Tevinmoilessr
" (D) topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
(x1) sekven®ni deskripce: sekv. ID Gislo 11
CCCGTCCTGT GGATACTCTA CGCCGA |

(2) Informace pro sekv. ID &islo: 12
(1) sekventni charakteristiky
(A) délka: 49 parf bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) tetézce: jednoduchy
(D) topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomicka)
(xi) sekvenéni deskripce: sekv. ID ¢islo 12
CTAGAGGGTA _TTAATAATGT ATATTGATTT TAATAAGGAG-. GAATAATCA
13
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(2) Informa&e pro sekv. ID &islo: 13
(i) sekvenéni charakteristiky
(A) délka: 47 part bazi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) tetézce: jednoduchy
(D) topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: DNA (genomick4)
(xi) sekven&ni deskripce: sekv. ID &islo 13 : -
TATGATTATT CCTCCTTATT AAAATCAATA TACATTATTA ATACCC’I‘ 47

Prﬁmyslo?é vyuZitelnost

'Nové molekuly odvozenéd od slo%ek proinzulinu rekombinantni DNA
technologil. Sloudeniny podobné inzulinu, vhodné pro oédtrovani
diabqtes mellitus, nezAvislé na inzulinu, Novy zplsob rekombinan-
R 1 5 § produkde inzulinu. : e e . -
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1. Polypeptid obecného vzorce I i 100 1
Met,—~A-C-B (1) ‘
kde znamena 0 %(]Q q 0
Met aminokyselinu methionin, % \
x O nebo 1, iﬂmwmfiﬂﬂ_,a
A tetézec A inzulinu nebo jeho funkéni derivat,
B fetézec B inzulinu nebo jeho funkéni derivat,
C C-peptid inzulinu nebo peptid obecného vzorce
X1— X2- P -~ X35— X,
kde znamena .
X1,X2,X3s a X4 bazické aminokyseliny, které jsou stejné
nebo odli%né a
P peptid obsahujici 4 a% 35 aminokyselin
s vyjimkou cysteinu,
jeho farmaceuticky vhodné soli. : .
2. " Polypept:d podle ndroku 1 obecného vzorce I, kde aminoky—'¢

selina v poloze 21
Ala,
3.  Polypeptid
;selina v poloze 10

Asp, a Asn.

A-tetézce je volena ze souboru zahrnujiciho Gly;

podle naroku 2 obecného vzorce I, kde aminoky-

B-tetézce je Asp.

4,
selina
5,
selina
6.
selina
7.
selina
8.
"selina
9.
selina
10.

selina

Polypeptid
v poloze 30
Polypeptid
v poloze 29
Polypeptid
A poloze'ie
Polypeptid
v poloze 27
Polypeptid
v poloze 13
Polypeptid
v poloze 17
Polypeptid
v poloze 21

podle naroku 3 obecného vzorce I, kde aminoky-
B-fetézce je Ala nebo chybi.

podle né&roku 3 obecného vzorce I, kde aminoky-
B-tetézce je Pro.

podle naroku 5 bbecného vzorce I, kde aminoky-
B-fetézce je Glu nebo Lys.

podle naroku 2 obecného vzorce I, kde aminoky-
B-fetézce je Arg.

podle naroku 7 obecného vzorce I, kde aminoky-
B-tetézce je Gln. ' “

podle naroku 7 obecného vzorce I, kde aminoky-

A-tetdzce je Glu.
podle naroku 7 obecného vzorce I,

A-tetézce je Gly a aminokyselina v

kde aminoky-
poloze 30 B-




=

rétézce je Thr-NH, .

11. Polypeptid podle naroky 2 obecného vzorce I, kde aminoky-

selina v poloze 29 B-fetézce je Pro.

12, . Polypeptid podle ndroku 1] obecného vzorce I, kde aminoky-
selina v poloze 28 B-tfetédzce je Glu nebo Lys.

13, Polypeptid podle naroky 12 obecného vzorce I, kde aminoky-
gselina v poloze 30 B-fetézce je Ala.

14, Polypeptid podle ndroku 2 obecnédho vzorce I, kde aminoky-

selina v poloze 30 B-tetézce je Ala. _ |

15. Polypeptid podle naroku 1 obecného vVzorce I, kde aminoky-

selina v poloze 10 B-tetézce je Asp nebo His.

16. Polypeptid podle néroku 15 obecného viorce I, kde aminoky-

" selina v poloze 28 B-tetézce je Asp.

17. Polypeptid podle néroku 15 obecného vzorce I, kde aminbky— ‘
selina v poloze 30 B-fetézce je vypusténa. B

. 18. Polypeptid podle naroku 1 obecného vzorce I,.kde‘aminoky-

selina v poloze 28 B-tetézce jeo Lys a aminokyselina v poloze 29 B- - °
Eétézcé je Pro. ' | .
19, Polypeptid podle naroku 1 obecného vzorce I, kde aminoﬁ}— :
selina v poloze 29 a 30 B-tetdzce je vypusténa. o )
20. DNA slou&enina zakodujici kteroukoliv slouteninu podle na-
roku 1 a% 19, L . Coe - . -
21, Rekombinantni DNa vektor obsahujici DNA slou#eninu
podle naroku 20.

22, Zpﬁqob rekombinantni Ptipravy polypeptidg podle n&roku 1

az 19, vyznaé.uy jici s @ tim, %e

2. se vytva¥{ DNA sekvence zakodujici Polypeptid podle naroku 1
a2 19

b. tato DNA sekvence 3@ vna&i do vhodného vektory obsahujiciho
promotor operdtorovou regionalni funkci v hostujiqi bufice,

C. orientuje se DNA sekvence ve vektory k dosa%eni transkripce a
translace DNA sekvence za transkrip&niho #izeni promotor ope-
ratorového regionu,

d. tranformuje se hostujict butiky vektorem,

e. kultivuje se hostujici butika 2a podminek vhodnych k navozeni
transkripce a translace genu a




_80...

iy

f£. zisk4 a &isti se produkovany peptid zakodovany DNA sekvenci.
23, Zpisch pfipravy polypeptidu obecného vzorce I podle na-
roku 1 a2 19, vyzna¢ujilicit s e t i1 m, 2e se po-

stupuje syntezou peptidu v pevné fazi.

24. Zplisob p¥ipravy inzulinu, vy 2 n a ¢ujici s e

t{im, Ze

‘a. se pfipravuje polypeptid obecného vzorce I poodle naroku 1 a%
19 a

b. %tépi se vhodnymi peptidasami nebo chemickami éinidly k od-
stépent C-peptldu

25. Zplsob piipravy 1nzu11nu vyznaé¢tuijilec 1 s e
t{im, 2e
‘a. se konstruuje DNA sekvence zakodujici polypeptid obecného -7

vzorce I, podle naroku 1 a% 19,
b. tato DNA sekvence se vna%i do vhodného vektoru obsahujiciho
7 promotor operatorovou regionalnl funkci v hostujici buiice,
. ¢. DNA sekvence se orientuje ve vektoru k dosa%eni transkripce
\“:a translace DNA sekvence a transkripéni kontroly promotor= -
_ operétorové oblasti, T
- < -'d. hostujici buiika se transformuje vektorem, . - - T
} transformovana hostujici buftka se kultivuje za podminek vhod- -
‘anych k. navozeni transkripce a translacgwgenpzaww$hﬁ e
£. polypeptid zakodovany DNA sekvenci se ziska a &isti,
g.  polypeptid zakodovany genem se §tépl vhodnymi peptidazami nebo
h chemickymi #inidly, takZe se C~peptid oditépi. e
26. Farmaceuticky prostifedek pro oSetfovani diabetes, NIDDM a
pro stimulaci proliferace bunék hladkého svalstva, vy zna & u-
jici se t1 m , Z2e jako u¥innou slo%ku obsahuje polypep-
tid obecného vzorce I.podle naroku 1 a% 19 spolu s jednim nebo

nékolika farmaceuticky vhodnYmi nosi&i, excipienty nebo fedidly.
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