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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka sekvencii DNA, koédujticich proteiny, ktoré su schopné vézby s TRAF2; dalej sa tyka
takto kédovanych proteinov, pouZitia uvedenych proteinov a sekvencii DNA na vyrobu liekov na lieCenie
alebo prevenciu patologickych stavov, spojenych s indukciou NF-kB alebo s inou aktivitou, sprostredkova-
nou TRAF?2 alebo inymi molekulami, ku ktorym sa uvedené proteiny viazu.

Doterajsi stav techniky

Nad¢elad receptorov faktorov nekrotizujucich nadory (tumour necrosis factors, TNF)/rastovych nervo-
vych faktorov (nerve growth factors, NGF) je definovand Struktarnou homolégiou extraceluldrnych domén
ich &lenov (Bazan, 1993; Beutler a van Huffel, (1994); Smith et al., (1994)). S vynimkou dvoch receptorov,
receptora p55 TNF a FAS/APOI, nevykazuju rézne jedince tejto receptorovej &elade zrejma podobnost’
Struktury ich vnitrobunkovych domén. Medzi uvedenymi receptormi vak jestvuje znafné funk¢na podob-
nost, &o poukazuje na spolo&né signalne cesty. Jednym z prikladov tejto podobnosti méze byt schopnost’
viacerych receptorov &el'ade TNF/NGF aktivovat transkripény faktor NF-xB. Uvedend spolo¢na schopnost’
sa pripisala schopnosti cytoplazmového proteinu, ktory aktivuje NF-kB, faktora 2, zdruZeného s receptorom
TNF (TNF Receptor Associated Factor 2, TRAF2), viazat sa k §truktirne rozdielnym intracelularnym domé-
nam viacerych receptorov z uvedenej &eladeTNF/NGF. Akym mechanizmom TRAF2 pdsobi a aka je jeho
reakcia na rézne receptory, ku ktorym sa koordina&ne viaZe, doteraz nie je zname.

TRAF?2 je &lenom nedévno opisanej skupiny proteinov, oznaenej TRAF, ktord zahfiia viaceré proteiny,
bliz¥ie uréené napriklad ako TRAF 1, TRAF2 (Rothe, M., Wong, S.C., Henzel, W.J. a Goeddel, D., Cell 78,
681 az 682 (1994); zverejnena prihlaska WO 95/33 051)), TRAF 3 (Cheng, G. et al. (1995)), a TRAF 6 (po-
zri Cao et al., (1996a)).

Vietky proteiny, ktoré patria do skupiny TRAF, maji v C-terminalnych doménach vysoky stupefl zhod-
nosti aminokyselin. Ako je zrejmé zo schematického zndzomenia TRAF2 (obr. 1), uvedena molekula v jej
C-termindalnej oblasti obsahuje ring finger zoskupenie a dve XXzinc finger zoskupenia, podobné TFIIIA.
C-terminélna polovica molekuly zahffia oblast,, ktord je znama ako ,,doména TRAF“, obsahujica potencial-
nu leucinovii ,,zipper* oblast’ medzi aminokyselinami 264 aZ 358 (oznaéeni N-TRAF) a d'alSiu Cast’ v smere
karboxy-zakong&enia domény medzi 359. aZ po 501. aminokyselinou (oznafeni C-TRAF), ktora je zodpo-
vedna za vizbu TRAF Kk receptorom a k d’al§im molekuldm TRAF za vzniku homo- alebo heterodimérov.

Aktivécia transkrip&ného faktora NF-kB je jednym z prejavov signalnej kaskady, iniciovanej niektorymi
z TNF/NGF receptorov a sprostredkovanych TRAF2. NF-xB zahriia &leny skupiny proteinov tvoriacich di-
méry s homolégiou k Rel onkogénu, ktoré, v ich dimémej forme, psobia ako transkripéné faktory. Tieto
faktory sa vyskytuju vade a ziZastiiuju sa na regulacii expresie mnohych génov. Hoci boli pdvodne oznace-
né ako faktor, ktory je kon3titutivne pritomny v B-bunkéch v §tddiu expresie Igk Tahkého retazca, NF-kB je
zndmy najmi pre jeho G¢inok ako indukovatelny transkrip&ny aktivdtor. Vo vaSine znamych pripadov sa
NF-«B spréava ako primarny faktor, menovite indukcia jeho aktivity prebieha aktivaciou molekul, pritomnych
uz v neaktivnej forme bunky, skdr ako by bol de-novo syntetizovany, &o sa naopak vzt'ahuje na indukovatel-
né transkrip&né faktory, ktoré napadaju NF-xB gén XX turn-on the NF-«B. Ukinok NF-«B je vysoko pleiot-
r6pny. Vigdina z tychto poetnych u¢inkov ma spolo&nu vlastnost’ v tom, Ze st rychlo indukovatelné ako re-
akcia na extracelularny podnet. Vi&sina NF-kB aktivaénych &inidiel st induktory imunitnej obrany vratane
zloZiek virusov a baktérii, cytokinov, ktoré reguluju imunitnu reakciu, UV svetla a dalich. Podl'a uvedeného
mnohé z génov regulovanych NF-kB prispievaju k imunitne obrane (pozri prehladné prace Blank et al.
(1992); Grilli et al. (1993); Baeuerle a Henkel (1994)).

Jednym z hlavnych znakov NF-kB -reguldcie je, Ze tento faktor mdzZe jestvovat’ v cytoplazmovej ne-DNA
vizbovej forme, ktord mdZe byt indukovand na translokéciu k jadru, viazat DNA a aktivovat’ transkripciu.
Uvedena dvojita forma NF-xB -proteinov je regulovand I-kB, &o je skupina proteinov, obsahujucich repeticie
domény, ktoré boli povodne rozlilené v erytrocytovom proteine ankyrine (Gilmore a Morin (1993)). Uvede-
ny NF-kB dimér v nestimulovanej forme sa nachadza zdruzeny s I-xB molekulou, ktora je na diméri uloZena
v cytoplazmovej polohe a zabraiiuje jeho reakeii s NF-kB-vizbovou DNA-sekvenciou a aktivacii transkrip-
cie. Disoci4cia I-kB z NF-kB diméru predstavuje kriticky krok aktivacie mnohych z indukénych &inidiel
(DiDonato et al. (1995)). Poznatky o mechanizme, ktory umoZziiuje tato regulaciu su stale obmedzené. Rov-
nako je malo poznatkov na pochopenie cesty, ktorou je urtena 3pecifickost’ bunky z hladiska reakcii na rézne
NF-kB-indukéné €inidla.

Jednym z najviac G¢innych induk&nych &inidiel NF-kB je cytokinovy nador nekrotizujuci faktor (Tumor
Necrosis Factor, TNF). Jestvuji dva rozne TNF receptory, receptor p55 a receptor p75. Uroveti ich expresie
sa meni nezavisle od druhu buniek (Vandenabeele et al., (1995)). Receptor p75 reaguje prednostne na bunkou
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viazant formu TNF (TNF je exprimovany aj ako beta-transmembranovy protein, aj ako rozpustny protein),
zatial’ o receptor p55 reaguje rovnako U&inne na rozpustné molekuly TNF (Grell et al.(1995)). Vnutrobun-
kové domény uvedenych dvoch receptorov nemaju §truktirnu podobnost’ a viazu rozdielne cytoplazmatické
proteiny. Jednako viak, najmenej ast u¢inku TNF vratane cytocidédlneho G¢inku TNF a indukcie NF-kB
moZe byt spdsobena obidvoma uvedenymi druhmi receptorov. Tento jav je bunkovo 3pecificky. Uvedeny re-
ceptor p55 je schopny indukovat’ cytocidalny efekt alebo aktivaciu NF-kB vo vetkych bunkach, ktoré tieto
udinky prejavuji ako reakciu na TNF. Receptor p75-R méZe mat’ uvedené uginky iba pri niektorych bun-
kach. Iné bunky, hoci exprimuji vysoké hladiny p75-R, vykazuji indukciu uvedenych u¢inkov iba ako odo-
zvu na stimuldciu receptora p55 (Vandenabeele et al. (1995)). Popri TNF receptorov su aj iné receptory zo
skupiny receptorov TNF / NGF ktor¢ su schopné tiez indukovat’ aktivaciu NF-kB: CD30 (McDonald et al.
(1995)), CD40 (Berberich et al. (1994)); Lalmanach-Girard et al., (1993)), lymfotoxinovy beta-receptor a pri
niektorych typoch buniek FAS/APO1 (Rensing-Ehl et al. (1995)). Receptor IL-1 typu I tieZ Gi¢inne spust'a ak-
tivaciu NF-
-kB, ma vag3inu G&inkov obdobnych receptorom TNF napriek tomu, Ze s nimi nemd nijaka 3trukturnu po-
dobnost’.

Aktivacia NF-kB po spusteni réznymi receptormi je dosledkom vyvolanej fosforylacie I-«B molekil,
zdruZzenymi s NF-kB. Fosforylacia vedie k degradécii I-kB, ¢o najvhodnej3ie nastdva v proteasome XX. Pod-
stata kinazy, ktora fosforyluje I-kB a mechanizmus aktivacie po spusteni receptorom nie s doteraz zndme. V
poslednych dvoch rokoch sa viak ziskali niektoré poznatky o identite troch receptorovo zdruZenych protei-
nov, o ktorych sa predpoklad4, Ze sa za¢astiiuju na iniciacii fosforylacie (pozri grafické znazornenie na obr
2a a 6). Usudzuje sa, Ze Gistrednti ilohu pri aktivacii rdznymi receptormi zo skupiny TNF / NGF ma4 protein,
nazvany TRAF2, povodne klonovany D. Goddelom a jeho kolegami (Rothe et al. (1994)). Ak je uvedeny
protein exprimovany vo vysokych drovniach koncentracii, sm méZe spustit’ aktivaciu NF-xB, viazat' sa k
aktivovanému p75 TNF-R (Rothe et al. (1994)), lymfotoxinovému beta receptoru (Mosialos et al. (1995)),
CD40 (Rothe et al. (1995a)) a CD30 (nepublikované idaje) a nimi sprostredkovat’ indukciu NF-xB. TRAF2
sa neviaZe k pSS TNF receptoru ani k FAS/APO1, ale mdZe sa viazat k proteinu zdruZenom s receptorom
p55; tento protein sa oznaduje TRADD a mé4 schopnost’ viazat' sa k proteinu zdruzenému s FAS/APOL1, ktory
sa oznatuje MORT1 (alebo FADD - pozri Boldin et al. (1995b) a (1996)). Iny protein, ktory vstupuje do in-
terakcie s receptormi, oznatovany RIP (pozri Stanger et al.(1995)), je schopny vstipit' do interakcie tieZ s
TRAF2, ako aj s FAS/APO1, TRADD, p55 TNF receptorom a MORT-1. Kym RIP je spojeny s indukciou
bunkovej cytotoxickosti (bunkovéa smrt’), potom jeho schopnost’ vstupovat’ do interakcie s TRAF2 implikuje
tieZ jeho zapojenie do aktivacie NF-xB a méZe navyse sluzit’ tieZ na zvySenie interakcie medzi FAS/APOL1,
MORT-1, p55 TNF receptorom a TRADD s TRAF2 reakénou cestou, veducou k aktivacii NF-kB. Uvedené
stivislosti zjavne umoZiiuju spastanie NF-kB aktivacie G€inkom p55 TNF receptora a FAS/APO1 (Hsu et al.
(1995); Boldin et al.(1995); Chinnalyan et al. (1995); Varfolomeev et al. (1996); Hsu et al. (1996)). Spuita-
nie aktivacie NF-kB receptorom IL-1 nastdva nezavisle od TRAF2 a méZe zahrilat’ kinazu, nedavno klono-
vanu proteinom zdruZzenym s IL-1 receptorom, oznatovant IRAK (Croston et al., (1995)).

Akym mechanizmom pdsobi TRAF2 nie je doteraz jasné. Niektoré cytoplazmatické molekuly, ktoré sa
viazu s TRAF2 uZ boli identifikované (Rothe et al., (1994); Rothe et al., (1995b)). Informécie o tychto mole-
kuldch v8ak neposkytuji nijaké ndznaky o drahe, ktorou TRAF2 zac¢ina fosforylaciu I-kB, pretoZe samotny
TRAF2 nevykazuje nijakit enzymaticku aktivitu. Doteraz chybaji informacie tieZ o0 mechanizme, ktory uréu-
je bunkovo 3$pecificky obraz aktivacie TRAF2 r6znymi receptormi tak, ako bol pozorovany pri indukcii NF-
kB uvedenymi dvoma TNF receptormi.

Okrem uZ uvedeného o réznych TRAF proteinoch treba navy$e poznamenat, Ze TRAF2 sa viaZe s pS5
(CD120a) a p75(CD120b) TNF receptormi, ako aj s viacerymi receptormi zo skupiny TNF/NGF receptorov,
bud’ priamo, alebo nepriamo cez d’aliie adaptorové proteiny, ako uz bolo uvedené, napriklad ako FAS/APO1
receptor a adaptorové proteiny MORT-1, TRADD a RIP. Pri aktivacii NF-kB je rozhodujici TRAF2 sém o
sebe (pozri Wallach (1996)). Aktivaciu NF-kB niektorymi receptormi zo skupiny receptorov TNF/NGF vak
inhibuje TRAF3 (pozri Rothe et al. (1995a)), zatial’ o na indukciu NF-kB receptorom IL-1 sa vyZaduje
TRAF®6 (pozri Cao et al. (1996a)).

V suvislosti s aktivaciou NF-xB a jej doleZitost'ou so zachovanim Zivotaschopnosti buniek, neboli doteraz
celkom jasne vyrieSené rozne intracelularne reakéné cesty tejto aktivacie, napriklad to, ako sa rézne TRAF
proteiny priamo alebo nepriamo zu&astiiuji na tychto pochodoch.

Dalej, ako je teraz zndme pri niektorych &lenoch receptorovej skupiny TNF/NGF a pre s nimi zdruZené
intracelularne signdlne drahy vratane réznych adaptorov, mediatorovych/modulétorovych proteinov (pozri
prehlady a odkazy napriklad v spoluvlastnenych zavislych prihlaskach izraelskych patentov &islo 114 615,
114 986, 115 319, 116 588), mdZe napriklad ligand TNF a FAS/APO1 mat’ podporny alebo aj ni€ivy ucinok
na bunky. TNF napriklad prispieva k obrane organizmu proti nddorom a infek&nym latkam a prispieva na zo-
tavenie z urazov indukciou ni¢enia naddorovych buniek a virusom nakazenych buniek, zvy3uje protibakterial-
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nu aktivitu granulocytov. V tychto pripadoch je uvedené, s TNF indukované, ni¢enie buniek ZelateI'né. Nad-
bytok TNF viak mdZe byt ni€ivy a ako je o samothom TNF znédme, mé4 vyznamnu patogénnu ulohu v znag-
nom pocte ochoreni, ako st septicky 3ok, anorexia, reumatické choroby, zapaly a reakcie Stepov s prijem-
com.V takych pripadoch je s TNF indukované ni¢enie buniek neZiaduce. Uvedeny FAS/APO1 ligand ma na-
priklad tiez ZelateIné, ale aj neZiaduce u¢inky. Tento ligand indukuje cez jeho receptory nicenie autoreaktiv-
nych T buniek v priebehu dozrievania T buniek, to znamend nicenie T buniek, ktoré rozpoznavaji vlastné an-
tigény v priebehu ich vyvoja a tak chrénia pred autoiminnymi ochoreniami. Dalej, rézne malignantné bunky
a HIV- nakazené bunky nest na svojom povrchu FAS/APO1 receptor a mdzu tak byt’ zni¢ené aktivéciou toh-
to receptora jeho ligandom alebo protilatkou k nemu 3pecifickou, a tak je tymto receptorom sprostredkova-
vand aktivacia intracelularnej cesty odumierania buniek (apoptosis). Receptor FAS/APO1 v3ak mbZe mat’ aj
ni¢ivy u¢inok, napriklad neovladané niCenie tkaniva, ktoré sa pozoruje pri niektorych ochoreniach ako je
akutna hepatitida, €o je spojené s destrukciou pedeiiovych buniek.

Z hPadiska uvedenych poznatkov, najmi toho, Ze receptory skupiny TNF / NGF mdzu indukovat reakénu
drahu nidenia buniek na jednej strane a na druhej strane mdzu indukovat’ cestu prezitia buniek (cez indukciu
NF-xB), zrejme jestvuje jemna rovnovaha, intraceluldrne medzi tymito dvoma protichodnymi reak&nymi
drahami. Ak je napriklad ZelateIné dosiahnut’ &o najvé¢8iu dedtrukciu rakovinovych buniek alebo inak infek-
tovanych alebo chorych buniek, bude ciefom mat’ ligand TNF a/alebo FAS/APO1 indukujuci iba reak&nt
cestu ni¢enia buniek bez indukcie NF-xB. Obratene, ak je ZelateIné chranit’ bunky, ako je to napriklad pri
zapalovych ochoreniach, pri reakcidch §tepu s hostitelom, alebo pri akutnej hepatitide, je cielom zamedzit
indukcii nigenia buniek TNF a/alebo FAS/APO1 ligandom a miesto toho podporit’ indukciu NF-xB. Podob-
ne, v uritych patologickych podmienkach bude Zelate'né blokovat’ intracelularne signdlne cesty, sprostred-
kované receptormi p75 a IL-1, zatial’ ¢o v inych podmienkach bude ciel'om tieto intracelularne reak&né cesty
podporit.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je izolovany polypeptid, ktory sa viaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-kB, ktory

obsahuje:

a) aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID NO: 5;

b) aminokyselinovii sekvenciu fragmentu a), ktory sa viaZe na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-xB;

¢) aminokyselinovil sekvenciu analogu a) alebo b), ktory nemd viac ako desat’ zmien v aminokyselinovej
sekvencii a) alebo b), pri¢om kaZda takdto zmena je substiticiou, deléciou alebo inzerciou aminokyseliny,
pri¢om tento analég sa viaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-xB.

Zaroven je sti€astou podstaty vyndlezu aj izolovand DNA sekvencia kédujtca skdr uvedeny polypeptid,
ktora je vybrana zo skupiny obsahujice;j:

(i) ¢DNA sekvenciu obsahujticu nukleotidova sekvenciu SEQ ID NO:4;
(i) fragment sekvencie (i), ktory koduje polypeptid viaZuci sa na TRAF2 a modulujuci aktivitu NF-«B.

Nové proteiny podla tohto vynélezu si tiez nepriame modulatory/mediatory intracelulamej biologicke;j
aktivity réznych d’al§ich proteinov, ktoré si schopné vstupovat’ do interakcie s receptorom TRAF proteinov
priamo alebo nepriamo (napriklad s FAS/APOI receptorom, p55 TNF receptorom, p75 TNF receptorom,
IL-1 receptorom a s nimi zdruZenymi proteinmi, ako je napriklad MORT-1, TRADD, RIP).

Vynalez d’alej zahfiia antagonisty (napriklad protilatky, peptidy, organické zlugeniny, alebo aj niektoré
izoformy) k uZ uvedenym novym proteinom, viazucich sa k TRAF vratane izoforiem, analégov, fragmentov
a ich derivétov, ktoré sa mdézu pouzit' na inhibiciu signalneho procesu, alebo, blizsie, na inhibiciu aktivacie
NF-kB a jeho zapojenia v Zivotnych procesoch bunky, ak sa také ovplyvnenie vyZaduje. Podobne, ked’ sa
proteiny podl'a tohto vyndlezu, viazuce sa k TRAF, alebo protein TRAF, ku ktorému sa viaZu (napriklad
TRAF3), st samy inhibitormi aktivacie NF-kB, potom je poZiadavka mat’ antagonisty k tymto TRAF-vézbo-
vym protefnom, aby aktivovali signalny proces, bliZ3ie, aby blokovali inhibiciu aktivacie NF-xB a tym sa
zvysila aktivacia NF-kB, ak sa tak4 aktivacia vyZaduje.

Vynélez d’alej zahfiia pouzitie uvedenych novych TRAF-vizbovych proteinov, izoforiem, analégov,
fragmentov a ich derivatov, na izolaciu a charakterizaciu d'alSich proteinov alebo faktorov, ktoré méZu byt
zapojené do reguldcie TRAF-proteinovej aktivity a/alebo do uvedenej receptorovej aktivity, napriklad d’alSie
proteiny, ktoré mdzu viazat TRAF proteiny a ovplyvilovat’ ich aktivitu, a/alebo na izolaciu a identifikaciu
d’algich receptorov, alebo d’aldich bunkovych proteinov v smere alebo proti smeru v signdlnom procesoch, ku
ktorym sa tieto nové proteiny, anal6gy, fragmenty a ich derivaty viaZu, a preto s aj zapojené do ich funkcii.

Vynélez d’alej zahfiia inhibitory, ktoré méZu byt vloZené do buniek tak, aby viazali alebo vstupovali do
interakcie s novymi TRAF-vizbovymi proteinmi a ich moZnymi izoformami; uvedené inhibitory mézu spb-
sobovat’ inhibiciu aktivity spojenej s TRAF-proteinmi, napriklad v aktivacii NF-xB a preto, ak sa to vyZadu-
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je, mdzu inhibovat’ aktivaciu NF-kB; alebo moZzu pdsobit’ inhibi¢ne na inhibi¢né aktivity spojené s TRAF
(naprikiad TRAF3) pri aktivacii NF-kB a preto, ak sa vyZaduje, m6Zu zvySovat’ NF-«xB aktivéciu.

Vynalez d’alej zahfia pouZitie uvedenych novych TRAF vizbovych proteinov, izoforiem a anal6gov,
fragmentov a ich derivatov ako antigény na pripravu ich polyklonovych a/alebo monoklonovych protilatok.
Protilatky méZu byt naopak pouZité, napriklad, na &istenie novych proteinov z réznych zdrojov, ako su bun-
kové extrakty alebo transformované bunkové linie.

Dalej, uvedené protildtky sa mozu pouzit' na diagnostické G¢ely, napriklad na identifikdciu portch stvi-
siacich s abnormélnym priebehom bunkovych funkcii, sprostredkovanych priamo proteinmi TRAF alebo
sprostredkovanymi p55 TNF receptorom, FAS/APO1 receptorom alebo inymi pribuznymi receptormi a s ni-
mi zdruZenymi bunkovymi proteinmi (napriklad MORT-1, TRADD, RIP), ktoré pdsobia priamo alebo ne-
priamo na modulaciu/mediaciu intracelularnych dejov cez interakcie s TRAF proteinmi.

Vynélez d’alej zahriia farmaceutické kompozicie, obsahujiice uvedené nové proteiny, izoformy, alebo
analogy, fragmenty alebo ich derivaty, ako aj farmaceutické kompozicie uvedenych protilétok alebo inych
antagonistov.

Podla tohto vynalezu sa izolovalo viacero novych TRAF-vizbovych proteinov, najmid TRAF2-vizbovych
proteinov. Uvedené TRAF2 vizbové proteiny maji vysoku Specifickost’ viazby k TRAF2 (pozri d’alej uvede-
né priklady), a preto st modulatormi alebo mediatormi TRAF2 intracelularnej aktivity. TRAF2 je zapojeny
do modulicie alebo medidcie najmenej jednej intracelularnej signalnej drahy, ktord je obdobna draham na
prezitie buniek alebo draham ich Zivotaschopnosti, v ktorych je TRAF2 v priamom spojeni s aktivaciou NF-
-kB, ktory mé kIi¢ovu tlohu v Zivote bunky. Jeden z novych proteinov, oznadeny NIK (,,NF-xB inducing
kinase*, NIK, ,,NF-kB indukujuci kindzu“) sa skutogne viaZe k TRAF2 a stimuluje aktivitu NF-xB. NIK je
kin4za, ktora sa vyznatuje sekven&nou podobnostou s niektorymi MAPKK kindzami (pozri v d'alSom texte).
Tym, ¢ TRAF2 je schopny interakcie priamo alebo nepriamo s uvedenym p55 TNF receptorom, p75 TNF
receptorom, FAS/APO1 receptormi a s proteinmi MORT-1, TRADD a RIP, ktoré st s nimi zdruZené, je tieZ
mediatorom (sprostredkovatel'om) alebo modulatorom indukcie NF-«kB alebo aktivacie aktivity, vlastnej tym-
to receptorom. TRAF?2 je preto modulator/mediator dréhy preZitia bunky (ako protiklad drahy smrti bunky),
sprostredkovanej tymito receptormi a s nimi zdruZenymi proteinmi a rozsah interakcie medzi tymito recep-
tormi a/alebo proteinmi s TRAF2 je délezitym faktorom v celkovej aktivite tychto receptorov (uz aktivova-
nych ich ligandmi) najmi vtedy, ak bunky maju Zit alebo zahynut. Podl'a uvedeného maju proteiny podla
tohto vynalezu, napriklad NIK, klugovil lohu v uvedenej interakcii medzi TRAF2 a daldimi protein-
mi/receptormi, s ktorymi TRAF2 vstupuje do interakcie; proteiny, ako je NIK, 3pecifickou vdzbou k TRAF2
bude modulovat jeho aktivitu a/alebo aktivita proteinov bude modulovana cez interakciu s TRAF2.

Uvedené TRAF-vizbové proteiny, ako st napriklad TRAF-véizbové proteiny vratane NIK, sa izolovali a
klonovali s pouZitim dvojhybridného systému, &iastogne a celkom sekvenované; d’alej sa charakterizovali a
ako sa v d’alom ukazalo, su to vysoko ¥pecifické TRAF2-vizbové proteiny, a preto aj Specifické TRAF2
modulatory/mediatory.

V tomto texte pouzivany vyraz TRAF proteinové aktivita, napriklad aktivita TRAF2, zahriia jeho aktivitu
pri moduléacii/mediécii na dréhe preZitia bunky, a najmé ¢o sa tyka indukcie/aktivacie NF-xB. Podobne sa v
tomto texte pouZiva vyraz aktivita TRAF-vidzbového proteinu, najmi TRAF2-vizbového proteinu vo vyz-
name, ktory zahfiia modulaciu/mediéciu aktivity TRAF, najm4 aktivity TRAF2 v dosledku 3pecifickej védzby
k TRAF, najmd TRAF2 proteinom; tito moduldcia/mediacia vratane modulacie/medidcie Zivotnych dréh
bunky (cell survival pathways) a najmi tych, ktoré si vo vztahu s NF-xB aktiviciou/indukciou, v ktorej st
TRAF proteiny, najmi TRAF2 protein zapojené priamo alebo nepriamo a tak sa TRAF-, alebo TRAF2 viz-
bové proteiny mbZu povaZovat’ ako nepriame modulatory/mediatory vietkych uvedenych proteinov a mozno
aj celého radu d’al¥ich, ktoré su v spojeni s preZivanim bunky, najmi s aktivaciou/indukciou NF-kB a s kto-
rymi sa viaze TRAF2 (alebo iné TRAF proteiny), alebo s ktorymi TRAF2 (alebo iné TRAF proteiny) vstupu-
ju do interakcie priamym alebo nepriamym sposobom.

Jednym uskuto&nenim vynalezu je teda izolovany polypeptid, ktory sa viaze na TRAF2 a moduluje akti-
vitu NF-kB, a obsahuje:

a) aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID NO:2;

b) aminokyselinovi sekvenciu fragmentu a), ktory sa viaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-kB;

c) aminokyselinovi sekvenciu analdgu a) alebo b), ktory nema viac ako desat’ zmien v aminokyselinovej
sekvencii a) alebo b), pri€om kazd4 takdto zmena je substituciou, deléciou alebo inzerciou aminkyseliny, pri-
¢om tento analdg sa viaZe na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-kB; alebo

d) derivat a), b) alebo c), ktory sa viaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-kB.

Vyhodné uskutoénenie vynalezu sa tyka polypeptidu s aminokyselinovou sekvenciou SEQ ID NO:2.

Predmetom predloZeného vynalezu je aj DNA sekvencia kddujuca ktorykol'vek z definovanych polypep-
tidov.
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Této izolovand DNA sekvencia kédujiica polypeptid, ktory sa viaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-

kB, je vybrana zo skupiny obsahujticej:

(i) cDNA sekvenciu obsahujucu nukleotidovu sekvenciu SEQ ID NO:1;

(ii) fragment sekvencie (i), ktory kéduje polypeptid viaZuci sa na TRAF2 a modulujuci aktivitu NF-xB;

(iii) DNA sekvenciu schopnu hybridizovat’ so sekvenciou podla (i) aZ (ii) v stredne prisnych podmienkach
a kédujucu polypeptid viaZuci sa na TRAF2 a modulujuci aktivitu NF-xB; a '

(iv) akukol'vek DNA sekvenciu lifiacu sa od sekvencii definovanych v (i) aZ (iii), ktora kéduje definovany
polypeptid.

Jedno vyhodné uskuto¢nenie vynalezu sa tyka izolovanej DNA sekvencie, ktord obsahuje nukleotidovu
sekvenciu SEQ ID NO:1.

Predmetom predloZeného vynalezu je aj vektor obsahujuci definovani DNA sekvenciu. A to vektor, kto-
ry je schopny exprimovat’ sa v eukaryotickej hostitel'skej bunke alebo vektor, ktory je schopny exprimovat’ sa
v prokaryotickej hostitel'skej bunke.

Daliim predmetom predloZeného vyndlezu st eukaryotické alebo prokaryotické hostitel'ské bunky trans-
formované definovanym vektorom.

PredloZeny vynalez sa tyka aj spdsobu produkcie TRAF-viaZzuceho proteinu, jeho izoformy, fragmentu,
analogu alebo derivatu, ktory zahfiia pestovanie transformovanej hostitel'skej bunky v podmienkach vhod-
nych na expresiu tohto proteinu, jeho izoformy, fragmentu, analégu alebo derivatu, Gi€innti post-translaént
modifikéciu, ak je to nevyhnutné na ziskanie tohto proteinu, jeho izoformy, fragmentu, analégu alebo deriva-
tu, izolaciu exprimovaného proteinu, jeho izoformy, fragmentu, analégu alebo derivatu.

Vynalez d’alej zahfia protilatky alebo ich aktivne fragmenty alebo derivaty ¥pecifické pre definovany po-
lypeptid.

Dalsim predmetom predloZeného vyndlezu je pouZitie definovaného polypeptidu na moduldciu alebo
sprostredkovanie aktivity NF-kB alebo akejkol'vek inej vnitrobunkovej signalnej aktivity modulovanej alebo
sprostredkovanej s TRAF2, v bunkach, pri€om sa do buniek zavadza jeden alebo viacero tychto polypeptidov
vo forme vhodnej na vnutrobunkové zavadzanie, alebo sa do buniek zavadza DNA sekvencia kédujiica jeden
alebo viacero takychto polypeptidov, vo forme vhodného vektora nesticeho tuto sekvenciu, ktory je schopny
utinne zaglenit’ tito sekvenciu do buniek spésobom, pri ktorom sa v bunkach sekvencia exprimuje.

V jednom uskutoéneni predlozeného vynalezu sa bunka transfekuje s rekombinantnym Zivo¢i§nym viru-
sovym vektorom zahfiiajic nasledujice kroky:

a) konstrukciu rekombinantného Zivo&i¥neho virusového vektora nestceho sekvenciu, ktora kéduje virusovy
povrchovy protein — ligand, schopny viazat sa na $pecificky bunkovy povrchovy receptor na povrchu buniek,
ktoré sa maju transfekovat’, a druhu sekvenciu kédujucu protein vybrany z proteinov, izoforiem, anal6gov,
fragmentov a derivatov, ktoré, ked’ sa exprimuju v tychto bunkdch, st schopné modulovat/sprostredkovat
aktivitu NF-xB alebo akikol'vek inu vnutrobunkovu signalnu aktivitu modulovanid/sprostredkovanii pro-
strednictvom TRAF2 alebo ostatnymi uvedenymi molekulami; a

b) infikovanie buniek s vektorom podla a).

Predmetom predloZeného vynélezu je aj pouZitie definovanej protildtky na modulovanie u¢inku modulo-
vaného/sprostredkovaného prostrednictvom TRAF2 na bunky, pri¢om na bunky sa aplikuje vhodny prostrie-
dok obsahujuci tieto protilatky, ich aktivne fragmenty alebo derivéty, pri¢om ked je TRAF2-vizobny protein
tychto buniek alebo jeho asti exponovany na extracelularnom povrchu, prostriedok je formulovany na extra-
celularnu aplikaciu, a ked” st TRAF2-vizobné proteiny intracelulérne, prostriedok je formulovany na intrace-
lularnu aplikaciu.

Vynalez zahfiia aj pouzitie oligonukleotidovej sekvencie kdédujicej antisense sekvenciu najmenej &asti
DNA sekvencie, kédujiucej definovany polypeptid, na modulaciu TRAF2 modulovaného/sprostredko-
vaného u¢inku na bunky, pri€om sa na bunky pdsobi touto oligonukleotidovou sekvenciou, a tato sekvencia
je schopna blokovat’ expresiu TRAF2-vizobného proteinu.

V jednom vyhodnom uskutoneni uvedeného pouzitia sa oligonukleotidova sekvencia zavadza do buniek
prostrednictvom rekombinantného Zivo&i¥neho virusového vektora nesticeho sekvenciu kédujicu virusovy
povrchovy protein — ligand, ktory je schopny viazat' sa na 3pecificky bunkovy povrchovy receptor na po-
vrchu buniek, na ktoré sa mé posobit’, a druhti sekvenciu kédujucu uvedenii oligonukleotidovii sekvenciu.

Dal¥i predmet vynélezu sa tyka pouzitia definovaného polypeptidu na modulovanie TRAF2 modulované-
ho/sprostredkovaného u€inku na bunky, pri¢om sa aplikuje ribozymovy postup, pri ktorom sa vektor koduja-
ci ribozymovu sekvenciu schopnii interagovat’ s bunkovou mRNA sekvenciou kodujicou uvedeny polypep-
tid, zavadza do buniek vo forme, ktord umoZtiuje expresiu ribozymovej sekvencie v bunkach, a pri exprimo-
vani ribozymovej sekvencie v bunkach, tato interaguje s uvedenou bunkovou mRNA sekvenciou a §tiepi tito
mRNA sekvenciu, ¢im inhibuje expresiu TRAF2-vizobného proteinu v bunkach.

Dalsi predmet vynélezu zahfila sposob izol4cie a identifikicie definovaného polypeptidu schopného
priamo sa viazat' na TRAF2, pri¢om pri tomto spdsobe sa aplikuje kvasinkovy dvojhybridny postup, pri kto-
rom je sekvencia kodujiica TRAF2 nesend jednym hybridnym vektorom, a sekvencia z cDNA kniZnice alebo
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z genomickej DNA kniZnice je nesend druhym hybridnym vektorom, pri¢om tieto vektory sa potom pouZiji
na transforméciu kvasinkovych hostitePskych buniek a pozitivne transformované bunky sa izoluju, ndsledne
sa extrahuje druhy hybridny vektor na ziskanie sekvencie kédujucej protein, ktory sa viaZe na TRAF2.

Predlo¥eny vynalez dalej zahfita farmaceuticky prostriedok na modulaciu TRAF2 modulované-
ho/sprostredkovaného ¢inku na bunky, ktory obsahuje ako u€innu zloZku najmenej jeden z definovanych
polypeptidov.

Predloeny vynalez dalej zahrfia farmaceuticky prostriedok na moduliciu TRAF2 modulované-
ho/sprostredkovaného t&inku na bunky, ktory obsahuje ako iginni zlozku rekombinantny Zivo¢iSny vektor
kodujci protein, ktory je schopny viazat' sa na bunkovy povrchovy receptor, a kédujuci najmenej jeden z de-
finovanych polypeptidov.

PredloZzeny vynalez dalej zahrita farmaceuticky prostriedok na moduliaciu TRAF2 modulované-
ho/sprostredkovaného G&inku na bunky, ktory obsahuje ako u¢innd zlozku oligonukleotidovii sekvenciu ko6-
dujucu anti-sense sekvenciu mRNA kodujtcej definovany polypeptid.

Dal3im predmetom vynalezu je pouZitie definovaného polypeptidu na vyrobu lie¢iva na prevenciu alebo
lieCenie patologického stavu asociovaného s NF-kB indukciou alebo s akoukol'vek inou aktivitou sprostred-
kovanou prostrednictvom TRAF2 alebo inymi molekulami, na ktoré sa viaZe takyto polypeptid, pri¢om také-
to pouZitie zahfila podavanie (i¢inného mnoZstva polypeptidu alebo DNA molekuly, ktord ho koduje, pacien-
tovi, ktory to potrebuje.

Dalej predloZeny vynélez zahfita spdsob skriningu ligandu schopného viazat' sa na definovany polypep-
tid, ktory zahffia uvedenie afinitnej chromatografickej matrice, na ktort je pripojeny polypeptid, do kontaktu
s bunkovym extraktom na naviazanie ligandu na tato matricu, a eluovanie, izolaciu a analyzu ligandu.

Dalej predloZeny vynélez zahriia sposob skriningu DNA sekvencie kédujticej ligand schopny viazat' sa na
definovany polypeptid, ktory zahriia aplikaciu kvasinkového dvojhybridného postupu, pri ktorom je sekven-
cia kodujuca polypeptid nesend jednym hypridnym vektorom a sekvencie z cDNA alebo z genomickej DNA
kniZnice st nesené druhym hybridnym vektorom, transforméciu kvasinkovych hostitel'skych buniek tymito
vektormi, izoldciu pozitivne transformovanych buniek a extrakciu druhého hybridného vektora na ziskanie
sekvencie kodujicej uvedeny ligand.

Daldie vyhodné uskuto&nenie vyndlezu sa tyka spdsobu identifikécie a produkcie molekuly schopnej
priamo alebo nepriamo modulovat’ bunkovu aktivitu modulovanu alebo sprostredkovanu definovanym poly-
peptidom, pri¢om tento spdsob zahriia:

(a) skrining molekuly schopnej modulovat’ aktivity modulované/sprostredkované tymto polypeptidom;
(b) identifik4ciu a charakterizaciu tejto molekuly; a
(c) produkciu molekuly v podstate v izolovanej a purifikovanej forme.

Daldim predmetom predloZeného vynélezu je anti-sense oligonukleotid pozostavajici zo sekvencie kom-
plementarnej s aspori astou mRNA kddujicej TRAF2-vizobny polypeptid obsahujici aminokyselinovi
sekvenciu SEQ ID NO:2, pri¢om tento anti-sense oligonukleotid je schopny uginne blokovat’ translaciu uve-
denej mRNA.

Vynélez dalej zahfiia tieZ d'alie hl'adiské a uskutoénenia, ako vyplyvaju z d’alej uvedeného podrobného
opisu vynélezu.

Treba poznamenat, Ze tam, kde sa pouZivaji v tomto spise vyrazy ,,modulacia/sprostredkovanie TRAF

(alebo TRAF2) u€inku na bunky* a akékol'vek d’alSie Specifické pouZitia vyrazov ,moduldcia/sprostredko-
vanie“ sa tieto chépu tak, Ze zahfiiaji pésobenie in vitro, ako aj in vivo, a d’alej tieZ zahfiiaju inhibiciu alebo
zvyS$enie/posilnenie.

Vynadlez sa tyka sekvencii DNA, kdédujtcich proteiny, ktoré si schopné vizby k molekule faktora zdruZe-
ného s receptorom nadorového nekrotizujuceho faktora (TRAF); d’alej sa tyka nimi kédovanych proteinov.

Vo vyhodnom uskuto¢neni sa vynalez tyka cDNA sekvencii, oznalovanych v tomto spise ako klon 9,
klon 10 a klon 15 (st vyznatené v obr. 3a, 4 a 5a), ktoré koduju pre proteiny schopné vizby k TRAF2; d’alej
sa tyka proteinov, kédovanych uvedenymi sekvenciami.

V d'alsom vyhodnom uskuto&neni sa vynalez tyka sekvencie DNA, kddujicej protein NIK a d’alej aj sa-
motného proteinu NIK.

Uvedené DNA a uvedené odvodené aminokyselinové sekvencie st nové sekvencie; nenachadzaji sa v
bankdach udajov DNA alebo aminokyselinovych sekvencii ,, GENEBANK* alebo v ,,PROTEIN BANK*.

V rozsahu vyndlezu su tiez zahrnuté fragmenty uvedenych sekvencii DNA a sekvencie DNA, schopné
hybridizacie na také sekvencie alebo ich &asti, ktoré za stredne prisnych podmienok kéduju biologicky aktiv-
ny protein, alebo polypeptid, schopny védzby k najmenej 222. aZ 501. aminokyseline sekvencie faktora
TRAF2.

Vynélez sa tyka tieZ sekvencie DNA, ktord je degenerovand ako nasledok genetického kodu na uvedené
sekvencie DNA a ktora kéduje biologicky aktivny protein alebo polypeptid, schopny vizby k najmenej 222.
aZ 501. aminokyseline sekvencie faktora TRAF2.
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V spojitosti s TRAF treba poznamenat, Ze niekolko €lenov z receptorovej skupiny TNF/NGF aktivuje
transkrip&ny faktor NF-kB priamym alebo nepriamym zdruZenim s TRAF2, ktory je tak adaptorovym protei-
nom tychto receptorov a mdze sa tak povazovat' tieZz za modulétora/sprostredkovatela indukcie aktiva¢nej
NF-kB aktivity tychto TNF/NGF receptorov (pozri schému na obr. 2 b). Iny receptor, receptor IL-1, aktivuje
NF-kB nezavisle od TRAF2. Jedno z uskutoéneni vyhodného TRAF vizbového proteinu v zhode s tymto
vynélezom je NIK protein, ktory viaZze NIK vynimo&ne 3pecifickym spdsobom a stimuluje NF-«kB aktivitu.
NIK je serinové/treoninova kindza, ktord ma sekvenénii podobnost’ s viacerymi MAPKK kindzami (blizSie
pozri v d’alej uvedenych prikladoch). Analégy alebo mutanty NIK, produkované podl'a tohto vynalezu (pozri
priklady) nemaju - ak su tieto analégy/mutanty exprimované v bunkach - dostato¢nu kinazovi ativitu, ako mé
NIK a nepostaduji na stimulaciu NF-xB aktivacie. Dalej, ak s uvedené analégy/mutanty exprimované v
bunkach, blokujt tieZ s TNFvyvolavanu NF-«xB indukeciu, ako aj indukciu d’al3imi induk¢ne pdsobiacimi lat-
kami, ako je bakterialny endotoxin LPS, acetat-myristdt forbolu (aktivator proteinovej kindzy C) a HTLV-1
protein TAX. TNF indukcia aktivity NF-«B je cez ktorykol'vek z dvoch TNF receptorov (receptory TNF p55
a p75) a preto sa usudzuje, Ze analégy/mutanty NIK blokuju indukciu aktivacie NF-kB cez tieto receptory.
Podobne, TNF a FAS/APOI receptorovy ligand mézu tieZ indukovat’ NF-«xB aktivitu cez pribuzny receptor,
cez receptor FAS/APO1, ktorého indukcia sa tiez blokuje analogmi/mutantmi NIK. Uvedené receptory navy-
$e majii adaptorové proteiny TRADD, RIP a MORT], ktoré vietky tiez m6zu indukovat’ NF-«B aktivitu, ale
ktorych indukcia je tieZ blokovana mutantmi/analégmi NIK. Uvedené mutanty/analégy NIK navy3e blokuju
tiez IL-1 spdsobovanu NF-kB indukciu (prebiehajiicu cez IL-1 receptor). Podl'a uvedeného vyplyva, Zze NIK
sa zGdastiiuje v kaskade NF-«xB indukcie, o je beZné pri receptoroch skupiny TNF / NGF a pri receptoroch
IL-1. Usudzuje sa, Ze NIK pdsobi tieZ priamo pri indukcii NF-xB aktivacie, pravdepodobne zosilnenim
priamo I-xB fosforylacie. Zo si&asnych pozorovanf vyplyva, Ze uvedené analégy/mutanty NIK, ked’ su ex-
primované v bunkéch, tym, Ze stracaji kindzovi aktivitu (tiez si oznatované ako dominantne-negativne mu-
tanty) neovplyvituuji nijakym spésobom s TNF indukovanu aktivéciu kindzy Jun; tato skutotnost’ poukazuje
na to, 2¢ MIK posobi ¥pecificky na posilnenie fosforylacie I-kB bez ovplyvnenia MAP kindzy, ktora je spo-
jena s fosforylaciou Jun.

Vynélez sa teda tyka sekvencii DNA, kodujucich biologicky aktivne TRAF-vizbové proteiny, napriklad
TRAF2-vizbové proteiny, ako je napriklad NIK, ako aj jeho analdgy, fragmenty a jeho derivéty, a analdgy,
fragmenty a derivéaty proteinov nimi kédované. Priprava uvedenych analégov, fragmentov a derivitov je
moZn4 beZnymi postupmi (pozri napriklad Sambrook et al., (1989)), v ktorych v DNA- kédujucich sekven-
ciach moZno deletovat’ jeden alebo viac kodénov, pridat’ alebo nahradit’ inymi, aby sa ziskal kédovany ana-
16g, ktory ma vzhl'adom na prirodny protein najmenej jeden aminokyselinovy zvySok zmeneny. Vhodné ana-
16gy s tie, ktoré si zachovavaji prinajmen3om schopnost’ vdzby k TRAF2 so sprostredkovanim, alebo bez
sprostredkovania niektorou d’alSou enzymatickou aktivitou, napriklad analégy, ktoré viazu TRAF2, ale ne-
poskytuju signal, o znamena neviazu sa k d’aldiemu proteinu v smere alebo k d’aldiemu faktoru, alebo neka-
talyzuju signalne zavisli reakciu. Tymto spdsobom sa mdZu pripravit’ analégy, ktoré maju takzvany domi-
natne-negativny U¢inok, menovite analég, ktory je nedostatoiny bud’ vo vizbe k TRAF2, alebo v naslednej
signalizacii po takej vézbe. Také analdégy mozZno napriklad pouZit’ na inhibiciu u¢inkov CD40, p55 TNF a
p75 TNF (FAS/APOI a dal§ich pribuznych receptorovych Gginkov, ako aj ovplyvnené sprostredkovanie roz-
nymi, s receptormi zdruZenymi, proteinmi (adaptory) ako uZz bolo uvedené, v porovnani s prirodnymi
TRAF2-vizbovymi proteinmi. Obdobne moZno pripravit' takzvané dominantne-pozitivne analogy, ktoré méo-
7u slazit’ na posilnenie u&inku TRAF2. Tieto maju rovnaké alebo lepSie TRAF2-vizbové vlastnosti a rovnaké
alebo lepsie signélne vlastnosti ako prirodné TRAF2-vizbové proteiny. Obdobnym spdsobom, mozno pri-
pravovat biologicky aktivne fragmenty klonov podl'a tohto vynalezu, ako sa uvadza v suvislosti s pripravou
analégov. Vhodné fragmenty sekvencif DNA podl'a tohto vynalezu su tie, ktoré kéduji protein alebo poly-
peptid, uchovévajuci TRAF2-vizbovii schopnost, alebo ktory mdZe sprostredkovat’ akikol'vek ind vizbovl
alebo enzymatickt aktivitu, ako sa uvadzaji skér. Podla uvedeného sa méZu pripravit' fragmenty kbdova-
nych proteinov podla tohto vynalezu, ktoré maju dominantne-negativny alebo dominantne-pozitivny uginok,
ako sa uviedlo pri analégoch. Podobne sa mdzu pripravit’ derivaty v odbore dobre znamymi spésobmi beznou
modifik4ciou vedlaj$ich skupin jedného alebo viacerych aminokyselinovych zvy$kov proteinov, ich analé-
gov alebo fragmentov, alebo zdruZenim proteinov, ich analégov alebo fragmentov s inou molekulou, napri-
klad s molekulou protilatky, enzymu, receptora a podobne.

K uvedenym sekvenciam DNA podla tohto vynalezu, ktoré kéduju TRAF-vizbovy protein (napriklad
TRAF2-vizbovy protein, ako je napriklad NIK), jeho izoformu, analég, fragment alebo jeho derivat, sa ako
uskuto&nenie tohto vynélezu tieZ zahfia sekvencia DNA, schopna hybridizacie s cDNA sekvenciou, odvode-
nou z kédujiicej oblasti prirodného TRAF-vizbového proteinu, v ktorom sa vykona hybridizacia v stredne
prisnych podmienkach, a ktorého hybridizovatelné sekvencie kédujii biologicky aktivny TRAF-
-viizbovy protein. Uvedené hybridizovatelné sekvencie DNA preto zahffiaju sekvencie DNA, ktoré maju
pomerne vysoki homolégiu s cDNA sekvenciou prirodnych TRAF-vizbovych proteinov (napriklad cDNA
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sekvencia TRAF2-vizbového proteinu, ako je napriklad cDNA sekvencia NIK-u) samy o sebe predstavujii
sekvencie, podobné TRAF-vizbovym proteinom, ktoré méZu byt odvodené napriklad z prirodnych sekvencii,
kodujicich rozne TRAF-vizbové proteinové izoformy, alebo v prirode sa nachadzajice sekvencie kéduji-
cich proteinov, ktoré majt aktivitu TRAF-vizbovych proteinov (napriklad TRAF2-vézbového proteinu, ako
je napriklad NIK). Dalej, tieto sekvencie mézu tieZ zahritat’ napriklad v prirode sa nenachédzajiice synteticky
pripravené sekvencie, ktoré si podobné prirodnej TRAF-vizbovej proteinovej cDNA sekvencii, ale majt za-
budované niekolko vhodnych modifikécii. Uvedené syntetické sekvencie preto zahriiaju vietky mozné kédu-
juce sekvencie analogov, fragmentov a derivatov TRAF-vizbovych proteinov (napriklad TRAF2 vizbové
proteiny, ako je napriklad NIK), ktoré maju aktivitu TRAF-vizbovych proteinov.

Na ziskanie réznych, skdr uvedenych, v prirode sa nachadzajicich sekvencii podobnych TRAF-vizbo-
vym proteinom sa méZu pouZit' v odbore bezné spdsoby skriningu a izolacie prirodnych DNA alebo RNA
vzoriek z rdznych tkaniv s pouZitim prirodnej cDNA prirodného TRAF-vidzbového proteinu, alebo jeho &asti
ako sondy (pozri napriklad bezné spdsoby, uvadzané v Sambrook et al., (1989)).

Podobne na pripravu uvedenych syntetickych sekvencii, podobnych TRAF-vézbovym proteinom, kédu-
Jjucich analdgy, fragmenty alebo derivaty TRAF-vizbovych proteinov (napriklad TRAF2-vdzbovy protein,
ako je napriklad NIK), sa moze pouzit cely rad beZznych spdsobov, ako sa podrobnejlie uvadzaji v d’alsom
texte, ktory sa tyka pripravy takych anal6égov, fragmentov a derivatov.

Polypeptid alebo protein, ,,v podstate zodpovedajiici“ TRAF-vizbovému proteinu zahriia nielen TRAF-
-véizbovy protein, ale aj polypeptidy alebo proteiny, ktoré st analégmi TRAF-vizbového proteinu.

Analo6gy, ktoré v podstate zodpovedaju TRAF-vizbovému proteinu si tie polypeptidy, v ktorych jedna
alebo viac aminokyselin aminokyselinovych sekvencii TRAF-vdzbového proteinu bolo nahradenych inou
aminokyselinou, deletovanych a/alebo inzertovanych za predpokladu, Ze vysledny protein ma v podstate rov-
naku alebo vy33iu biologicku aktivitu ako TRAF-vézbovy protein, ktorému zodpoveda.

Aby sekvencia TRAF-vdzbovych proteinov, ako su izoformy, v podstate zodpovedala TRAF-vizbovému
proteinu, zmeny v sekvencii su vo vieobecnosti pomerne malé. Hoci po&et zmien mébZe byt viac ako desat,
vyhodné je, ak ich pocet nebude viac ako desat’, vyhodnejsie nie viac ako pat’ a najvyhodnejiie nie viac ako
tri zmeny. Na vyhladavanie potencidlne biologicky aktivnych proteinov, ktoré v podstate zodpovedaja
TRAF-vizbovym proteinom, méZno pouZit’ ktorikolI'vek techniku; jednou z uvedenych technik je beZna mu-
tagenézna technika na DNA, kédujucej protein. Uvedenymi klonmi exprimované proteiny sa potom moZu
vytriedit’ podl'a ich schopnosti viazat sa k TRAF proteinom (napriklad TRAF2) a podl'a modulacie aktivity
TRAF proteinu (napriklad TRAF2) pri moduldcii/sprostredkovani intracelularnych dréh, ako sa uvéadza.

»Konzervativne® zmeny su také zmeny, pri ktorych sa neoakava, Ze zmenia aktivitu proteinu a su zvy-
¢ajne prvé pri skriningu, pretoZe sa pri nich nepredpoklad4 zmena velkosti, naboja alebo konfigurécie protei-
nu a tak sa neo¢akéva, Ze by zmenili jeho biologické vlastnosti.

Konzervativne substitiicie TRAF-vizbovych proteinov zahfiiaji analdg, v ktorom najmenej jeden amino-
kyselinovy zvy3ok bol konzervativne nahradeny inou aminokyselinou. Takéto substiticie sa vyhodne vyko-
naju v zhode so zoznamom, ako je uvedeny v tabulke IA; uvedené substiticie méZu byt uréené beZnym ex-
perimentalnym postupom tak, aby poskytli modifikované $trukturne a funk&né vlastnosti syntetizovanej po-
lypeptidovej molekuly, ale aby sa zachovala biologicka aktivita, charakteristicka pre TRAF-vézbovy protein.

Tabulka IA
Pévodny zvy- Priklad substi- P6vodny zvy- | Priklad substi- | Povodny zvy- | Priklad substi-

$ok tucie $ok tucie Sok ticie

Ala Gly;Ser Gly Ala;Pro Ser Thr

Arg Lys His Asn;Gln Thr Ser

Asn Gln;His Ile Leu;Val Trp Tyr

Asp Glu Leu Ile;Val Tyr Trp;Phe
Cys Ser Lys Arg;Gln;Glu Val Ile;Leu
Gln Asn Met Leu;Tyr;lle

Glu Asp Phe Met;Leu; Tyr

Inou skupinou substiticii TRAF-vizbového proteinu su volitelne také substiticie, v ktorych najmenej je-
den aminokyselinovy zvy¥ok polypeptidu bol odstraneny a na jeho miesto bol vloZeny iny zvy$ok v zhode s
tabulkou IB. MoZné typy substiticii v polypeptide mdZu byt’ zaloZené na analyze frekvencii aminokyselino-
vych zmien medzi homolégnym proteinom iného druhu, ako st proteiny uvedené v tabulke 1-2 v knihe
Schulza et al., G.E., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag, New York, (1988) a na obrazoch 3 az 9
v knihe Creightona, T. E., Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francis-
co, CA (1983). Na zaklade takychto analyz si tu uréené voliteIné konzeravtivne substitucie ako vymeny v
ramci jednej z nasledujucich piatich skupin.
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Tabulka IB
Skupina Substitujice zvysky
1 nizke alifatické, nepolarne alebo slabo poldrne zvysky: Ala, Ser, Thr (Pro, Gly)
2 Polarne zvyky s negativnym nédbojom a ich amidy: Asp, Asn, Glu, Gln

Polarne zvy3ky s kladnym nabojom:

3 His, Arg, Lys

4 vy$iie alifatické nepolarne zvy3ky:
Met, Leu, Ile, Val (Cys)

5 Vel'ké aromatické zvysky:
Phe, Tyr, Trp

Tri aminokyselinové zvysky uvedené v tab. IB v zatvorkach maji $pecidlnu Glohu v architektire protei-
nov. Gly je jediny protein, ktory nema vedlajii ret'azec a tak jeho retazec je znatne flexibilny. To viak vedie
k podpore vzniku inej sekundarnej truktury, ako je a-zévitovka. Pro silne obmedzuje retazec pre jeho ne-
zvytajni geometriu a vo vieobecnosti ma snahu podporovat podobné ako B-otd¥avé Struktiry, hoci Cys v
niektorych pripadoch mdZe byt schopny sa zagastfiovat’ na vzniku disulfidovej vizby, ktord je déleZita pri
skladani proteinov. Upozorfiujeme, Ze Schulz et al., ibid, spaja uvedené skupiny 1 a 2. Treba tieZ pozname-
nat, ze Tyr ma pre jeho potencial vytvarat’ vodikovii vizbu vyznamnu pribuznost’ s Ser a Thr a d’al8imi.

Konzervativne aminokyselinové substitiicie podl'a tohto vynalezu, napriklad ako sa uvadzaju, si v odbore
zname a prepokladd sa, Ze aj po amino-kyselinovej substitiicii zachovavaji biologické a Struktirne vlastnosti
polypeptidu. Va&Sina delécii a substittcii podla tohto vynélezu su také, pri ktorych nenastdvaji radikalne
zmeny v charaktere proteinovej alebo polypeptidovej molekuly. ,,Charakter” je definovany ne-inkluzivnym
sposobom, aby definoval aj zmeny v sekundarnej truktire, napriklad a-zavitovku alebo B-list, ako aj zmeny
v biologickej aktivite, napriklad vo vizbovosti k TRAFproteinom a/alebo v sprostredkovani TRAF-
proteinového uinku na smrt’ buniek.

Priklady uskuto&neni aminokyselinovych substiticif v proteinoch, ktoré mozno pouZit’ na pripravu analo-
gov TRAF-vizbovych proteinov na pouZitie podl'a tohto vynilezu zahrtiaju ktorékol'vek zname reakéné kro-
ky, ako st uvadzané v patente USA RE 33 653, 4 959 314, 4 588 585 a 4 737 462 od Marka et al.; 5 116 943
od Kothsa et al.; 4 965 195 od Namena et al.; 4 879 111 od Chonga etal.,a 5 017 691 od Lee et al; a lyzinom
substituované proteiny, uvadzané v patente USA 4 904 584 (Shaw et al.).

Popri diskutovanych konzervativnych substiticiach, ktoré nemenia vyznamne aktivitu TRAF-
-viizbového proteinu, su v rozsahu tohto vynalezu zahrnuté tiez konzervativne substiticie alebo menej kon-
zervativne a viac ndhodné zmeny, ktoré vedu k zvy3eniu biologickej aktivity analégov TRAF-vizbovych
proteinov.

Na potvrdenie presného G¢inku substiticie alebo delécie odbornik v danom odbore uznava, Ze Gginok
substitucie (substittcif), delécie (delécii) a podobnych zmien sa hodnot{ beznymi vézbovymi pokusmi s vy-
hodnocovanim preZitia a smrti buniek. Skrining pomocou uvedenych postupov nevyZaduje nepotrebné expe-
rimentovanie.

Na genetickej Grovni sa uvedené analogy vo veobecnosti pripravia polohovo-usmernenou mutagenézou
nukleotidov v DNA, koédujucej TRAF-vazbovy protein, pri¢om sa produkuje DNA, kédujuca uvedeny ana-
16g; potom sa syntetizuje DNA a exprimuje polypeptid v rekombinantnej bunkovej kulture. Uvedené analogy
typicky vykazuju kvalitativne rovnaku alebo vyssiu biologicku aktivitu ako proteiny, vyskytujuce sa v priro-
de (Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laborato-
ry Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, (1989)).

Priprava TRAF-vizbovych proteinov v zhode s uvedenou alebo volitelnou nukleotidovou sekvenciou,
kédujiicou rovnaky polypeptid, ale odli¥ujucich sa od prirodnej sekvencie v ddsledku zmien umoZnenych
znamym degenerovanim genetického kodu sa moZe uskutoénit’ polohovo-Specifickou mutagenézou DNA,
ktora kéduje vopred pripraveny analég alebo prirodni verziu TRAF-vizbového proteinu. Polohovo-
Specifickd mutagenéza umoziiuje produkciu analégov pouZitim 3pecifickych oligonukleotidovych sekvencii,
ktoré kéduju sekvenciu DNA vyZzadovanej mutacie, ako aj dostatotny pocet susednych nukleotidov, &im sa
ziska sekvencia primeru dostatotnej velkosti a sekvengnej tiplnosti, aby vytvérala stabilny duplex prie¢ne na
obidvoch stranach dele¢ného spoja. Vyhodna dizka primeru je typicky okolo 20 az 25 nukleotidov, s pribliz-
ne 5 a% 10 komplementarnymi nukleotidmi na kazdej strane zmenenej sekvencie. Vo v3eobecnosti je techni-
ka polohovo-¥pecifickej mutagenézy v odbore dobre zndma, €0 mozno uviest na priklade publikacii, ako je
Adelman et al., DNA 2, 183 (1983), ktorej zverejnenie sa tu zahfiia tymto odkazom.

Technika polohovo-3pecifickej mutagenézy typicky vyuZiva fagovy vektor, ktory jestvuje v obidvoch
formach: jednovlaknovej aj dvojvléknovej forme. Typické vektory, ktoré sii uzito&né pri polohovo usmerne-
nej mutagenéze zahriiaju napriklad fag M13, &o zverejnil Messing et al., Third Cleveland Symposium on
Macromolecules and Recombinant DNA, Ed.: Walton A., Elsevier, Amsterdam (1981); tato publikacia sa za-
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hfiia tymto odkazom. Tieto fagy su komer&ne 'ahko dostupné a ich pouZitie je vieobecne dobre zndme od-
bornikom v danej oblasti. VoliteI'ne sa na pripravu jednovldknovych DNA méZu pouZit’ plazmidové vektory,
ktoré obsahuji jednovlaknovy fagovy replikadny zadiatok (Veira et al., Meth. Emzymol. 153, 3 (1987)).

Vo vieobecnosti sa v zhode s doteraz uvedenym moZze polohovo usmernend mutagenéza vykonat' najprv
ziskanim jednovlaknového vektora, ktory zahfila v rdmci jeho sekvencie sekvenciu DNA, ktora kéduje rele-
vantny polypeptid. Automatizovanou DNA/nukleotidovou syntézou sa synteticky pripravi oligonukleotidovy
primér, ktory nesie vyZadovani mutantnt sekvenciu. Tento primér sa potom spracuje s vektorom, obsahuj-
¢im jednovldknovu proteinovu sekvenciu a na dokoncenie syntézy vldkna s muticiou sa vystavi U¢inku
DNA-polymerizujacich enzymov, ako je Klenow fragment polymerazy I E. coli. Mutantna sekvencia a druhé
vldkno nesu vyZadovani mutaciu. Tento heteroduplexny vektor sa potom pouZije na transforméciu vhodnych
buniek, ako si bunky JM 101 E. coli; selektuji sa klony, ktoré obsahujii rekombinantné vektory, ktoré st no-
siteI'mi mutantnych usporiadani sekvencii.

Mutantné sekvencia TRAFG-vizbového proteinu sa po selekcii klonu méze odobrat a vloZit' do prislus-
ného vektora, vieobecne do prenosového alebo expresného vektora takého typu, ktory sa moze pouZit' na
transfekciu vhodného hostitel’a.

Pouzitim znamych DNA alebo RNA amplifikaénych technik, ako je PCR a oligonukleotidova syntéza
mozno in vitro, in situ a/alebo in vivo tieZ detegovat, pripravit’ a/alebo modifikovat’ génovu alebo nukleovi
kyselinu, kédujucu pre TRAF-vizbovy protein. PCR umozZiluje amplifikaciu $pecifickych sekvencii opako-
vanim DNA polymerazovych reakcii. Tieto reakcie sa m6Zu pouZit’ ako nahrada klonovania; vietko, ¢o na to
treba, je znalost’ sekvencie nukleovych kyselin. Na vykonanie PCR sa oznatili priméry, ktoré su komplemen-
tarne k predmetnej sekvencii. Uvedené priméry sa potom d’alej generovali automatizovanou DNA syntézou.
PretoZe sa primery méZu oznadit’ tak, aby hybridizovali ktorikoI'vek ¢ast’ génu, podmienky sa vybert tak,
aby sa mohli tolerovat’ nesulady (mismatches) v parovani komplementarnych baz. Amplifikacia tychto nesu-
ladnych oblasti méze viest' k syntéze mutagenizovanych produktov, ktorych vysledkom je generacia peptidu
s novymi vlastnostami (polohovo usmernend mutagenéza). Pozri tieZ napriklad Ausubel, ibid, Ch. 16. Ako
vychodiskovy material na syntézu extracelularnej domény prolaktinového receptora bez klonovania moZno
tieZ pouzit RNA, ak sa spoji syntéza komplementarnej DNA (cDNA) s pouZitim reverznej transkriptazy, s
PCR.

Priméry PCR sa d’alej mdzu vyznadit tak, aby zahfilali nové restrikéné miesta, alebo d’alSie znaky, ako su
termina¢né kodény na koncoch amplifikovaného génového segmentu. Umiestenie reStrikénych miest na 5'a
3" koncoch amplifikovanej génovej sekvencie umoZiiuje, aby génové segmenty, kédujice TRAF-vizbovy
protein, alebo jeho fragment, boli vo vektoroch ako zvy€ajne pouZitelné na ligaciu dalich sekvencii a/alebo
klonovacich miest.

PCR a d’alSie spdsoby amplifikacie RNA a/alebo DNA st v odbore dobre zndme a mdzu sa bez nadmer-
ného experimentovania pouZit' v zhode s tymto vynédlezom, s vyuZitim usmernenia a navodov z tohto textu.
Zname sposoby amplifikdcie DNA alebo RNA zahfiiaju, ale nie st na uvedené obmedzené, polymerdzovi
retazcovi reakciu (PCR) a pribuzné amplifikatné postupy (pozri napriklad patenty USA 4 683 195,
4 683 202, 4 800 159, 4 965 188 od Mullisa et al.; 4 795 699 a 4 921 794 od Tabora et al.; 5 142 033 od Inni-
sa; 5 122 464 od Wilsona et al.; 5 091 310 od Innisa; 5 066 584 od Gyllenstena et al.; 4 889 818 od Gelfanda
et al.; 4 994 370 od Silvera et al.; 4 766 067 od Biswasa; 4 656 134 od Ringolda; a Innis et al., Eds., PCR
Protocols: A Guide to Method and Applications) a RNA sprostredkovanu amplifikéciu, ktord vyuZiva proti-
smerni RNA na teréovii sekvenciu ako templét na syntézu dvojvlaknovej DNA (patent USA 5 130 238 od
Maleka et al., s obchodnym ndzvom NASBA); a imuno-PCR, ktord kombinuje pouZitice DNA amplifikacie s
protildtkovym znaenim (RuZi¢ka et al., Science 260, 487 (1993); Sano et al., Science 258, 120 (1992); Sano
et al., Biotechniques 9, 1378 (1991)); obsah uvedenych patentov a literatiry sa v celosti zahfiia tymto odka-
zom.

Obdobnym sposobom, ako sa uvadza pre analogy TRAF-vidzbovych proteinov, sa mozu pripravit' biolo-
gicky aktivne fragmenty TRAF-vizbovych proteinov (napriklad niektorych z TRAF2-vizbovych proteinov,
ako je napriklad NIK, alebo jeho izoformy). Vhodné fragmenty TRAF-vidzbovych proteinov su také, ktoré si
uchovavaju vizbovii schopnost’ TRAF-vizbovych proteinov a ktoré mozu priamo alebo nepriamo sprostred-
kovat biologicku aktivitu TRAF proteinov alebo inych proteinov, zdruZenych s proteinmi TRAF. Podla uve-
deného sa méZe pripravit’ fragment TRAF viizbového proteinu, ktory ma dominantne negativny alebo domi-
nantne pozitfvny u¢inok, obdobne ako sa uvadza skor pre analégy. Treba poznamenat, Ze tieto fragmenty
predstavuji  podla tohto vyndlezu osobitnii skupinu analégov; si definované ako <&asti TRAF-
-véizbovych proteinov, odvodenych z tplnych sekvencii TRAF-vidzbovych proteinov (napriklad z niektorého
z TRAF2-vizbovych proteinov, napriklad z NIK alebo jeho izoforiem), kazda taka &ast’ &i fragment ma kaz-
du z uvedenych vyZadovanych aktivit. Takym fragmentom méZe byt napriklad peptid.

Podobne sa mdzu pripravit’ derivaty beznymi modifikdciami vedl'ajsich skupin jednej alebo viacerych
aminokyselinovych zvy$kov TRAF-vizbového proteinu, jeho analégov alebo fragmentov, alebo spojenim
TRAF-védzbového proteinu, jeho analégov alebo fragmentov s d’alou molekulou, napriklad protilatky, en-
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zymu, receptora a podobne, spésobmi, ktoré sii v odbore dobre zndme. Vyraz ,derivaty“ sa v tomto texte po-
uZiva tak, Ze zahriia derivaty, ktoré sa mozu pripravit' z funkénych skupin, ktoré sa nachadzajd na vedlajich
retazcoch zvyikov alebo na terminalnych N- alebo C- skupindch, spdsobmi, ktoré st v odbore zname a ktoré
sa zahrfiaju do tohto vynélezu. Derivaty mézu mat’ chemicku stavbu glycidovych alebo fosfatovych zvyskov
za predpokladu, Ze také zoskupenia maji rovnaku alebo vys3iu biologicku aktivitu, ako je aktivita TRAF-
-vézbovych proteinov.

Derivaty moZu napriklad zahfiiat' alifatické estery karboxylovych skupin, amidy karboxylovych skupin,
pripravené reakciou s amoniakom alebo s primarnymi alebo sekunddrnymi aminmi, N-acyldervéty alebo
volné aminové skupiny aminokyselinovych zvyskov vytvorené s acylovymi zoskupeniami (napriklad alka-
noylové alebo karbocyklické aroylové skupiny), alebo O-acyl derivaty volnych hydroxylovych skupin (na-
priklad serylové alebo treonylové zvy3ky), vytvorené s acylovymi zoskupeniami.

Vyraz ,derivat“ je mieneny tak, Ze zahffia iba tie derivity, v ktorych sa nezamiefia jedna aminokyselina
za inu z dvadsiatich beZne sa vyskytujucich prirodnych aminokyselin.

TRAF-viizbovy protein je protein alebo polypeptid, to znamena sekvencia aminokyselinovych zvySkov.
Polypeptid obsahujiici va¢3iu sekvenciu, ktora zahfila aplnu sekvenciu TRAF-vidzbového proteinu, v zhode s
definiciami v tomto vynéleze, sa tieZ povaZuje za zahrnuty vo vyzname takého polypeptidu potial, pokial je-
ho zvédsenie neovplyviiuje zakladné a nové vlastnosti podl'a tohto vynélezu, to znamend, ak bud’ zachovava
alebo zvy3uje biologicku aktivitu TRAF-vizbového proteinu, alebo méZe byt tiepeny na protein alebo poly-
peptid s biologickou aktivitou TRAF-vizbového proteinu. Potom napriklad sa rozumie, Ze tento vynalez za-
hriia fuzové proteiny TRAF-vizbového proteinu s d'aliimi aminokyselinami alebo peptidmi.

Ako uz bolo uvedené, uvedeny vyraz ,,TRAF-vdzbové* proteiny treba chépat’ tak, Ze podl'a tohto vynale-
zu su to akékol'vek proteiny, ktoré mdZu viazat’ a intracelularne sprostredkovat/modulovat’ aktivitu ktorého-
kol'vek TRAF proteinu. Konkrétne priklady sit TRAF2-vézbové proteiny, ktoré mdzu modulovat’ alebo spro-
stredkovat' s TRAF2 zdruZenu intraceluldrnu signlnu aktivitu, ako sa uvédza, najmé pokial sa tyka ucasti
TRAF2 v indukcii NF-xB aktivity, konkrétne interakciou medzi TRAF2 a réznymi &lenmi skupiny
TNEF/NGF receptorov a/alebo s nimi zdruZenymi adaptorovymi proteinmi, ako sa podrobnejsie uvadza aj v
d’alsom texte. Specifickym prikladom uvedenych TRAF2-vézbovych proteinov je protein NIK a jeho rézne
anal6gy, fragmenty a d’aliie (pozri priklady), ktory sa javi ako vysoko $pecificky pri vizbe TRAF2 a ako
priamo pésobiaci pri indukcii NF-kB aktivity, s roznymi NIK dominantne negatfvnymi analégmi/mutantmi,
blokujucimi uvedenti aktivitu.

Vietky uvedené modifikacie sii v rozsahu tohto vynalezu za predpokladu, Ze si uchovéavaji schopnost’
kédovat’ proteiny alebo polypeptidy, alebo ich analégy a ich derivaty na vazbu k najmenej 222, az 501. ami-
nokyseline sekvencie TRAF2.

Vietky proteiny a polypeptidy podl'a tohto vynalezu sa vd'aka ich u€innej schopnosti vizby k TRAF2 po-
vazuju za mediatory alebo moduléatory signalizacie TRAF2. Uvedené molekuly podl'a tohto vynalezu samy
osebe maju tlohu napriklad v signalnom procese, v ktorom viazanie TRAF2 ligandu k CD30, CD40, lymfo-
toxi-novému beta (LT-B) receptoru, p55 alebo p75 receptorom, ako aj d’al§im receptorom a adaptorovym
proteinom, uvedenym skor, vedie k aktivacii transkrip¢ného faktora NF-xB. Zaujimavy je najmi protein NIK
a Ciastkovy protein NIK, kédovany klonom 10 podl'a tohto vynalezu; podrobna sekvencna analyza NIK a
tohto vynajdeného klonom 10 kédovaného proteinu (pdvodne oznadeného NMPI) objasnila kédované ami-
nokyselinovéi sekvencie, zodpovedajice 1. az XI. konzer-vativnym zoskupeniam, charakteristickym pre
Ser/Thr proteinové kinazy, a tak uréila funkciu tohto proteinu.

Nové klony proteinov, ich analégov, fragmentov a derivatov maja mnoZstvo moznych pouZiti, napriklad:

(i) moZu sa pouZit’ na zniZenie alebo zvysenie aktivity NF-xB, funkcie TRAF2 a receptorov, ku ktorym sa
viazu, v situdciach, kedy je vyZadovana zvySena ich funkcia; to nastdva napriklad pri protinddorovych alebo
imunostimulagnych aplikaciach, ked’ sa vyzaduji vplyvy, indukované G¢inkom TRAF2. V tomto pripade sa
mdzu proteiny podla tohto vynalezu, ich analégy, fragmenty alebo derivaty, ktoré zvy3uji uCinky TRAF2
alebo receptorov, vloZit do buniek beznymi spdsobmi, zndmymi per se. Napriklad, ak proteiny kédované
DNA klonmi podl'a tohto vynélezu st intracelularne a maji byt vloZené iba do buniek, v ktorych sa vyZaduje
tginok TRAF2, potom je nevyhnutny systém na 3pecifické vloZenie tychto proteinov do buniek. Jeden sp6-
sob, ako to dosiahnut, je vytvorenie rekombinantného Zivocisneho virusu, napriklad virusu odvodeného z
Vaccinia; do jeho DNA sa vlozia dva gény: gén, kédujuici ligand, ktory sa Specificky viaZe k proteinom po-
vrchu bunky, exprimovany bunkami, ako je napriklad gp120 protein virusov AIDS (HIV), ktory sa Specificky
viaZe k niektorym bunkam (k CD4 lymfocytom a pribuznym leukémidm) alebo akykolvek iny ligand, ktory
sa §pecificky viaZe k bunkam, ktoré su nositel'mi receptora, ktory viaze TRAF2 tak, Ze rekombinantny viru-
sovy vektor bude schopny vizby s uvedenymi bunkami; a gén, kédujici proteiny podla tohto vyndlezu. Ex-
presia proteinu viaZuceho sa na povrch bunky potom na povrchu virusu $pecificky zasiahne virus v nadorove;j
bunke alebo v inej bunke nesiicej receptor; potom sa proteiny kodujice sekvencie vloZia do buniek cez virus
a po expresii v bunkach je vysledkom zosilnenie receptora alebo u¢inku TRAF2, &o vedie k vyZadovanému
imunostimulagnému u&inku v tychto bunkach. Konstrukcia uvedenych rekombinantnych zivo¢isnych virusov
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sa vykona beZnymi spdsobmi (pozri napriklad Sambrook et al., (1989)). Ind moZnost’ je vloZit' sekvenciu ko-
dovanych proteinov vo forme oligonukleotidov, ktoré mdZzu byt absorbované bunkami a v nich exprimované.

(ii) M6Zu sa pouZit’ na inhibiciu NF-xB aktivity, i€inkov TRAF2 alebo receptora, ktory ho viaZe, napri-
klad v pripadoch pogkodenia tkaniva, ako je AIDS, septicky %ok alebo odmietavé reakcia hostitela proti Ste-
pu, pri ktorej sa vyZaduje blokovat’ vyvolanu intracelularnu signalizaciu. V tejto situdcii moZno napriklad
vloZit beznymi spdsobmi do buniek oligonukleotidy, ktoré maji protismernu kédujiicu sekvenciu proteinov
podla tohto vynalezu, ktoré budu G&inne blokovat’ translaciu mRNA, kédujucich proteiny a tym blokovat ich
expresiu, ktord vedie k inhibicii neZiaduceho ¢inku. Alternativne sa mdzu pouZit' dalSie oligonukleotidy;
oligonukleotidy, ktoré si zachovéavaju svoju schopnost’ viizby k TRAF2 takym spbsobom, Ze interferuju s
vidzbou molekul k uvedenému proteinu, zatial’ o su€asne nesprostredkivaju nijaku aktiviciu alebo modula-
ciu tejto molekuly. Uvedené molekuly s tymito vlastnostami méZu rusit’ interakciu TRAF2 s jeho prirodze-
nym ligandom, a preto mdZu posobit’ ako inhibitory, schopné odstratiovat’ vplyvy sprostredkované TRAF2,
ako je napriklad aktivacia NF-kB. Uvedené oligonukleotidy sa mdzu do buniek vloZit' pouZitim uvedeného
pristupu s rekombinantnym virusom, druha sekvencia nesend virusom je potom oligonukleotidova sekvencia.

Dal3ia moZnost’ je pouZitie protilatok, Specifickych k proteinom podrl'a tohto vynélezu, na inhibiciu ich in-
traceluldrnej signalnej aktivity.

Este d’alsi sposob inhibicie neZiaducich G&inkov je neddvno vyvinutym ribozymovym pristupom. Ribo-
zymy su katalytické RNA molekuly, ktoré st schopné $pecificky Stiepit RNA. Ribozymy mdZu byt zostroje-
né tak, aby 3tiepili cielové RNA podla vyberu, napriklad mRNA koédujice proteiny podla tohto vynalezu.
Ribozymy maji mat’ sekvenciu 3pecificki pre mRNA proteinov a maji byt schopné vstupovat’ s nimi do in-
terakcie (komplemntarna vizba), potom nasleduje §tiepenie mRNA, ¢oho vysledkom je zniZenie (alebo tiplna
strata) expresie proteinov; urovefi poklesu expresie bude z4visla od irovne ribozymovej expresie v teréovych
bunkéch. Na zavedenie ribozymov do vybranych buniek (napriklad do buniek, ktoré nestt TRAF2-vézbové
proteiny) sa mdZe pouZit’ ktorykol'vek vhodny vektor, napriklad plazmid, Zivo&i§ne virusové (retrovirus) vek-
tory, ktoré sa zvy€ajne pouzivaju na tento ucel (pozri tieZ odsek (i) hore, kde virus ma ako druht sekvenciu
cDNA, kédujucu vybrant ribozymovi sekvenciu). (PrehPadné prace, spdsoby a podobné, pozri Chen et al.,
(1992); Zhao a Pick, (1993)).

(iii) M62u sa pouZit’ na izolaciu, identifikiciu a klonovanie d'al§ich proteinov, ktoré st schopné ich via-
zat, napriklad d’al§ich proteinov, ktoré su v smere TRAF2 a st zapojené do intracelularneho signélneho pro-
cesu. DNA sekvencie, kddujice proteiny podla tohto vynalezu, sa moZu napriklad pouZit' v kvasinkovych
dvojhybridnych systémoch, v ktorych sa uvedené kédované proteiny méZu pouZit’ ako ,,ndvnada“ (,,bait“) na
izolaciu, klonovanie a identifikaciu d’al§ich sekvencii (,koristi“ (,,preys“) kodujucich proteinov z cDNA
kniZnice alebo gendémovej kniZnice, ktoré sa mdZu viazat' ku klonovym proteinom. Rovnakym spdsobom sa
mozZe tieZ stanovit, ¢i sa proteiny podl'a tohto vynédlezu méZu viazat' k d’al§im bunkovym proteinom, napri-
klad k d’al§im receptorom skupiny TNF / NGF receptorov.

(iv) Uvedené kodované proteiny, ich anal6gy, fragmenty alebo ich derivaty sa mozu pouZit’ tieZ na izola-
ciu, identifik4ciu a klonovanie d’al§ich proteinov z rovnakej skupiny proteinov, to znamend proteinov, ktoré
sa viazu k TRAF?2 alebo k funk¢ne pribuznym proteinom a st zapojené v intraceluldrnom signalnom procese.
Pri tomto pouZiti sa mo6Ze pouZit’ uz uvedeny kvasinkovy dvojhybridny systém, alebo sa mdZe pouZit nedav-
no vyvinuty systém, vyuZivajici nestringentnii hybridizaciu Southernovym prenosom s nasledujicim PCR
klonovanim (Wilks et al. (1989)).

(v) Dali pristup na vyuzitie uvedenych kédovanych proteinov podra tohto vynélezu, ich analégov, frag-
mentov alebo ich derivéatov je ich pouzZitie v postupoch afinitnej chromatografie na izolaciu a identifikaciu
inych proteinov alebo faktorov, ku ktorym st schopné sa viazat, napriklad na izolaciu a identifik4ciu protei-
nov pribuznych k TRAF2 alebo inych proteinov alebo faktorov, zapojenych do intracelularneho signalneho
procesu. Pri tomto pouZiti sa proteiny, ich analégy, fragmenty alebo ich derivaty podl'a tohto vynalezu méZu
jednotlivo naviazat’ na afinitne chromatografickui matricu a potom priviest do styku s bunkovymi extraktmi
alebo izolovanymi proteinmi alebo faktormi, povaZovanymi za také, ktoré st zapojené do intracelularneho
signalneho procesu. Po rozdeleni afinitnou chromatografiou sa uvedené iné proteiny, ich anal6gy, fragmenty
alebo derivaty podl'a tohto vynalezu méZu eluovat, izolovat a charakterizovat’.

(vi) Ako uZ bolo uvedené, uvedené proteiny, ich analégy, fragmenty alebo ich derivaty podl'a tohto vyna-
lezu mdzu sa pouZit’ tiez ako imunogény (antigény) na produkciu k nim $pecifickych protilatok. Tieto proti-
latky sa moZzu pouZit’ tieZ na Cistenie proteinov podla tohto vynalezu bud’ z bunkovych extraktov, alebo z
transformovanych bunkovych linii, ktoré produkuji uvedené proteiny, ich analdgy, alebo ich fragmenty. Tie-
to protilatky moZno d’alej pouZit’ na diagnostické u€ely na identifikaciu portich spojenych s abnormalnymi
funkciami receptorového systému, pri ktorych ich spdsobujii, napriklad, hyperaktivne alebo hypoaktivne, s
TRAF2 indukované, €innosti bunky. Ak uvedené poruchy méZu stvisiet’ so zle pracujicim intracelularnym
signdlnym systémom, v ktorom sii zapojené proteiny z tohto vyndlezu, tak uvedené protilatky buda slazit
ako vyznamny diagnosticky prostriedok. Vyraz ,protilatka‘ sa pouZiva v takom vyzname, Ze zahfila polyklo-
nové protilatky, monoklonové protilatky (mAbs), chimérové protilatky, anti-idiotypové (anti-Id) protilatky k
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protilatkam, ktoré méZu byt znadené v rozpustnej alebo viazanej forme, ako aj ich fragmenty, ako st napri-
klad Fab a F(ab’),-fragmenty bez Fc fragmentu tplnej protilatky, ktoré sii schopné viazat’ antigén.

(vii) Uvedené protilatky vratane fragmentov protilatok, ktoré su uZitotné v tomto vynéleze sa méZu pou-
Zit na kvantitativne stanovenie a kvalitativny dokaz klonov z tohto vynalezu vo vzorke, alebo na ddkaz pri-
tomnosti buniek, ktoré exprimuji uvedené klony z tohto vynalezu. MoZe sa to vykonat imuno-
fluorescennymi technikami, vyuZivajucimi fluorescendne znacenii protilatku v spojeni s detekciou pomocou
svetelnej mikroskopie, prietokovou cytometriou, alebo fluorometricky.

Uvedené protilatky (alebo ich fragmenty), uZitoné v tomto vynaleze sa mdzu vyuZit' histologicky, ako
napriklad v imunofluorescencii alebo v imunoelektrénovej mikroskdpii, na detekciu in situ klonov podla toh-
to vynalezu. Detekcia in sifu sa mdZe vykonat' odobratim histologickej vzorky pacienta a dodanim znalenej
protilatky podra tohto vynalezu do uvedenej vzorky. Uvedena protilatka (alebo jej fragment) sa vyhodne do-
dava nanesenim alebo prevrstvenim znalenej protilatky (alebo fragmentu) na biologicki vzorku. PouZitim
uvedeného postupu mozZno stanovovat’ nielen pritomnost’ ur¢itych klonov, ale tiez ich rozdelenie na skisa-
nom tkanive. Pri pouZivani tohto vyndlezu si beZne skuseni odbornici v danej oblasti uvedomia, Ze kazdy z
pocetnych rozdielnych histologickych postupov (ako st napriklad farbiace postupy) mozno modifikovat’ tak,
aby sa dosiahla detekcia in situ.

Uvedené skudky na klony podla tohto vynalezu typicky zahfiiaju inkubaciu biologickej vzorky, ako je
napriklad biologicka tekutina, tkanivovy extrakt, &erstvo odobraté bunky, ako sa lymfocyty alebo leukocyty,
alebo bunky, ktoré boli inkubované v tkanivovych kultirach, za pritomnosti detegovatelne znatenej protilat-
ky, schopnej identifikovat’ kédované proteiny; d'alej zahriiaju detekciu protilatky jednou z mnohych technik,
ktoré st v danom odbore dobre zname.

(vii) Kédované proteiny podla tohto vynalezu sa mdZu pouZit tieZ ako nepriame modulatory mnohych z
d’aldich proteinov pre ich schopnost vizby k d’al3im intracelularnym proteinom; uvedené d’alSie intarcelular-
ne proteiny eite priamo viazu dal§ie intraceluldrne proteiny alebo intracelulirne domény transmem-
branovych proteinov.

Na ugely modulécie uvedenych dalsich intracelularmych proteinov alebo intracelularnych domén trans-
membréanovych proteinov sa mdzu proteiny podl'a tohto vynélezu vloZit' do buniek viacerymi spdsobmi, ako
sa uvadza v &asti (ii).

Treba tieZ poznamenat, Ze izol4cia, identifikécia a charakterizicia proteinov podla tohto vynalezu sa mo-
Ze vykonat’ pouZitim ktoréhokol'vek zo znamych beznych skriningovych postupov. Jeden z tychto skriningo-
vych postupov je napriklad kvasinkovy dvojhybridny postup, ktory sa pouZil na identifikéciu proteinov podra
tohto vynalezu. Na izol4ciu, identifikdciu a charakterizaciu proteinov podla tohto vyndlezu, alebo na izola-
ciu, identifikaciu a charakteriziciu d’al3ich proteinov, faktorov, receptorov a podobnych, ktoré st schopné sa
viazat' k proteinom podla tohto vynalezu, méZu sa podobne pouZit’ d’alSie postupy, ako je afinitna chromato-
grafia, DNA hybridiza&né postupy, a d’al3ie, ako si dobre zndme v danom odbore.

Proteiny, pri ktorych sa zistilo, Ze sa viazu k proteinom podla tohto vynalezu, sa navy$e mbzu samy pou-
%it podobnym spdsobom ako proteiny podl'a tohto vynélezu, ako sa uviedlo a uvadza sa d'alej, na izolaciu,
identifikaciu a charakterizaciu d’aldich proteinov, faktorov a dalsich, ktoré si schopné vizby k proteinom z
tohto vynalezu; uvedené proteiny moZu predstavovat’ faktory zapojené d'alej v smere v zdruZenom signalnom
procese, alebo proteiny, ktoré moézu mat ich signalne aktivity, a preto predstavuju proteiny zapojené v urci-
tom signalnom procese.

Uvedené sekvencie DNA a kédované proteiny podla tohto vynalezu sa méZu pripravit' niektorym bez-
nym rekombinantnym DNA sposobom (pozri napriklad Sambrook, et al., (1989)), v ktorom sa vhodné euka-
ryotické alebo prokaryotické bunky transformuju prisluinymi eukaryotickymi alebo prokaryotickymi vek-
tormi, obsahujucimi sekvencie, kédujuce pre uvedené proteiny. Podl'a uvedeného sa tento vynélez tyka tieZ
expresie vektorov a transformovanych hostitelov na pripravu poteinov podra tohto vynalezu. Ako uZ bolo
uvedené, tieto proteiny zahffiaju tiez ich biologicky aktivne analégy, fragmenty a ich derivéty a tak vektory,
ktoré ich koduju, tieZ zahriiaju vektory, kédujice analégy a fragmenty tychto proteinov; transformovani hos-
titelia zahffiaju takych hostitelTov, ktori produkuji uvedené analégy a fragmenty. Derivéty tychto proteinov
st derivéty, ktoré su produkované beZnou modifikdciou proteinov alebo ich analogov, alebo fragmentov,
produkovanych transformovanym hostitel'om.

Tento vynilez sa tyka tiez farmaceutickych kompozicii na moduldciu G&inkov sprostredkovanych s
TRAF2. Farmaceutické kompozicie obsahuju ako aktivnu zlozku jednu alebo viac z nasledujicich: (i) jednu
alebo viac DNA sekvencii podla tohto vynélezu, alebo ich &asti, subklonované do vhodného expresného vek-
tora; (ii) protein podl'a tohto vynalezu, jeho biologicky aktivne fragmenty, analogy, derivaty, alebo ich zmes;
(iii) rekombinantny vektor Zivo¢ineho virusu, kodujiici pre protein podla tohto vynalezu, jeho biologicky
aktivne fragmenty, analégy alebo jeho derivaty.

Uvedené farmaceutické kompozicie sa pouZiju v zavislosti od choroby, ktord treba lie¢it v mnoZstvach
prospednych pre pacienta, v zavislosti od telesnej hmotnosti pacienta a od d'aldich okolnosti, ako ur¢i lekar.
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Ako uZ bolo uvedené, jedno zo ¥pecifickych uskuto&neni TRAF-véazbovych proteinov podla tohto vyna-
lezu je TRAF2-vidzbovy protein NIK. Vychadzajlic z poznatkov v zhode s tymto vynalezom, Ze NIK sa Spe-
cificky viaze k TRAF2 a sdm o sebe je medidtorom/moduldtorom TRAF2, potom NIK mdZe tak sprostred-
kovat/modulovat TRAF2-aktivitu pri aktivacii NF-kB; preto jeho moZnd uloha v drédhe preZitia bunky je v
tom, 2¢ TRAF2 pdsobi nezavisle, alebo v spojeni s d’al§imi proteinmi (napriklad s p55 TNF a p75 TNF re-
ceptormi, FAS/APOL1 receptorom, MORT-1, RIP a TRADD), &o je d6leZité pri navrhovani liekov, ktoré mo-
2u podla poziadavky zvysit alebo potlatat’ interakcie medzi TRAF2 a NIK. Ak sa napriklad vyZaduje zvysit
bunkovu cytotoxickost', vyvolant s TNF, bude treba inhibovat’ indukciu NF-«B inhibiciou interakcie TRAF2
- NIK, alebo inhibicion TRAF2 a/alebo NIK 3pecificky. Ak sa podobne vyZaduje napriklad inhibovat’ bun-
kovu cytotoxickost vyvolanu s TNF, bude treba posilnit’ indukciu NF-xB posilnenim interakcie TRAF2 -
- NIK, alebo posilnenim TRAF2- a/alebo NIK- §pecifickej NF-kB indukcie. V skuto&nosti je vela chordb, pri
ktorych uvedené lie¢iva moéZu vePmi pomdahat. Medzi inymi (pozri tieZ diskusiu skdr) je to akdtna hepatitida,
pri ktorej sa usudzuje, Ze akiitne poskodenie pedene sa zd4 byt odrazom FAS/APO] receptorom sprostred-
kovaného hynutia buniek pe&ene po indukcii Fas ligandom; d’alej, autoimunitne vyvolana smrt’ buniek, ako
je uhynutie p-Langerhansovych buniek pankreasu, ktoré mé za nasledok diabetes; hynutie buniek pri odmie-
tani S$tepu (napriklad pri transplantécii oblitky, srdca a pegene); hynutie oligodendrocytov mozgu pri skleréze
multiplex; a AIDS-inhibovana samovraZda T buniek, ¢o spdsobuje proliferaciu virusu AIDS a preto ochore-
nie AIDS.

V takych pripadoch sa bude vyZadovat, aby sa inhibovala drdha FAS/APO1 receptorovo sprostredkova-
nej bunkovej cytotoxickosti (apoptosis) a aby sa zosilnila FAS/APOL! receptorovo sprostredkivand indukcia
NF-kB cez interakciu TRAF2 a TRAF2-NIK. Jeden spdsob, ako to dosiahnut, je zvySenie mnoZstva NIK v
bunkach, alebo zvyenie mnoZstva TRAF2 a NIK tak, Ze sa s NIK- alebo TRAF2-NIK-sprostredkovana in-
dukcia aktivacie NF-kB zvysi, ¢im sa dosiahne vy33ia Groveti aktivacie NF-kB a tym aj preZitia buniek; ale-
bo tak, Ze sa zvy§i priama alebo nepriama interakcia medzi FAS/APO1 receptorom a TRAF2 (alebo TRAF2-
-NIK), ¢oho vysledkom je zniZenie receptorovych interakcii FAS/APOI s bunkovymi mediatormi cytotoxoc-
kosti (napriklad MACH, pozri schému na obr. 2b), o mé opét’ za nisledok zvy3enie indukcie NF-xB aktiva-
cie a podporu preZitia buniek.

Naopak, v pripade nadorov a infikovanych buniek (pozri tieZ diskusiu skor), sa bude napriklad vyZadovat
zvysenie bunkovej cytotoxickosti sprostredkovanej receptorom FAS/APO1, aby sa zvySilo hynutie buniek. V
tomto pripade sa bude vyZadovat, aby sa inhibovali interakcie FAS/APO]1 receptor - TRAF2 (alebo -TRAF2-
-NIK) a/alebo inhibicia priamo NIK, a tym sa zniZila indukcia NF-xB aktivity.

Je mozné, aby NIK, alebo jedna, alebo viac jeho moZnych izoforiem, analégov alebo fragmentov mohli
slazit' ako ,,prirodné* inhibitory samotného NIK, alebo interakcie NIK-TRAF2, a tak sliZit’ ako inhibitory
indukcie NF-xB aktivacie. Také inhibitory moZno potom vyuZit ako §pecifické inhibitory uvedené skor, na-
priklad ako inhibitory, ak sa vyZaduje, na zvyenie bunkovych cytotoxickych u€inkov TNF alebo ligandu
FAS/APOQI receptora, aby sa zvysilo hynutie buniek. Ako sa na priklade v d’alom texte uvéadza, rézne ana-
l6gy a mutanty NIK sa skutoéne izolovali v zhode s tymto vynélezom; su to analégy/mutanty deficitné kina-
zou, ktoré su schopné blokovat’ indukciu NF-kB aktivacie, sprostredkovanej receptormi TNF, FAS/APO1 re-
ceptorom, s nimi zdruZenymi proteinmi TRAD, RIP a MORT]; ako aj sprostredkované s IL-1 receptorom
(ktorého aktivécia je cez NIK, ale nezavisla od TRAF2); a tieZ sprostredkované bakteridlnym toxinom (LPS),
acetatom-myristatom forbolu a HLTV-1 proteinom TAX. Podobne sa skriningu m6Zu podrobit’ aj d’aliie 1at-
ky, ako st peptidy, organické zhi¢eniny, protilatky a podobné tak, aby sa ziskali Specifické lieCiva, ktoré su
schopné inhibicie TRAF2-NIK interakcie alebo inhibicie aktivity NIK.

Ak sa v roznych situdciach vyZaduje zvy3enie aktivacie NF-kB, ako sa uvddza, moZno podobnym spdso-
bom napriklad zvy3it mnoZstvo NIK a/alebo TRAF2 v bunkach rdznymi zndmymi postupmi, ako sa uvadza-
ju (napriklad vloZenim DNA, kédujicej NIK a/alebo TRAF2 do buniek, alebo akoukof'vek inou cestou, zna-
mou odbornikom v danej oblasti). Na vyber $pecifickych lie&iv, ktoré st schopné zvy3ovat’ aktivitu NIK ale-
bo zvySovat TRAF2-NIK interakcie, sa podobne méZu podrobit’ skriningu aj dalSie latky, ako st peptidy,
organické zlu¢eniny a podobné.

Ako sa mdZu zostrojit' a podrobit’ skriningu peptidové inhibitory s NIK-TRAF2 interakciou uvadza pri-
klad, ktory v8ak neobmedzuje rozsah tohto vynalezu, a ktory je zaloZeny na skor3ich $tadidch peptidovych
inhibitorov ICE alebo ICE protedz, substratovej $pecifickosti ICE a stratégidch epitopovej analyzy s pouZitim
syntézy peptidu. Zistilo sa, Ze minimalna poZiadavka pre u¢inné Stiepenie peptidu s ICE je pritomnost 3ty-
roch aminokyselin vlavo od §tiepneho miesta s vysokou preferenciou aspartovej kyseliny v polohe P, a vpra-
vo postatuje metylamin v polohe P, (Sleah et al., (1990); Howard et al., (1991); Thornberry et al., (1992)).
Dalej sa zistilo, Ze fluorogénny substratovy peptid (tetrapeptid), acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-a-(4-metyl-kuma-
ryl-7-amid), skratene Ac-DEVD-AMC, zodpovedajuci sekvencii v poly-(ADP-ribéza)polymeraze (PARP),
sa v bunkéch kratko po stimulacii FAS-R §tiepi (Kaufmann (1989); Kaufmann et al., (1993); Lazebnik et al.,
(1994)) a ze je ucinne Stiepeny s CPP32 (&len proteazovej skupiny CED3/ICE) a MACH proteazami.
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KedZe Asp v polohe P, substratu sa povaZuje za ddleZiti, potom sa tetrapeptidy s Asp ako §tvrtym ami-
nokyselinovym zvy$kom a rézne kombinacie aminokyselin v polohach troch prvych zvy$kov méZu rychlo
vytriedit' podla vézby k aktivnemu miestu pouzitej protedzy, napriklad spésobom vyvinutym Geysenom
(Geysen, (1985); Geysen et al., (1987)); uvedenym spdsobom sa na tuhom nosi¢i vykonal skrining zna&ného
po&tu peptidov na $pecifické interakcie s protilatkami. Vézba MACH proteéz k $pecifickym peptidom sa mo-
Ze detegovat’ celym radom znamych detekénych spdsobov, zndmych odbornikom v danej oblasti, ako je ra-
dioznakovanie a podobné postupy. Tento Geysenov spdsob sa ukdzal ako vhodny pri skudkach viac ako
4 000 peptidov v priebehu pracovného dita.

Podobnym sp6sobom sa mdZe objasnit’ presnd vizbova oblast’ alebo homoldgna oblast, ktord urduje uve-
denu interakciu medzi TRAF2 a NIK (alebo ktorymkol'vek inym TRAF proteinom a TRAF-vézbovym prote-
inom); polypeptidy sa potom mdZu podrobit’ skriningu, ktory mdZe slizit' na blokovanie tejto interakcie na-
priklad pri syntetizovanych peptidoch, ktoré maju podobné sekvencie, ako su sekvencie vizbovej oblasti, ale-
bo sekvencie k nim komplementarne a tym mdZu sutazit' (konkurovat) s prirodnym NIK (alebo TRAF-viz-
bovym proteinom) pri viazani k TRAF2 (alebo TRAF).

Preto mbze byt vyhodné konjtruovat’ peptidové inhibitory, ktoré selektivne inhibuju TRAF2-NIK (alebo

TRAF-TRAF viizbovy protein) interakcie bez interferencie s fyziologickymi procesmi hynutia buniek, v kto-
rych st zapojeni ini G&astnici intracelularnej signalnej drahy, napriklad MACH protedzy drahy hynutia bu-
niek, ktoré su ¢lenmi skupiny CED3/ICE proteaz zo zoskupenia peptidov viaZucich s k TRAF2 (alebo k
TRAF), alebo NIK (alebo TRAF-vizbové proteiny); pri skudkach, ako si opisané, m6zu byt peptidové inhi-
bitory d’alej syntetizované na skasku selektivnej vézby k uvedenym d’al§im proteinom ako fluorogénny sub-
strat s ciefom vyberu iba takych proteinov, ktoré su 3pecifické pre TRAF2/NIK (alebo TRAF/TRAF-
-viizbovy protein). Peptidy, pri ktorych sa dokézalo, Ze su Specifické napriklad pre TRAF2/NIK, sa na posil-
nenie bunkovej permeability a inhibiciu uvedenej aktivity TRAF2 a/alebo NIK, potom mdzu alebo vratne,
alebo nevratne modifikovat. Thornberry et al., (1994) uviedol, Ze tetrapeptid (acyloxy)metylketon Ac-Tyr-
Val-
-Ala-Asp-CH,0C(0)-[2,6-(CF;),]Ph bol silnym inaktivatorom ICE. Podobne Milligan et al., (1995) uviedol,
e tetrapeptidové inhibitory, ktoré maju chlérmetylketénové (nevratne) alebo aldehydové (vratne) skupiny
inhibovali ICE. Navy$e sa ukdzalo, Ze benzyloxykarboxyl-Asp-CH,OC-(0)-2,6-dichlérbenzén (DCB) tieZ
inhibuje 1ICE (Mashima et al., (1995)). Obdobnym spdsobom a v zhode s uz uvedenym sa tetrapeptidy, ktoré
sa selektivne viaZzu k napriklad TRAF2 alebo NIK sa méZu modifikovat’ napriklad aldehydovou skupinou,
chlérmetylketénovou, (acyloxy)metylketonovou, alebo CH,OC-(0O)-DCB skupinou, &im sa vznikne peptido-
vy inhibitor TRAF2/NIK aktivity. Na zlep3enie permeability sa peptidy d’alej mézu modifikovat’, napriklad
chemicky, alebo sa na zvy3enie permeability cez bunkovli membrénu a ulah&enie transportu uvedenych pep-
tidov cez membréanu a do cytoplazmy mozu pripravit’ ich derivaty. Muranishi et al., (1991) uvadza derivati-
zaciu tyrotropin uvolfiujiceho horménu s laurylovou kyselinou za vzniku lipofilného lauroyl- derivatu s dob-
rymi penetratnymi vlastnostami cez bunkova membrénu. Zacharia et al., (1991) uvadza, Ze oxidacia metio-
ninu na sulfoxid a nahrada peptidovej vizby s jeho ketometylénovym izoesterom (COCH,;) tieZ ulahluje
transport peptidu cez bunkovii membranu. To st iba niektoré zo znamych modifikacii a prikladov derivatov,
ktoré su dobre zndme odbornikom v danej oblasti.

Pri liedive alebo peptidovych inhibitoroch, ktoré su schopné inhibovat’ aktivitu napriklad NIK inhibiciou
NIK-TRAF?2 interakcie, a podobnych, mozno interakciu medzi TRAF proteinmi a TRAF-viéizbovymi prote-
fnmi d’alej ulah&ovat’ spajanim alebo tvorbou komplexov s molekulami, ktoré podporuju vnikanie do bunky.

Patent USA 5 149 782 zverejiiuje spojenie molekuly, ktor4 sa ma transportovat’ bunkovou membrénou s
¢inidlom, ktoré splyva s membranou, ako su fiizogenné peptidy, peptidy vytvarajice iénové kandly, iné
membranové polypeptidy a mastné kyseliny s dlhym retazcom, napriklad kyselina myristové, kyselina pal-
mitova. Uvedené &inidla vloZia molekulové konjugaty do lipidovej dvojvrstvy bunkovych membran a ulah-
&ujua ich vniknutie do cytoplazmy.

Low et al., v patente USA 5 108 921 podéva prehlad vhodnych spdsobov na transmembranovy prisun
molekiil, ako st1, ale nie iba, proteiny a nukleové kyseliny, mechanizmom receptorom sprostredkovanej en-
docytotickej aktivity. Tieto receptorové systémy zahfiiaju také receptorové systémy, ktoré rozpoznavaji ga-
lakt6zu, man6zu, 6-fosfat manozy, transferin, asialoglykoprotein, transkobalamin (vitamin B,,), a-2 makro-
globuliny, inzulin a d’alsie peptidové rastové faktory, ako je epidermdlny rastovy faktor (EGF). Low et al,,
usudzuje, e vyZivné receptory, ako si receptory pre biotin a folat sa mozu vyhodne pouZit' na podporu
transportu bunkovou membranou, pretoZe maji vhodné rozmiestnenie a pogetnost’ biotinovych a folatovych
receptorov na povrchoch membran v&¥iny buniek a na podporu zdruZenymi receptormi sprostredkovanych
membranovych transportnych procesov. Komplex, vytvoreny medzi zliceninou, ktora sa ma dopravit’ do cy-
toplazmy a ligandom, ako je biotin alebo folat, prichadza tak do styku s membranou bunky, ktora obsahuje
biotinové a folatové receptory na iniciaciu receptorom sprostredkovaného transmembranového transportného
mechanizmu, ¢im sa umoZiuje prisun vyZadovanej zlu€eniny do bunky.
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ICE je znadmy tym, Ze mé schopnost’ tolerovat’ liberalne substitiucie v polohe P, a tato tolerancia k liberal-
nym substitiicidm sa vyuZila na vyvoj u€innej a afinitnej znacky s vysokou selektivitou, obsahujticej biotino-
vé zakonlenie (Thornberry et al., (1994)). V désledku toho na zvy$enie permeability tychto peptidovych in-
hibitorov bunkovou membranou méZe byt poloha P,, moZno aj N-zakon&enie tetrapeptidového inhibitora
modifikované alebo derivatizované, napriklad pridanim biotinovej molekuly.

Dalej je v odbore znéme, e fuzia vy2adovanej peptidovej sekvencie s hlavnow/signalnou peptidovou sek-
venciou vytvorenim ,.chimérového peptidu“ umoZni, aby sa uvedeny ,,chimérovy peptid“ transportoval cez
bunkovii membréanu do cytoplazmy.

Ako sa uznava odbornikmi v oblasti peptidov, pod peptidovymi inhibitormi interakcie TRAF-TRAFviz-
bovy protein, napriklad interakcie TRAF2-NIK podla tohto vynélezu sa rozumie, Ze zahfiiajii peptidomime-
tické lie¢iva alebo inhibitory, ktoré sa mozu tieZ skriningom rychlo vytriedit, napriklad podla vizby k
TRAF2/NIK, s cielom kon3trukcie mozZno este stabilnej§ich inhibitorov.

Je vitané, Ze rovnaké prostriedky na ulah&enie alebo posilnenie transportu peptidovych inhibitorov bun-
kovymi membranami, ako boli pouZité, moZno rovnako pouzit aj pre TRAF-vidzbové proteiny, napriklad pre
NIK, jeho analégy, fragmenty, alebo jeho izoformy samotné, ako aj pre d'alie peptidy a proteiny, ktoré svoje
uéinky prejavuju v vnitri buniek.

Pokial’ sa tyka vyrazu protilatky, pouZivaného v tomto texte, vyraz ,protilatka“ sa chape tak, Ze zahfila
polyklonové protilatky, monoklonové protilatky (mAbs), chimérové protilatky, anti-idiotypové (anti-1d) pro-
tilatky k protilatkam, ktoré mézu byt znagené v rozpustnej alebo viazanej forme, ako aj ich fragmenty, pri-
pravené ktoroukol'vek zndmou technikou, ako napriklad je, ale nie iba, enzymatické Stiepenie, peptidova syn-
téza alebo rekombinantné techniky.

Polyklonové protilatky st heterogénne populdcie protilatkovych molekul, odvodenych zo séra Zivo&ichov
imunizovanych antigénom. Monokionové protilatky obsahujii v podstate homogénnu populdciu protilatok,
$pecifickych k antigénom, ktorych populacie obsahuju v podstate podobné epitopové vizbové miesta. Mono-
klonové protilatky sa méZu pripravit’ spdsobmi, zndmymi odbornikom v danej oblasti. Pozri napriklad Koh-
ler a Milstein, Nature 256, 495 az 497 (1975); patent USA 4 376 110; Ausubel et al., Eds. Harlow a Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1988); Colligan et al., Eds., Current Pro-
tocol of Immunology, Green Publishing Association, a Wiley Interscience NY, (1992 az 1996); obsah tychto
publikécii sa tu v celosti zahriia tymto odkazom. Uvedené protilatky mozu pochadzat’ z ktorejkol'vek imu-
noglobulinovej skupiny vratane IgG, IgM, IgE, IgA, GILD a z ktorejkol'vek ich podskupiny. Hybridémy,
produkujuce mAbs z tohto vynalezu, sa mézu kultivovat’ in vitro alebo in vivo. Produkcia vysokych titrov
monoklonovych protilatok in vivo alebo in vitro je su¢asne vyhodnym sposobom produkcie podl'a tohto vy-
nélezu.

Chimérové protilatky st molekuly, ktorych rézne &asti si odvodené z réznych Zivo&idnych druhov, ako su
napriklad protilatky s vymenitel'nou oblastou, odvodenou z protilatky my3i a so stdlou oblast'ou z l'udského
imunoglobulinu. Chimérové protilatky si pouzivané primarne na zniZovanie imunogenicity pri pouZiti proti-
latok a na zvy$enie vytazkov v produkcii, napriklad sa pouZivaju chimérové Pudské/mysacie monoklonové
protilatky (mAbs) vtedy, ked’ monoklonové protilatky my3i davaju vyssie vytazky z hybridémov, ale vy§siu
imunogenitu u udi. Chimérové protilatky a spdsoby ich produkcie su v odbore zndme (Cabilly et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81, 3273 az 3277 (1984); Morrison et al., Proc. Natl. Avad. Sci. USA 81, 6851 aZ 6855
(1984); Bouliane et al., Nature 312, 643 az 646 (1984); Cabilly et al., prihlaska Eurépskeho patentu 125 023
(zverejnené 14. novembra 1984); Neuberger et al., Nature 314, 268 aZ 270 (1985); Taniguchi et al., prihlaska
Eurépskeho patentu 171 496 (zverejnenéd 19. februara 1985); Morrison et al., prihlatka Eurépskeho patentu
173 494 (zverejnend S. marca 1986); Neuberger et al., PCT prihlaska WO 8 601 533 (zverejnena 13. marca
1986); Kudo et al., prihla8ka Eurépskeho patentu 184 187 (zverejnend 11. juna 1986); Sahagan et al., J. Im-
munol. 137, 1066 aZ 1074 (1986); Robinson et al. prihlaka medzinarodného patentu WO 8 702 671 (zverej-
nené 7. maja 1987); Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 3439 aZ 3443 (1987); Sun et al., Proc. Natl.
Avad. Sci. USA 84, 214 az 218 (1987); Better et al., Science 240, 1041 az 1043 (1988); a Harlow a Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, uvedeny uZ hore). Uvedené spisy sa v celosti zahffiaju v tomto vynéleze
odkazom.

Uvedend anti-idiotypova (anti-1d) protilatka je protilatka, ktord rozpoznava 3pecifické determinanty v3e-
obecne zdruZen€ s antigénovym vizbovym miestom protilatky. Id protilatka sa mo6Ze pripravit imuniziciou
Zivocicha rovnakého druhu a genetického typu (napriklad z kmetia my%i) ako zdroja mAb, ku ktorej sa anti-
Id pripravuje. Imunizovany Zivo¢ich potom rozpoznéva a poskytuje reakciu na idiotypové determinanty imu-
nizujucej protilatky produkciou protilatky k tymto idiotypovym determinantom (uvedend anti Id-protilatka).
Pozri napriklad patent USA 4 699 880, ktory sa v celosti zahfiia tymto odkazom.

Uvedena Id-protilatka sa méze pouZit’ tie% ako ,,imunogén“ na indukciu imunitnej odpovede este u inych
Zivogichov, produkujticich takzvanu ant-anti-Id protilatku. Uvedend anti-anti-Id mdZe byt epitopicky inden-
tickd s podvodnou mAb, ktord indukuje uvedent anti-Id. PouZitim tychto protilatok k idiotypovym determi-
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nantom monoklonovych protilatok je potom mozné identifikovat’ d'aliie klony, exprimujice protilatky so
zhodnou $pecifickostou.

Monoklonové pritilatky, generované proti TRAF-vizbovym proteinmom, analégom, fragmentom, alebo
ich derivatom (napriklad NIK, jeho izoformam, analégom, fragmentom alebo jeho derivitom) z tohto vyna-
lezu, mdZu sa v zhode s doteraz uvedenym pouZit' na indukciu anti-Id protilatok vo vhodnych Zivo&ichoch,
ako su napriklad BALB/c my%i. Na produkciu anti-Id hybridém, vylutujtcich anti-Id, sa pouziju slezinové
bunky uvedenych imunizovanych mysi. Dalej, anti-Id protilatky sa mbzu viazat' s nosi¢om, ako je napriklad
prisavny hemokyanin (,.keyhole limpet hemocyanin“, KLH) a pouZit' na imunizaciu d'alsich BALBV/c my3i.
Séra tychto my3i budd obsahovat’ anti-anti-Id protilatky, ktoré maju védzbové vlastnosti povodnej monoklo-
novej protilatky, $pecifickej k epitopu uvedeného TRAF-vizbového proteinu, alebo jeho anal6gov, fragmen-
tov a ich derivétov.

Uvedené anti-Id monoklonové protilatky maji im vlastné idiotypové epitopy, ,.idiotopy*, $truktirne po-
dobné hodnotenym epitopom, ako je napriklad GRB protein-a.

Do vyrazu ,,protilatka“ sa tieZ zahfiajii intaktné molekuly, ako aj ich fragmenty, ako st napriklad Fab a
F(ab’),, ktoré sii schopné viazat' antigén. Fragmenty Fab a F(ab’), s nedostatonym fragmentom Fc intaktnej
molekuly sa pri cirkul4cii rychlejsie ¢istia a méZu mat’ menej neSpecifickych tkanivovych vézieb ako intakt-
na protilatka (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24, 316 az 325 (1983)).

Bude vyhodné, ak sa Fab a F(ab’), a d'al3ie fragmenty protilatok, uZito&nych podra tohto vynalezu pouziju
na detekciu a kvantifikiciu TRAF-vizbového proteinu spésobmi pre intaktné protilitkové molekuly, objas-
nenymi skor, Také fragmenty su typicky produkované proteolytickym Stiepenim s pouZitim enzymov, ako je
napriklad papain (na produkciu fragmentov Fab) alebo pepsin (na produkciu fragmentov F(ab"),).

Ak sa uvadza, Ze protilatka ,je schopna vizby* molekuly, znamena to, Ze je schopna $pecificky reagovat
s uvedenou molekulou, &m sa molekula viaZe k protilatke. Vyraz ,epitop* sa vztahuje na taku Cast’ akejkol-
vek molekuly, schopnej sa viazat' protildtkou, ktora moze byt uvedenou protildtkou rozpoznavana. Epitopy,
»antigénové determinanty* zvy&ajne pozostavaji z chemicky aktivnych povrchovych zoskupeni molekul, ako
su aminokyseliny alebo vedl'ajSie refazce sacharidov a maju 3pecificky trojrozmerny Strukturny charakter,
ako aj $pecificky nabojovy charakter.

,Antigén“ je molekula alebo &ast molekuly, ktora je schopn4, aby bola viazané protilatkou, ktoré je d'alej
schopna indukovat Zivoticha, aby produkoval protilatku, schopnii vizby k epitopu uvedeného antigénu. An-
tigén mbze mat jeden alebo viac epitopov. Uvedeny vyraz Specifickd reakcia znamen4, Ze antigén bude rea-
govat’ vysoko selektivnym spdsobom s jemu zodpovedajlicou protildtkou a nie s mnohymi inymi protilatka-
mi, ktoré mozu byt’ vyvolané inymi antigénmi.

Uvedené protilatky vratane fragmentov protilatok, uZitoZné podl'a tohto vynélezu, sa mbZu pouZit' na
kvantitativne stanovenie alebo kvalitativny dékaz TRAF-vdzbového proteinu (napriklad NIK) vo vzorke,
alebo na dokaz pritomnosti buniek, ktoré exprimuji TRAF-vizbovy protein podla tohto vynalezu. Dbkazy
alebo stanovenia sa mdzu vykonat imunofluorescentnymi technikami s vyuZitim fluorescentne znaCenych
protilatok (pozri v daliom texte) v spojeni so svetelnou mikrosképiou, prietokovou cytometriou alebo fluo-
rometrickou detekciou.

Uvedené protilatky (alebo ich fragmenty), uzitotné podla tohto vynélezu, sa méZu vyuZit' histologicky,
napriklad v imunofluorescenénej alebo elektronovej mikrosképii, na in situ detekciu TRAF-vézbového prote-
inu podFa tohto vynalezu. Detekcia in situ sa mbZe vykonat odberom histologickych vzoriek od pacienta, a
pridanim zna&enej protilatky podla tohto vynalezu k uvedenej vzorke. Protilétka (alebo jej fragment) sa vy-
hodne prid4 naterom alebo prevrstvenim biologickej vzorky znatenou protilatkou (alebo jej fragmentom).
Pouzitim uvedeného postupu moZno stanovit nielen pritomnost TRAF-vizbového proteinu, ale tiez jeho
rozdelenie v skufanom tkanive. Pri pouZiti tohto vynélezu si mbZu bezne skuseni v tejto oblasti uvedomit’, Ze
ktortikol'vek z mnoZstva rdznych histologickych metdd (ako st napriklad farbiace postupy) mozno modifiko-
vat tak, aby sa dosiahla detekcia in situ.

Skugobné postupy na dokaz a/alebo stanovenie TRAF-vizbového proteinu podla tohto vynalezu typicky
zahfitaju inkubéciu biologickej vzorky, napriklad biologickej tekutiny, tkanivového extraktu, Cerstvo vypes-
tovanych buniek, ako st lymfocyty alebo leukocyty, alebo buniek po kultivacii v tkanivovej kulture, za pri-
tomnosti dokdzatelného mnoZstva znadenej protilatky, schopnej identifikovat’ uvedeny TRAF-vézbovy pro-
tein, a d’alej zahritaju detekciu protilatky niektorou z mnohych technik, zndmych v danom odbore.

Biologickd vzorka sa mdze spracovat na tuhej podlozke alebo na nosici, ako je nitroceluléza, alebo na
inych tuhy podlozkéach alebo nosi¢och, ktoré su schopné imobilizovat’ bunky, &asti buniek, alebo rozpustné
proteiny. PodloZka alebo nosi¢ sa potom mdze premyvat’ vhodnym timivym roztokom a nasledne spracova-
nim s detegovatelne znatenou protildtkou v zhode s tymto vynalezom, ako sa uvadza skor. Tuhd podlozka
alebo nosi¢ sa potom moZe premyt druhy raz s tlmivym roztokom na odstranenie neviazanej protilatky.
Mno#stvo viazanej znacky na uvedenej podlozke alebo nosi¢i sa potom stanovi beznymi spdsobmi.

Vyrazmi ,tuha podlozka“, ,tuhy nosi¢, ,,podlozka, alebo ,,nosi¢“ sa rozumie akdkol'vek podlozka alebo
nosi¢, schopny viazat' antigén alebo protildtku. V3eobecne znime podlozky alebo nosie zahftiaju napriklad
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sklo, polystyrén, polypropylén, polyetylén, dextran, amylazovy nylén, prirodné a modifikované celul6zy, po-
lyakrylamidy, gabro a magnetit. Na ugely tohto vynalezu moéZe byt povaha nosi¢a takd, Ze nosi¢ je Ciasto¢ne
rozpustny alebo nerozpustny. Material podlozky mo6Ze mat prakticky akiikol'vek moZnu $truktirnu konfigu-
raciu, pokial’ je viazand molekula schopné viazat' sa k antigénu alebo k protildtke. Konfigurdcia podlozky
alebo nosi¢a moZe byt potom sféricka, ako st perlitky, valcova, ako je vniitorny povrch skiSobnych rurok,
alebo vonkajsi povrch ty€e. Volitelne mdze byt povrch plochy, ako si listy, skuSobné pruzky a podobne.
Vyhodné podlozky alebo nosite zahriiaju polystyrénové perlicky. Na viazanie protilatky alebo antigénu od-
bornici v danej oblasti poznaju este d’alsie vhodné noside, alebo si ich schopni zistit’ beznym experimento-
vanim.

Vizbovu aktivitu danej davky protilatky podl'a tohto vynalezu, ako je uvedené, moZno stanovit’ vieobec-
ne zndmymi spdsobmi. Skuseni v danom odbore st schopni pomocou beZnych experimentov urdit” pracovné
a optimdlne podmienky pre kazdé stanovenie.

Do postupu skidky sa méZu v jednotlivych situdciach zahrnit' d'alsie experimentalne kroky, ako je pre-
myvanie, miefanie, trepanie, filtrovanie a podobné, ak st uvedené kroky zauZivané alebo potrebné.

Jednym zo spdsobov, ktorym sa méoZe protilatka v zhode s tymto vynélezom detegovatelne znalit), je via-
zanie uvedenej protilatky s enzymom a pouZitie v enzymovej imunoanalyze (EIA). Ak je tento enzym potom
exponovany vhodnym substratom, reaguje s tymto substratom takym spdsobom, Ze produkuje chemické zo-
skupenie, ktoré sa méZe detegovat, napriklad spektrofotometricky, fluorometricky, alebo vizuilnym porov-
navanim. Na detegovatelné ozna&enie protilatky enzymami moZno pouZit’ napriklad, ale nie iba, malonatova
dehydrogenazu, stafylokokovu nukledzu, delta-S-steroidovii izomerdzu, alkoholovi dehydrogendzu kvasi-
niek, alfa-glycerofosfatovii dehydrogenédzu, triézovi fosfatovi izomerdzu, chrenovu peroxidazu, alkalicka
fosfatazu, asparaginazu, gluk6zovii oxidazu, beta-galaktoziddzu, ribonukledzu, aredzu, katalazu, gluk6zovi-
6-fosfatovil dehydrogenazu, glukoamylazu a acetylcholinovu esterdzu. Detekcia sa moZe vykonat kolorimet-
rickymi sposobmi s pouZitim chrémogénneho substratu pre enzym. Detekcia sa mbZe vykonat’ tieZ vizuél-
nym porovnavanim rozsahu enzymatickej reakcie v substrate v porovnani s obdobne pripravenymi $tandar-
dmi.

Detekcia sa mdZe vykonat’ pouZitim ktorejkol'vek z r6znych d’al§ich imunoanalyz. Napriklad, radioaktiv-
nym zna¢enim protilatok alebo fragmentov protildtok moZno detegovat’ R-PTP-azy pouZitim rddioimunoana-
lyzy (RIA). Dobry opis spdsobu RIA moZno néjst v Laboratory Techniques and Biochemistry in Molecular
Biology (Work, T. S. et al., North Publishing Company, NY (1978)) s osobitnym odkazom na kapitolu, na-
zvanu ,,An introduction to Radioimmune Assay and Related Techniques* od autora Chard, T., ktord sa tu za-
hrita tymto odkazom. Radioaktivne izotopy sa mozu detegovat’ pouZitim g-&itata alebo scintilatného ¢&itaca,
alebo autoradiografiou.

Protilatku moZno podfa tohto vynélezu tieZ znadit' fluorescenénou zluceninou. Ked sa fluorescenéne zna-
¢ena zlicenina vystavi uginku svetla s vhodnou vinovou dizkou, jej pritomnost sa prejavi fluorescenciou.
Medzi najviac pouZivané fluorescenne znackujuce zluceniny patri izotiokyanat, rodamin, fykoerytrin, pyko-
kyanin, alofykokyanin, o-ftaldehyd a fluorescamin.

Protilatka sa moZe detegovatelne oznagit’ tieZ pouZitim fluorescenciu vyZarujucich kovov, ako je napri-
klad '*E, alebo d’aldich zo skupiny lantanidov. Tieto kovy moZno viazat k protilatke s vyuZitim skupin, ktoré
uvedeny kov viaZu vo forme chelatu, ako je napriklad dietyléntriaminpentaoctova kyselina (ETPA).

Protilatka sa mdZe detegovatelne oznadit' tiez jej spojenim s chemoluminiscenénou zli¢eninou. Pritom-
nost’ chemoluminoscenéne znatenej protilatky sa potom prejavi pritomnost'ou luminiscencie, ktord vzniké v
priebehu chemickej reakcie.

Priklady vyhodnych chemoluminoscen&ne znackujicich zlugenin st luminol, izoluminol, akridiniovy es-
ter, imidazol, akridiniova sol’ a ester kyseliny oxalove;j.

Podobne sa na znatenie protilatky podla tohto vyndlezu méZe pouzit' bioluminiscenéna zlicenina. Bio-
luminiscencia je druh chemoluminiscencie, zistovanej v biologickych systémoch, v ktorych katalyticky pro-
tein zvy$uje u¢innost’ chemoluminiscenénej reakcie. Pritomnost’ bioluminiscenéného proteinu sa stanovi de-
tekciou pritomnosti luminiscencie. Ddlezité bioluminiscen¢né zligeniny, vhodné na tento ucel st luciferin,
luciferaza a ekvorin.

Molekula protilatky podla tohto vynalezu sa moZe prispdsobit’ na pouZitie v imunometrickej analyze,
znamej teZ ako ,,dvojmiestna“ alebo ,sendvitova* analyza. Pri typickej imunometrickej analyze sa znime
mnoZstvo neznalenej protilatky (alebo fragmentu protilatky) viaZze na tuhu podloZku alebo nosi¢ a potom sa
prida detegovatel'ne znagend rozpustnd protilatka; vznika ternarny komplex medzi tuhou fazou s protilatkou,
antigénom a znagenou protilatkou, ktory umoZiiuje detekciu a/alebo kvantitativne stanovenie.

Typické a vyhodné imunometrické analyzy zahriiaju ,,vpred“ analyzy, pri ktorych sa protilatka, viazané
na tuhej faze najprv privadza do styku so skiganou vzorkou, aby sa extrahoval antigén zo vzorky, vzniknuty
vo forme bindrneho komplexu tuhej fazy s protildtkou a antigénu. Po vhodnej dobe inkubécie sa tuhd podloz-
ka alebo nosi¢ premyje na odstranenie zvy3kov tekutej vzorky vratane nezreagovaného antigénu, ak by bol
pritomny, a potom sa privedie do styku s roztokom, obsahujicim nezndme mnoZstvo znalenej protilatky
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(ktora pbsobi ako ,,spravodajska molekula®, reporter molecule). Po niekolkosekundovej dobe inkubacie, po-
&as ktorej sa znafena protildtka viaZze do komplexu s antigénom viazanym na tuhej podloZke alebo nositi cez
neznadeni protilatku sa tuhd podlozka alebo nosi¢ sa premyje po druhy raz, aby sa odstranila nezreagovana
zna&ena protilatka.

V inej uprave sa ,,sendviovy* postup moZe tieZ pouZit’ v stvislosti s antigénmi podl'a tohto vynélezu ako
tak zvané ,,simultanne a ,,vratné* (,,reverzné“) imunoanalyzy. Simultdnna analyza vyZaduje jeden inkubainy
krok, pretoZe sa obidva, protildtka na tuhej podloZzke alebo nosi¢i a znatena protilatka si¢asne pridaju do
skii¥anej vzorky. Po ukong&enf inkubécie sa tuhé podlozka alebo nosi¢ premyje na odstranenie zvy$ku tekutej
vzorky a znaenej protilatky, ktord sa neviazala do komplexu. Pritomnost’ znagenej protilatky, viazanej na
tuhej podloZke alebo nosi&i sa potom stanovi ako pri uz uvedenej ,,vpred* analyze sendvi¢ového spdsobu.

Vo ,,vratnom* uskuto&neni analyzy sa najprv postupne prida roztok znatenej protilatky k roztoku vzorky,
potom, po vhodnej dobe inkubacie, nasleduje pridanie neznacenej protilatky, viazanej na tuhej podlozke ale-
bo nosi¢i. Po druhej inkubAcii sa tuha fiza beznym spdsobom premyje, aby sa zbavila zvysku skuianej vzor-
ky a roztoku nezreagovanej znadenej protilatky. Stanovenie znaCenej protilatky, viazanej na tuhej podlozke
alebo nosi¢i sa potom vykona rovnako ako v pripadoch ,,simultdnnej* alebo ,,vpred“ analyzy.

Ako uz bolo uvedené, vynélez sa tyka tiez farmaceutickych kompozicii, obsahujucich rekombinantné Zi-
votine virusové vektory, kddujice TRAF-vidzbové proteiny, ktoré koduja tieZ virusovy povrchovy protein,
schopny viazat' ¥pecifické povrchové proteiny teréovych buniek (napriklad rakovinovych) za usmernenia in-
zercie TRAF-vizbovych proteinovych sekvencii do buniek. Dalsie farmaceutické kompozicie podla tohto
vynalezu obsahuju ako aktivnu zlozku (a) oligonukleotidovii sekvenciu, kédujicu protismernu sekvenciu
TRAF-vizbovej proteinovej sekvencie, alebo (b) lie¢ivo, ktoré blokuje interakciu medzi TRAF-vizbovym
proteinom a TRAF.

Farmaceutické kompozicie podla tohto vynalezu obsahuji dostato&né mnoZstvo aktivnej zlozky na do-
siahnutie zamy¥laného u¢inku. Farmaceutické kompozicie d’ale] mdzu obsahovat' vhodné, farmaceuticky
pripustné nosite, obsahujuce farmaceutické pomocné latky a prisady, ktoré ulahduju spracovanie aktivnej
zluCeniny na lie€ivé pripravky, ktoré sa mézu farmaceuticky pouZit, a ktoré mézu stabilizovat’ lie€ivé pri-
pravky v liekovych formach na poddvanie subjektu, ktory to potrebuje, &o vietko je dobre zndme odborni-
kom v danej oblasti.

Usudzuje sa, ze uvedeny TRAF-vizbovy protein a jeho izoformy alebo izotypy su exprimované v roz-
nych tkanivach a na vyznamne rozdielnej Grovni a zrejme tiez v réznom zastupen{ izotypov obdobnym spd-
sobom, ako prebieha expresia réznych inych proteinov, zapojenych do intracelularnych signainych drah, ako
je uvedené v citovanej, spolo¢ne vlastnenej, prihlaske zévislého patentu.

Uvedené rozdiely mdzu prispievat’ k tkanivovo-3pecifickym javom reakcie na FAS/APO1-ligand a TNF.
Podobne, ako v pripade daldich homol6égov od CED3/ICE (Wang et al., (1994); Alnemri et al., (1995)), auto-
ri tohto vynélezu uZ v minulosti ukdzali (v uvedenej patentovej prihlaske), Ze izoformy MACH, ktoré obsa-
huju neuplné oblasti CED3/ICE (napriklad MACHo:3) maju inhibi¢ny u¢inok na aktivitu ko-exprimovanych
MACHu 1 alebo MACHo2 molekil; tieZ sa zistilo, Ze blokuju FAS/APOI a p55-R indukciu hynutia buniek.
Expresia takych inhibi¢nych izoforiem v bunkdch mdZe vytvéarat’ mechanizmus samoochrany bunky proti
FAS/APOQ1- a TNF - sprostredkovanej cytotoxickosti. Rozsiahla heterogenita izoforiem MACH, ktora znac-
ne presahuje doteraz pozorované heterogenity pri ktorychkol'vek d’al§ich proteazach skupiny CED3/ICE by
mohla umoZiiovat mimoriadne citlivo nastavovat’ funkcie aktivnych izoforiem MACH.

V zhode s tymto vynéalezom sa izolovali tieZ analégy/mutanty jedného z TRAF-vizbovych proteinov,
menovite TRAF2-vizbového proteinu NIK. Tieto analégy /mutanty NIK (pozri hore a pozri Priklad, uvedeny
d’alej) su inhibi¢né k NIK-sprostredkovanej, ako aj inhibi¢né k indukcii aktivicie NF-xB, sprostredkovanej
TNF receptormi, FAS/APOI receptorom, jemu pribuznymi proteinmi, IL-1 receptorom a d’aldimi ¢inidlami.
Ako uz bolo spomenuté, mdézu preto mat’ TRAF-vizbové proteiny, alebo ich moZné izoformy odlidné u¢inky
v réznych tkanivach, pokial’ sa tyka ich interakcie s TRAF proteinmi a ich vplyvu a tym na aktivitu TRAF
proteinov, alebo na intraceluldrnu signalizciu, sprostredkovant proteinmi.

TieZ je mozné, Ze niektoré z moznych izoforiem TRAF-vizbového proteinu maji aj iné funkcie. NIK,
alebo niektoré analégy NIK mézu napriklad pdsobit’ tiez ako kotviace miesta pre molekuly, ktoré st zapojené
do inych ako cytotoxickych uinkov, napriklad do u¢inkov receptorov FAS/APO! a TNF cez interakciu s
TRAF?2 alebo aj nezavisle od TRAF2.

V dosledku jedine&nej schopnosti receptorov FAS/APO1 a TNF spdsobovat’ hynutie buniek, ako aj
schopnosti receptorov TNF spiitat’ d’aldie aktivity poSkodzujice tkanivé, odchylky vo funkcii tychto recep-
torov mdZu byt pre organizmus mimoriadne ¥kodlivé. Skuto¢ne sa ukézalo, Ze nadmernd alebo nedostato¢na
funkcia tychto receptorov prispieva k patologickym prejavom roéznych chordb (Vassalli (1992); Nagata a
Golstein (1995)). Identifikdcia molekil, ktoré sa zu€astiiuji na signalnej aktivite uvedenych receptorov a na-
jdenie cesty, ako modulovat’ aktivitu tychto molekul mdZe urgit’ smer novych terapeutickych pristupov. Z
hladiska moZnej dbleZitej ulohy TRAF proteinov, napriklad proteinov TRAF2, a preto interakcii TRAF-
-TRAF-vizbového proteinu, napriklad TRAF2-NIK proteinu v FAS/APO1 a TNF-sprostredkovanej aktiva-
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cii, zda sa byt mimoriadne d6leZité navrhnuat’ lie¢iva, ktoré moZu blokovat’ interakciu TRAF-TRAF vézbovy
protein, napriklad interakciu TRAF2-NIK, ak sa vyZaduje ni¢it' bunky (inhibiciou aktivacie NF-xB) a obra-
tene, ak sa vyZaduje zachovat’ bunky, tuto interakciu treba podporit’ (zosilnit’ aktivaciu NF-xB ).

Tento vynalez sa tieZ tyka proteinov alebo inych ligandov, ktoré sa mézu viazat k TRAF-vizbovym pro-
teinom podla tohto vynélezu, ¢im moduluji/-sprostredkuju aktivitu TRAF-vdzbovych proteinov. Uvedené
proteiny alebo ligandy sa méZu vytriedit’ skriningom, izolovat’ a produkovat’ ktorymkol'vek z uZ uvedenych
sposobov. MozZno tak napriklad izolovat’ mnohé nové ligandy, obsahujice proteiny, schopné vézby k protei-
nom NIK z tohto vynalezu (uvedené nové proteiny/ligandy s vynimkou zndimeho TRAF2 a moZno I-xB, ak
sa NIK skuto¢ne viaze s I-xB).

Podrobnejdie uz bolo uvedené hore, Ze nové TRAF-viazbové protein-vézbové proteiny/ligandy, napriklad
NIK-vizbové proteiny mdZu napriklad sluzit' ako inhibitory alebo enhancery (posiliiujice sekvencie, zosil-
fiovace) NIK sprostredkovanej aktivity, alebo aktivity sprostredkovanej napriklad TRAF2 - NIK interakciou;
potom maju ddleZiti ulohu v rdznych patologickych a inych situdcidch, ako sa uz uviedlo. Inou funkciou
uvedenych zoskupeni TRAF-vizbovy protein-vizbové proteiny/ligandy by mohlo byt, Ze by sluzili ako 3pe-
cifické ¢inidla na gistenie TRAF-vidzbovych proteinov, napriklad afinitnou chromatografiou; uvedené nové
viizbové proteiny/ligandy zakotvené na vhodnej chromatografickej matrici vytvaraju tuhd alebo afinitnu pod-
loZku alebo matricu, cez ktoru sa prelieva roztok, extrakt alebo podobna forma, obsahujiica uvedené TRAF-
-vizbové proteiny, napriklad NIK a tymto spdsobom sa ul'ah&i jeho Cistenie. Uvedené spdsoby afinitnej
chromatografie st uz vieobecne zndme a patria k beZnym postupom v danom odbore.

Vsetky z uvadzanych TRAF-vdzbovych proteinov, analégov, fragmentov, izoforiem a derivatov podla
tohto vyndlezu sa podobne méZu pouZit’ na ¢istenie afinitnou chromatografiou réznych TRAF proteinov, ku
ktorym sa viaZu. Napriklad, TRAF2-vizbové proteiny, ako je NIK, a analégy, fragmenty a mutanty NIK (po-
zri d’alej uvedené priklady) sa méZu pouZit pri &isteni TRAF2 pomocou afinitnej chrotomatografie. Rovna-
kym spdsobom, ako protein NIK sa preto izolovali analégy/mutanty z tohto vynélezu a produkovali (pozri
d’alej uvedené priklady) s pouZitim uvedenych a akychkol'vek d’alSich rovnocennych sp6sobov, ktoré su
zrejmé odbornikom v danej oblasti (podrobnejSie rozvedené skor). Uvedenym spésobom mozno identifiko-
vat’ a produkovat’ akékol'vek iné TRAF2-vizbové proteiny. Uvedeny spdsob identifikacie a produkcie tychto
TRAF-vézbovych proteinov, napriklad TRAF2-védzbovych proteinov zahffia skrining, pri ktorom ktorom sa
pouzije TRAF (napriklad TRAF2) protein, alebo pri najmenSom jeho 3pecifickd ast’ (to znamend &ast
TRAF2 medzi aminokyselinami od 222 aZ po 501) ako substrat alebo ,,ndvnada‘, aby sa ziskali proteiny ale-
bo akykol'vek iny ligand, schopné viizby k TRAF proteinu; nasleduji kroky identifikdcia a charakterizicia
tak ziskanych proteinov/ligandov a nasledne produkcia takych proteinov/ligandov, izolovanych v podstate v
Cistych forméch. Vetky uvedené kroky pripravy st v odbore dobre zndme a st podrobnejsie uvedené v pred-
chadzajicom a nasledujucom texte.

Vynélez sa teraz podrobnejiie opise pomocou d’alej uvedenych, rozsah vynalezu viak neobmedzujtcich
prikladov a nékresov.

Treba poznamenat’, Ze postupy:

i) dvojhybridova skriningova a dvojhybridové B-galaktozidazova skigka expresie;

(ii) indukované expresia, metabolické znagenie a imunoprecipitdcia proteinov;

(iii) vézba in vitro ;

(iv) hodnotenie cytotoxickosti, a

(v) northernovy prenos a analyza sekvencii,
ako aj d’al§ie postupy, pouZité v d’alej uvedenych prikladoch, boli uz podrobnejie opisané v doterajiich pub-
likdciach autormi tohto vynalezu z hladiska inych signalnych proteinov a reakénych drah (pozri napriklad
Boldin et al., (1995a), (1995b) a Boldin et al., (1996)). Tieto postupy sa podrobne nach&dzaji tieZ v spolu-
vlastnenych prihla8kach zavislych izraelskych patentov 114 615, 114 986, 115319, 116 588, 117932 a
120 367, ako aj v zodpovedajucej prihlaske PCT &islo PCT/US96/10521). PIné zverejnenie vietkych uvede-
nych publikacii a patentovych prihla%ok v ich celosti sa tu zahfila prinajmenfom v tom, ¢o sa tyka podrob-
nych experimentalnych postupov.
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Prehl’ad obrazkov na vykresoch

Obr. 1 graficky znazorfiuje Struktiru molekuly TRAF.

Obr. 2 a-b zjednodudene znazortiuju niektoré proteiny, ktoré st v spojeni s aktivaciou NF-kB vratane no-
vych TRAF-vizbovych proteinov podla tohto vyndlezu (napriklad NIK), z ktorych obraz a je &iastkova
schéma a obraz b je uplnejia schéma.

Obr. 3 a-b-¢ znéazortiuju nukleotidovi sekvenciu 5 °-konca klonu 9 (obr. 3a) a odvodenu kédovanu amino-
kyselinovi sekvenciu (obr. 3d).

Obr. 4 znazoriiuje nukleotidovu sekvenciu klonu 10.

Obr. 5 a-b znazortiujui nukleotidova sekvenciu klonu 15 (obr. 5a) a jeho odvodent kédovani aminokyse-
linova sekvenciu (obr. 5b).

Obr. 6 znazortiuje nukleotidova sekvenciu a odvodent aminokyselinovii sekvenciu NIK.

Obr. 7 znézoriiuje zarovnanie sekvencie proteinu NIK so sekvenciou kindzy proteinu mMEKK mysi
(MAPK alebo ERK kindza mysi) a niekol’kymi d’al¥imi kindzami. Na obraze si vyznafené oblasti, ktoré
zodpovedaju konzervovanym motivom I aZ XI proteinovych kinéz.

Priklady uskuto&nenia vynilezu

Materialy a sposoby
i) KniZznice cDNA
a) B-bunkova cDNA kniZnica

PouZila sa oligo dT primové kniZnica, skonitruovana z Fudskych B buniek (Durfee et al., (1993)). Uvede-
né cDNA kniZnice sa vlozZili do polohy Xhol do vektora pSE1107, zaloZenom na pACT flziou s aktivaénou
doménou GAL4.

b) cDNA kniZnica Agt10 z testis

Pouzila sa cDNA kniZnica z l'udskych semenikov. Uvedena kniZnica je hexanukleotidova primova kniz-

nica so strednou velkost'ou inzertov 200 az 400 bp.

ii) Kvasinkové kmene

Ako hostitel'ské kmene sa na transformaciu a skrining pouZili dva kmene kvasiniek: kmeit HF7¢, ktory sa
pouzil v dvojhybridovom skriningu a kmef SFY526, ktory sa pouZil pri $-galaktoziddzovej analyze. Obidva
kmene nesu auxotrofné znatkovade trpl a leu2; vyznamné je, Ze tieto kmene nemdZu rast na minimalnom
syntetickom médiu s nedostatkom tryptofanu a leucinu, iba ak st transformované plazmidom, ktory nesie di-
voky typ verzie tychto génov (TRP1, LEU2). Uvedené dva bunkové kmene nesu delené muticie v ich gé-
noch GAL4 a GAL80 (mutécie gal4-542 a gal80-538).

Kmene SFY526 a HF7c v ich genotypoch nesu lacZ reportérové zoskupenie; v kmeni SFY526 fuzované
k UAS a TATA <asti prométora GAL1; v kmeni HF7c¢ tri képie GAL4 17-mérovej suhlasnej sekvencie a
dast TATA prométora CYCI su fizované k lacZ. Obidva GAL1 UAS a GAL4 17-méry st schopné reagovat
na GAL4 transkripény aktivator. Kmett HF7¢ navy3e nesie reportérové zoskupenie HIS3, fizované k UAS a
tast TATA promotora GALI.

iii) Klonovanie l'udského TRAF2

Ludsky TRAF2 sa klonoval z HL60 kniznice cDNA (pre TRAF2 sekvenciu; d'aldie podrobnosti pozri
Rothe et al., (1994); Rothe et al., (1995); Cheng et al., (1966), Hsu et al., (1966); a Wallach, (1996)). PouZité
priméry boli: a) 30-mérny priamy primér CAGGATCCTATGGCTGCAGCTAGCGTGAC, zodpovedajici
kédujacej sekvencii hTRAF2, poéinajuc od kodona pre prvy metionin (pod¢iarknuté) a vratane linkera s
miestom BamHI; b) 32-mérny reverzny primér GGTCGACITAGAGCCCTGTCAGGTCCACAATG, ktory
zahfita hTRAF2 génovy stop kodén (podéiarknuty) a Sall redtrikéné miesto v jeho linkeri. Program PCR ana-
lyzy zahfiial najprv denaturaény krok pocas 2 minut pri 94 °C, nasledovany 30 cyklami po 1 minute pri
94 °C, 1 minutu pri 64 °C a 40 sekund pri 72 °C. Amplifikovany 'udsky TRAF2 sa potom vloZzil do BamHI
- Sall miest vektora pGBT9 v spojeni s GAL4 DNA vizbovej domény.

iv) Dvojhybridny skrining kniZnice B-buniek

Dvojhybridny skrining je technika (podrobnosti pozri v uvedenej publikacii a prihlaskach patentov), ktora
sa pouZiva na identifikaciu faktorov, ktoré si v spojeni s konkrétnou molekulou, ktora sliZi ako ,,ndvnada‘“.
V tomto vynéleze ako ,,navnada“ slazil TRAF2, ktory bol klonovany do vektora pGBT9. TRAF2 bol koex-
primovany v kvasinkovom kmeni HF7¢ spolu so skriningovanou cDNA kniZnicou B-buniek. Uvedeny PCR-
klonovany TRAF2 bol rekombinantne fizovany s CAL4 DNA-vizbovou doménou a skriningovanad cDNA
kniZnica sa fizovala k GAL4 aktivatnej doméne vektora pSE1107. Reportérovym génom v HF7c bol HIS3,
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fizovany k protismernej aktivatnej sekvencii (UAS) prométora GALI, ktory reaguje na GAL4 transkripény
aktivétor. Na rast na platniach bez tryptofanu a leucinu sa selektovali transfomanty, ktoré obsahovali obidva
plazmidy pGBT9 a pSE1107. V druhom kroku sa z platni zbavenych tryptofanu, leucinu a histidinu a obsa-
hujtcich 50 mmol.dm™ 3-aminotriazolu (3AT) odobrali pozitivne klony, ktoré exprimovali dvojhybridné
proteiny, ktoré vzdjomne spolu reaguju, a preto aktivovali GAL1-HIS3.

v) B-galaktoziddzova skuska

Odobrané pozitivne klony sa vystavili lacZ skaske vyfarbenia v SFY526 kvasinkovych bunkéch; postu-
povalo sa podla navodov Clontech Laboratrories” Manual (podrobnosti st v uvedenej publikdcii a patento-
vych prihlaskach). V stru€nosti, transformanty sa nechali rast’ pri teplote 30 °C poc&as 2 aZ 4 dni, aZ sa dosia-
hol priemer asi 2 mm, potom sa preniesli na Whatmanove filtre. Filtre sa podrobili spracovaniu zmrazovanim
a topenim, aby sa dosiahla potrebnd permeabilita buniek; potom sa ponorili do tlmivého roztoku
(16,1 mg.ml"' Na,HPO,.7H,0; 5,5 mg.ml" NaH,PO,.H,0; 0,75 mg.mI" KCI; 0,75 mg.ml" MgS0,.7H,0,
pH = 7), obsahujiicom 0,33 mg.ml" X-gal a 0,35 mmol.dm™ B-merkaptoetanolu. Kolénie sa monitorovali
podla vyvoja modrého sfarbenia, ktoré indikuje indukciu B-galaktozidazy.

vi) Expresia klonovanych cDNA

Skonstruovali sa dva druhy expresnych vektorov:

a) vektrory zaloZené na pUHD10-3, obsahujiice otvoreny &itaci ramec (open reading frame, ORF) niekto-
rého z klonov 9, 10 alebo 15, fizovaného s hemoglutidinovym (HA) epitopom.

b) vektrory zaloZené na pUHD10-3, do ktorych bola vloZena oktapeptidovd FLAG sekvencia prave pred
klonovany TRAF2, v tomto spise oznatované tieZ ako FLAG/B6/TRAF2.

Konstrukty, obsahujuce ORF klonu 9, 10 alebo 15 sa transfektovali do HeLa-Bujardovych buniek (o
tychto bunkéach blizgie pozri Gossen M., a Bujard, M. (1992)) bud samotné, alebo kotransfektované s
GLAG/B6/TRAF2 s pouZitim spdsobu s fosfore¢nanom vépenatym (spdsob je opisany napriklad v: Current
Protocol in Molecular Biology, ed. Ausubel, F., M,, et al.).

vii) Luciferdzova skuska

Typicky sa odobralo 5.10° transfektovanych buniek, trikrat premytych so studenym PBS, ktoré sa resus-
pendovali v 400 pul extrakéného tlmivého roztoku (0,1 mol.dm? roztok K,HPO,/KH,PO, pH = 7.8;
1 mmol.dm™ roztok DTT). Lyza buniek sa dosiahla trojnasobnym zmrazenim v tekutom dusiku a roztope-
nim. Zvy§ky buniek sa odstranili odstredenim (5 mintt pri 10 000 x g). Na luciferdzovua skiasku sa k 50 pl ly-
zatu pridalo 200 pl luciferazového tlmivého roztoku (25 mmol.dm® glycylglycinu, 15 mmol.dm?
K,HPO,/KH,PO, pH = 7,8, 15 mmol.dm™ MgSO,, 4 mmol.dm™ EGTA, 2 mmol.dm® ATP, 1 mmol.dm?
DTT). Do reak&nej zmesi sa potom pridalo 100 pl 0,2 mmol.dm™ D-luciferinu, 25 mmol.dm™ glycylglycinu
a 1 mmol.dm™ DTT. Luciferdzova aktivita sa stanovovala odgitanim svetelnej emisie s pouZitim luminimet-
rického zariadenia 10 sekundovou integraciou (bliZ§ie podrobnosti pozri v uvedenych publikacidch a paten-
tovych prihlaskach).

Priklad 1
Klonovanie novych klonov, klonu 9, klonu 10 a klonu 15

Kniznica ¢cDNA, pripravena z B-buniek sa podrobila skriningu na proteiny, ktoré sa spajaju s TRAF2 s
pouzitim dvojhybridovej techniky, ako sa opisuje v Casti Materidly a spdsoby, odsek (iv). GAL4 DNA viiz-
bova doména a transkripéna aktiva¢nd doména boli nesené spolu iba v transformantoch, ktoré exprimovali
TRAF2 a aj protein, schopny interakcie s nim. Vysledkom bola aktivicia a expresia reportérového génu, v
tomto pripade HIS3 fizovaného k UAS a TATA ¢asti GAL1 prométora.

Skrining poskytol priblizne 2 000 klonov, ktoré boli schopné rast na Trp-, Leu-, His- 3AT platniach. Na
kotransfekciu buniek kmetia SFY526 spolu s TRAF2, klonovanym do vektora GBT9, sluZili DNA, priprave-
né z 165 ndhodne vybranych pozitivnych klonov. Na kol6niach transformovanych kvasinkovych SFY526 ko-
lonif sa vykonala skiska na B-galaktozidazovu aktivitu; postup skusky pozri v Easti Materialy a spdsoby (v).
Vznikajlice modré zafarbenie poukazovalo na kvasinkové kolonie, ktoré obsahuju cDNA, kédujice protein
alebo polypeptid, ktory sa viaZe k TRAF2.

Vysledky dvoch hybridovych skriningov; schopnost’ prenesenych kionov rast na 3AT platniach a schop-
nost’ indukovat’ LacZ podl'a merania modrého sfarbenia st zhrnuté v tabulke II. Zo zistenych pozitfvnych
klonov dve ¢cDNA kédovali pre zndme proteiny: TRAF2 samotny, ktory je schopny vlastnej asociacie a tvor-
by homodiméru, a lymfotoxinovy B-receptor, ktorého intracelularne domény sa ukézali ako schopné viazat
TRAF2. Tri z klonovanych ¢cDNA (klony 9, 10 a 15) boli nové.

Pozitivne klony sa d’alej skd3ali skuskou na vizbovu Specifickost, menovite sa ski3ali na ich interakciu s
irelevantnou ndvnadou. Ako sa uvéadza v tabulke III, klony 9 a 10 reagujt iba s TRAF2 a neviaZu sa ani k
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jednému z velkého poétu skufanych irelevantnych proteinov. Na druhej strane klon 15 sa neviazal k
MORT1, ani k interceluldrnym doménam p55 a p75 TNF receptorov, ale vykazuju slabu vézbu k Laminu a k
Cyklinu D.

V snahe zZit' oblast TRAF2 molekuly, ktorad vstupuje do interakcie s klonmi 9, 10 a 15 sa pripravili dva
d’al3ie konstrukty. Jeden konstrukt obsahoval N-terminélnu &ast’ molekuly TRAF2, aminokyseliny 1 az 221,
ktoré zahriiaji $truktirne motivy ,ring finger” a ,,zink finger. Druhy kon3trukt zahriial iba C-koncovu ¢ast’
molekuly, aminokyseliny 222 aZz 501, ktore prekryvaju ,,doménu TRAF* a d’al3ich 42 aminokyselin. Uvede-
né dva konstrukty sluzili ako ,,ndvnada‘ v dvojhybridnych skuskach. Vysledky zretel'ne ukézali, Ze zatial’ &o
klony 9, 10 a 15 nevstupuji do interakcie s konitruktom obsahujucim aminokyseliny 1 az 221 molekuly
TRAF, v3etky sa viazu k C-termindlovému kon§truktu, obsahujucemu uvedenu ,,doménu TRAF“ s rovnakou
uginnostou, ako sa viazali k TRAF2 molekule s tplnou dizkou refazca.

Tabulka II
Prehlad vysledkov dvojhybridného skriningu s pouZitim TRAF2 ako ,névnady” a klonov 9, 10 alebo 15

Rast na 50 mmol.dm™ | Farebna skudka (minG- | Identifikadny nazov klonu, ako | Po&et nezéavislych klo-
3AT ty) je uréeny jeho sekvenovanim nov
+++ 10 TRAF2 150
++ 20 novy klon ¢&islo 9 6
++ 15 novy klon &islo 10 2
et 10 Lymfotoxinovy )
{3-receptor
+ 15 novy klon &islo 15 5
Tabulka III
Skusky gpecifickosti
(interakcia s irelevantnou ,,ndvnadou” v dvojhybridovej skiidke)
,Navnada‘ Klon 9 Klon 10 Klon 15
LAMIN - - +
cyklin D - - +
p75-1C - - -
p55-1C - - -
MORT1 - - -
TRAF2 +++ +++ +++

Vykonanim niekol'kych PCR krokov na ¢cDNA klonu 10 sa klonovala tiplna dizka ¢cDNA z kniznice
cDNA, ziskanej z RNA z tkaniva &loveka. Tento protein sa oznagil NIK ako skratka pre ,,NF-kB indukujicu
kinazu“ pre skuto&nost’, Ze obsahuje proteinovi kindzovi oblast(pozri d’alej). Treba poznamenat), ze ked bo-
la (pred ziskanim NIK pomocou PCR) p6vodne analyzovand sekvencia klonu 10 bolo zrejmé, Ze kéduje pre
protein, pévodne oznaZovany NMP1 (pozri spoluvlastneni zavisla IL 117 800). Tento NMP1 alebo klonom
10 kédovany protein sa povazoval za protein, ktory ma sekvenciu, zodpovedajicu I az XI z konzervativnych
motivov, ktoré st charakteristické pre Ser/Thr proteinové kinazy.

Priklad 2
Sekvenovanie novych klonov

Tri z novych cDNA klonov (klony 9, 10 a 15) sa &istili, amplifikovali v E. coli a ich DNA boli predme-
tom sekven&nej analyzy. Zistilo sa, Ze vetky tri klony su &iastkové cDNA klony.

Celkov4 dizka klonov 9, 10 a 15 bola okolo 2 000, 2 700 a 1 300 pérov baz.

Obr. 3 a 5 znazoriuji sekvenovanu &ast klonov 9 a 15; obr. 4 znazoriiuje plni sekvenciu klonu 10.

Obr. 5a a 5b znazorfiuju uplnu nukleotidovii sekvenciu klonu 15, sekveno-vaného z obidvoch koncov (5'a
3") (obr. 5a) a z nej odvodend aminokyselinovi sekvenciu (obr. 5b). Zistilo sa, Ze klon 15, ktory je &iastko-
vym cDNA klonom, kéduje protein dlhy 172 aminokyselin.

Klony 9 a 15 su &iastkové klony, ktoré postradaju vagsinu ich 5° zakon&enia kodujiacich DNA sekvencii.
Odvodené aminokyselinové sekvencie, zndzornené na obr. 3b, 4b a 5b, vietky za¢inaji1 od prvého nukleotidu
prisluiného klonu.

Sekvencia klonu 10 (Ziastkovy cDNA klon), ktory bol najd6kladnejsie analyzovany, kéduje pre protein
oznagovany NMP1, ako sa uvéadza, obsahujiici Ser/Thr proteinové kinizové motivy. Celé dizky cDNA klonu,
ziskané z PCR s pouZitim uvedeného klonu 10 umoznili odhalit’ novi TRAF2-vizbovi kindzu NIK, ako sa
uz opisalo.

lgplné nukleotidova sekvencia a jej odvodena aminokyselinové sekvencia NIK s uvedené na obr. 6, v
ktorom inicidtor ATG je pri nukleotide ¢islo 232 podé&iarknutd a v ktorom stop kodon pri nukleotide &islo
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3073 je vyznaleny hviezditkou. Celkom sekvenovany klon NIK z obr. 6 ma nukleotidovii dizku 4 596 nuk-
leotidov, v ktorych je zahrnuta kddujuca sekvencia NIK, ktora kéduje pre NIK protein o 947 aminokyselino-
vych zvyskoch.
Prieskum udajov v banke odhalil, Ze nova aminokyselinova sekvencia NIK vykazuje mimoriadne vysoku
homolégiu k skupine kindz, z ktorych niektoré su zname, Ze shizia ako MAP kindza kindza kinaza.
Obr. 7 znazortiuje zarovnanie:
MEKK (S1) my§si,
Byr2 (82),
Tpl-2 (S3),
Oncogén Ewingovho sarkému (S4),
SS3 (85),
(STE11)(S6),
(NPK1)(S7),
(BCK1)(S8)a
(NIK)(S9).
Pri niektorych z uvedenych kinazach bola identifikovana onkogénna aktivita, ktord sa prejavuje, ak si ki-
nazy v mutantnej forme.

Priklad 3
Expresia klonovanych cDNA a ich koimunoprecipitdcia s TRAF2

HeLa-Bujardove bunky sa transfektovali s TRAF2 v spojeni s FLAG, zaloZzenom na pUHDI10-3 expres-
nom vektore a s konstruktom, obsahujicim ORF niektorého z klonov 9, 10 alebo 15, fizovaného k HA epi-
topu, ako sa opisuje v ¢asti Materidly a sposoby (iv). Bunka sa potom nechali rast’ 24 hodin v Dulbecovom
modifikovanom Eagleho prostredi (DMEM) s 10 % tel'acieho séra s pridavkom **S-metioninu a **S-cysteinu.
Na koniec inkubagnej doby sa bunky podrobili lyze v rddioimunitnom precipitatnom tlmivom roztoku
(10 mmol Tris-HCI, pH 7,5, 150 mmol NaCl, 1 % nonidentu P-40, 1 % deoxycholatu, 0,1 % SDS, a 1 mmol
EDTA; 1 ml na 5.10° buniek). Lyz4t sa vy¢iril inkub4ciou s irelevantnym antisérom krélika a perli¢kami Pro-
tein G-Sepharose (Pharmacia, Svédsko). Imunoprecipitécia sa vykonala 1 hodinovou inkubéciou pri 4 °C
alikvotnych podielov lyzatu s anti-FLAG (zakupené od spolo¢nosti Eastman Kodak Co.) alebo anti-HA (klon
12CASAS (Field, J., et al.,, (1988))) monoklonovymi protilatkami. Exprimované proteiny sa analyzovali na
SDS-PAGE géli s naslednou autoradiografiou.

Vysledky tychto experimentov ukazuji, Ze iastkové cDNA klony 9, 10 a 15 kédovanych proteinov maji
molekulové hmotnosti okolo 50 az 65, 45 a 26 kD.

Nezaznamenala sa nijakd interakcia klonu 15 s TRAF2, ale protein kédovany klonmi 9 a 10 (NIK), ako aj
tiplna dizka NIK boli imunoprecipitované s proteinom TRAF2. Vzorky buniek, ktoré boli kotransfektované s
TRAF2 a tiez jednym z tychto dvoch klonov a imunoprecipitované, bud’ s anti-FLAG, alebo s anti-HA proti-
latkami a naslednou analyzou na SDS-PAGE, ako sa opisuje, vykdzali tri pasy v kazdom pruhu; jeden pés
zodpovedajuci bud’ klonu 9 alebo 10, kédovanému proteinom a d’al§ie dva pésy tvoria dublet pre 42 a 44 kD,
zodpovedajuci TRAF2 proteinu.

Priklad 4
Funkéné skusky

Zistilo sa, %e pri gélovej retardadnej analyze ma NIK NF-xB indukciu. Typicky sa transfektovalo 10°
293EBNA buniek bud’ s 10 pug klonu 10 v pcDNA3 (obr. 7, pruh 1), 3 ug pcDNA3 obsahujicim cDNA pre p75
TNF receptor (obr. 7, pruh 3), alebo s obidvoma, klonom 10 (10 pg) a p75 TNF receptorom (3 pg), obr. 7 pruh
2. Pri kaZdej tejto transfekcii bolo celkové mnoZstvo trasnfektovanej DNA 15 ug s ,,prazdnym* pcDNA3 vekto-
rom. Ako porovnévacia kontrola sliZili 293 EBNA bunky, transfektované s 15 pg samotného vektora pcDNA3
(obr. 7, pruh 4). Bunky rastli 24 hodin v prostredi DMEM + 10 % tel’acieho séra, potom sa oddelili a spracovali
podl'a Schreibera et al.,(Schreiber et al., (1989)). Vzorky boli dalej spracované na 5 %-nom polyakrylamido-
vom géli. Monitoroval sa NF-kB s pouzitim stpravy *’P-rddioznagenych oligonukleotidov, zodpovedajicich
NF-kB vidzbovému miestu ako sondy. (Sondy boli GATGCCATTGGGGATTTCCTCTTIT a
CAGTAAAGAGGAAATCCCCAATGG).

Ako je zrejmé z tabul’ky 1V, NIK indukoval NF-«xB eite u¢innejSie ako TRAF2. Na druhej strane klon 10
vo vieobecnosti nemal uvedeny uginok.

Analyza s reportérovym génom sa vykonala nasledovne:
bunky 293 EBNA sa kotransfektovali s vektorom pcDNA3, obsahujiicim HIV LTR, viazany k luciferdzové-
mu reportérovému génu bud’ spolu s pcDNA3 plazmidom, obsahujicom ¢cDNA pre p75 TNF receptor, alebo
s pcDNA3 plazmidom, obsahujiicim klon 10 cDNA, alebo s pcDNA3 plazmidom, obsahujicim cDNA aj pre
p75 TNF receptora aj plazmid pcDNA3, uvedeny v tabulke IV a V.

Vysledky v tabulke V ukazuja, Ze
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a) transfekcia klonu 10 neaktivuje NF-«xB indukciu, zatial’ ¢o NIK &no;

b) klon 10, ako aj NIK, v ktorom bolo aktivne miesto lyzinu nahradené alaninom (NIK") silne inhiboval
NF-xB indukciu s cDNA, uvedenymi v prvom stipci tabulky IV.

Delécia 3" UTR z NIK (NIK-3"UTR) znaéne zvy3uje jeho expresiu a nasledne jeho schopnost’ blokovat’
NF-kB indukciu, ak je exprimovany v mutantnej forme.

Tabul'ka IV
Aktivacia NF-kB uginkom NIK, gélové retarda¢n analyza. Cisla znamenaju podty radioaktivnych rozpadov,
ako boli stanovené fosfozobrazovacou platilou (,,phosphoimager plate)

Transfektovand cDNA pocet rozpadov plocha (mm?)
prazdny vektor 327 70,7
TRAF2 3411 70,7
NIK 6532 70,7
klon 10 343 70,7
Tabulka V

Dominantne-negativny u¢inok klonu 10, NIK K->A mutanta na indukciu NF-kB nadexpresiou TRAF2,
TRADD, MORT1/FADD, TRNF-I, TNFR-II, chimérou TNFR-I/FAS, RIP a aktivacia NF-kB G¢inkom NIK.
Luciferazova skuska.

Induktor NF- | prazdny vek- NIK- 3 NIK - TRAF2

KB P o NIK 3uTR | Konl10 | NIK 3'UTR | 225-501
TRAF2 300 1000 25 30 ND
TRADD 300 800 1000 100 100 5 ND
MORTI1/FADD 300 1000 25 80 90
TNFR-1 200 300 1000 50 100 5 ND
TNFR-II 200 750 800 20 90 6 ND
chiméra FAS 300 1200 25 50 30
RIP 300 800 75 50 ND
NIK 500 100 10 ND

TNF 200 80

RelA 1000 ND ND 1000 ND ND ND

Pozn.: ND = nestanovené

Priklad §
Dalsie charakteristiky NIK

Ako doplnok k skudkam 3pecifickosti z prikladu 2, d'alSie dvojhybridné skudanie vézbovych vlastnosti
NIK overilo (vysledky sa neuvadzaju), Ze prvotne izolovany &iastkovy klon NIK (NIK 624-947)sa $pecificky
viaze k C-terminalnej oblasti TRAF2 (doména C-TRAF ), a na rozdiel od neho sa NIK s tiplnou dizkou via-
zal s C-TRAF doménou a aj s jej protismernou oblastou (doména N-TRAF). NIK sa neviazal tiez k TRAF3.
Dalej, chimérové molekuly, obsahujiice doménu C-TRAF z TRAF2 a N-terminélna &ast z TRAF3 moZu via-
zat’ &iastkova NIK molekulu (NIK 624-947), ale nie NIK s tplnou dizkou, &o poukazuje, 7e vizba iplnej
dizky NIK k TRAF2 vyZaduje obidve domény TRAF2: doménu C-TRAF aj doménu N-TRAF.

Okrem toho NIK neasociuje sim so sebou ani viazany k intracelulirnym doménam receptorov TNF p55 a
p75, receptora CD40 (¢len receptorovej skupiny TNF / NGF) a receptora FAS/APO1 (CD 95 receptor). NIK
sa neviaZe tieZz k intracelularnym proteinom, zdruZenym s tymito receptormi, ako st napriklad TRADD,
MORT1 a RIP. Tieto vysledky su v zhode s uvedenymi vysledkami v tabulke II &o sa tyka $pecifickosti viz-
bovych vlastnosti proteinov, kédovanych klonmi 9, 10 a 15. Rézne interakcie medzi rdznymi receptormi a
proteinmi st schematicky vyzna&ené na obr.2a a 2B, pri¢om obr.2b je tplnej3i.

Analyza northernovym prenosom ukézala, Ze jestvuje iba jeden transkript NIKu, exprimovany réznymi
tkanivami na réznych urovniach; uvedeny transkript mé vel'kost okolo 5 000 nukleotidov, ktoré st v podstate
rovnaké ako klonované NIK ¢cDNA (ako sa poznamenava, pozri obr. 6).

Ako uZ bolo uvedené v suvislosti s proteinom, kédovanym klonom 10 (pévodne oznatovaného NMP1),
protein NIK s dplnou dizkou mé tie serinovy/-treoninovy proteinovy kinzovy motiv, podobny niekofkym
MAP Kinaz kindz kinazam (MAPKKK), ako to tieZ vyplyva zo zarovnania sekvencii, zndzornenych na obr.
7.

Skudky in vitro NIK kindzovej aktivity ukazali, Ze NIK sa méZe autofosforylovat, ale nie vtedy, ak aktiv-
ne lyzinové miesto a prilahly lyzin st nahradené alaninom (oznaéenie analogu alebo mutantného NIK ako
NIK KK429-430AA, poukazuje na nahradu lyzinu v polohach 429 a 430 alaninom). Toto koreluje tieZ s uve-
denymi vysledkami z prikladu 4, ktoré sa tykaji mutantného NIK* a st uvedené v tab.IV.
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Ako uZ bolo poznamenané, nadexpresia NIK(u) v 293 EBNA bunkéch, indukovala NF-kB v e§te vd¢Som
rozsahu ako nadexpresia TRAF2, ale nadexpresia &iastkového NIK (NIK 624 - 947) nesposobila aktivaciu
NF-kB. Navy3e, uvedeny NIK analég/mutant NIK KK429 - 430AA tieZ nespdsobuje aktivaciu NF-kB, ak je
v tychto bunkdch nadbytone exprimovany (nadexprimovany). Potom indukcia NF-kB t¢inkom NIK zavisi
od plnej kinazovej funkcie NIK. Obratene RIP (pozri obr. 2a a 2b), ktory m4 tieZ kindzovu doménu méZe sta-
le indukovat’ aktivaciu NF-kB, aj ked’ je kindzova aktivita zruSend muticiou.

Aktivacia NF-xB po nadexpresii NIK(u) bola nerozlisitelna od uvedenej aktivity, produkovanej spraco-
vanim buniek s TNF; a ako u TNF alebo TRAF2 nadexpresii boli zdkladné zlozky NIKom aktivovaného NF-
kB tieZ p50 a p65. Nadexpresia NIK(u) spdsobila degradaciu IkBa. a blokovanie tejto degradacie s N-acetyl-
Leu-Leu-norleucinolom (ALLN) malo za nasledok (ako s TNF) akumulaciu IxB molekul, ktoré maji pomal-
%iu migraciu pri SDS-PAGE, poukazujicu na fosforylovany IkBa.

Dalsie skudky ukazali, 2e NF-kB méZe byt v bunkach 293-EBNA aktivovany s TNF, ako aj nadexpresiou
receptorov TNF p55 a p75, alebo nadexpresiou recpetora TNF p55, v ktorom intraceluldrna doména p55 TNF
receptora je nahradena doménou receptora FAS/APO1. NF-kB méZe byt aktivovany tieZ nadexpresiou
TRAF2, TRADD, RIP alebo MORT], ale nie deletovanym mutantom MORT1, v ktorom chyba oblast proti
smeru ,,smrtiacej domény“ z MORT1. Ako uZ bolo poznamenané, NIK s plnou dizkou indukuje aktivaciu
NF-kB, ale nie mutantny NIK KK429 - 430AA, ani &iastkovy NIK (NIK 624 - 947), B. Expresia mutanta
NIK KK429 - 430AA, alebo NIK 624 - 947 v 293-EBNA bunkéch spolu s ktorymkol'vek inym, skér uvede-
nym &inidlom, to znamen4 s receptormi alebo so zdruZenymi proteinmi, ma navySe za nasledok blokovanie
indukcie aktivacie NF-xB vietkymi z tychto &inidiel, ¢o poukazuje na skuto¢nost, Ze aktivita NIK je priamo
zapojena do indukcie NF-xB. Podobne pozorovand inhibicia inaktivnymi molekulami NIK koreluje s men-
§im zniZenim IxB.

NF-xB je aktivovany tieZ s IL-1 (pozri schému na obr 2b). Tento u¢inok sa zda byt nezavisly od TRAF2
(IL-1 neviaze TRAF2 a uginok IL-1 nie je blokovany expresiou TRAF2 dominantne negativneho mutanta).
Uvedeny uginok IL-1 je viak inhibovany expresiou mutantov NIK. Pozorovand NF-kB aktivita po nadexpre-
sii homoléga p65 Rel v 293-EBNA bunkach navyse nebola ovplyvnend koexpresiou kinazou deficitnych mu-
tantov NIK, &o poukazuje na to, Z¢ NIK priamo neovplyviiuje funkciu Rel proteinov, ale zi¢astiiuje sa na ich
receptorovo-indukovanej aktivacii.

Cytotoxicka aktivita TNF (zjavne sprostredkovand s MORT1 zdruZenou protedzou MACH, pozri obr. 2b)
je predmetom negativnej regulacie niektorymi NF-xB indukovatelnymi génmi. Antagonizujuce dosledky gé-
novej indukcie, sprostredkovanej NF-kB a aktivicie MACH moéZu vysvetlovat’ pre€o TNF sam, ako aj IL-
-1 mézu vyvolat’ bunkovu rezistenciu proti cytotoxickosti TNF. V stlade s uvedenym a v zhode s tymto vy-
nalezom sa tieZ zistilo, Ze expresia NIK dominantne negativnych mutantov v 293-EBNA bunkéch vyznamne
zvy$uje ich citlivost’ na ni€enie u¢inkom TNF, a Ze nadexpresia prirodného (s uplnou dizkou, divoky typ)
NIK inhibuje nienie uvedenych buniek ug¢inkom TNF, alebo G¢inkom nadexpresie p55 TNF receptora; (ten-
to receptor mé intracelularnu doménu, obsahujicu oblast’ ,,smrtiacej domény*, ktord - ak je exprimovana v
bunkéch - za nepritomnosti TNF moZe vyvolat jej vlastnii bunkovi: cytotoxickost' - pozri citované publikicie
autorov tohto vynalezu a spoluvlastnené zavislé prihlasky).

Priklad 6
Dalsie funk&né skuiky biologickej aktivity NIK

V zhode s tymto vyndlezom sa tieZ zistilo, Ze expresia NIK- dominantne negativnych mutantov mohla
tieZ blokovat indukciu aktivacie NF-kB v 293-EBNA bunkéch d’al§imi induk&énymi &inidlami, ktoré zahttiaji
napriklad (i) znamy bakteridlny endotoxin, lipopolysacharid (LPS); (ii) zndmy acetat-myristat forbolu, ktory
je znamy ako proteinovy kindzovy C aktivétor; (iii) HTLV-1 protein TAX.

Dalej sa zistilo, Ze expresia dominantne -negativnych mutantov NIK v 293-EBNA bunkéch nema v pod-
state vplyv na TNF indukovanu aktivaciu Jun kindzy, &o poukazuje na to, Ze NIK pdsobi Specifickym a prav-
depodobne priamym spdsobom na posilneni fosforylacie IxB bez ovplyvnenia kindz MAP, zapojenych do
fosforylacie Jun.

Z hladiska v3etkého, ¢o sa doteraz uviedlo vyplyva, Ze kindzova aktivita NIK je ¢astou signalnej kaska-
dy, ktora je zodpovedna za aktivaciu NF-kB a ktord je spolo¢nd dvom TNF receptorom, FAS/APO1 recepto-
ru a IL-1 receptoru. Zda sa, Ze NIK ma4 v tejto kaskade $pecificki tilohu. Vizba NIK k TRAF2 méZe sluZit' k
tomu, aby bol NIK ovplyviiovany obidvoma uvedenymi receptormi. Podla podobnosti s MAP kinazovou
kaskadou moZe NIK potom, ako bol privedeny s TRAF k stimulovanym receptorom, sliZit' ako substrat pre
kindzu (MAPKKKK); a ked’ je NIK fosforylovany, fosforyluje a aktivuje iné kinazy (alebo méze priamo vy-
volat’ aktivaciu NF-kB priamou fosforylaciou IkB). Uvedené IL-1-vyvoland NF-xB aktivacia je nezavisla od
TRAF2, a preto aktivacia NIK receptorom IL-1 mdZe byt sprostredkovand d’al§im proteinom IRAK, sérino-
vou/treoninovou kindzou, ktora je po stimulacii rekrutovand k IL-1 receptoru (Cao et al., (1996b)). Ako uz
bolo poznamenané, vhodnym terfom pre NIK, alebo pre nim aktivovanu kaskadu je IxB. NIK mdZe tieZ fos-
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forylovat TRAF proteiny alebo regulaéné proteiny, ktoré sa k nemu viazu, napriklad TANK-I/TRAF (pozri
Cheng a Baltimore, (1996)), vytvarajic tak kotviace miesta pre d’al§ie proteiny.

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovany polypeptid, ktory sa viaZe na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-xB, ktory obsahuje:
a) aminokyselinovu sekvenciu SEQ ID NO: 5;
b) aminokyselinovu sekvenciu fragmentu a), ktory sa viaZze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-«B;
¢) aminokyselinovu sekvenciu analégu a) alebo b), ktory nema viac ako desat’ zmien v aminokyselinovej
sekvencii a) alebo b), priom kazda takato zmena je substiticiou, deléciou alebo inzerciou aminokyseliny,
pri¢om tento analég sa viaze na TRAF2 a moduluje aktivitu NF-kB.

2. Izolovany polypeptid podl'a naroku 1, ktory obsahuje aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID NO:5.

3. Izolovand DNA sekvencia kédujuca polypeptid podl'a naroku 1 alebo 2.

4. Izolovana DNA sekvencia kédujica polypeptid podl'a naroku 1, ktory sa viaze na TRAF2 a moduluje
aktivitu NF-kB, ktora je vybrand zo skupiny obsahujicej:

(i) ¢cDNA sekvenciu obsahujticu nukleotidovi sekvenciu SEQ ID NO:4;
(ii) fragment sekvencie (i), ktory kéduje polypeptid viaZuci sa na TRAF2 a modulujuici aktivitu NF-kB.

5. Izolovana DNA sekvencia podl'a naroku 4, ktora obsahuje nukleotidovu sekvenciu SEQ ID NO:1.

6. Vektor obsahujuci DNA sekvenciu podl'a ktoréhokol'vek z narokov 3 aZ 5.

7. Vektor podl'a naroku 6, ktory je schopny exprimovat’ sa v eukaryotickej hostitel'skej bunke.

8. Vektor podl'a naroku 6, ktory je schopny exprimovat sa v prokaryotickej hostiteI'skej bunke.

9. Transformovana eukaryotick4 alebo prokaryoticka hostitel'ska bunka obsahujica vektor podl'a naroku
6.

10. Sp6sob produkcie TRAF-vizobného proteinu, jeho izoformy, fragmentu alebo analégu podla naroku
I, vyzna&ujhici sa tym, Zezahfiiapestovanie transformovanej hostitel'skej bunky podFa néro-
ku 9 v podmienkach vhodnych na expresiu tohto proteinu, jeho izoformy, fragmentu alebo analégu, v pripade
potreby post-translatnii modifikaciu, a izolaciu exprimovaného proteinu, jeho izoformy, fragmentu alebo
analogu.

11. Protilatky alebo ich aktivne fragmenty 3pecifické pre polypeptid podla naroku 1 alebo 2.

12. Sposob izoldcie a identifikdcie polypeptidu podl'a ndroku 1 alebo 2, ktory je schopny priamo sa viazat
na TRAF2, vyznadujici sa tym, Ze saaplikuje kvasinkovy dvojhybridny postup, pri ktorom
je sekvencia kédujica TRAF2 nesena jednym hybridnym vektorom, a sekvencia z cDNA kniZnice alebo
z genomickej DNA kniZnice je nesend druhym hybridnym vektorom, pri¢om tieto vektory sa potom pouZiji
na transformaciu kvasinkovych hostitel'skych buniek a pozitivne transformované bunky sa izoluju, nasledne
sa extrahuje druhy hybridny vektor na ziskanie sekvencie kédujtcej protein, ktory sa viaZze na TRAF2.

13. Farmaceuticky prostriedok na modulaciu TRAF2 modulovaného/sprostredkovaného U¢inku na bunky,
vyznadujtici sa tym, Ze obsahuje ako uginnil zlozku najmenej jeden polypeptid podl'a néroku
1 alebo 2.

14. Farmaceuticky prostriedok na modulaciu TRAF2 modulovaného/sprostredkovaného ti¢inku na bunky,
vyznadujici sa tym, Zeobsahujeako G€inna zlozku rekombinantny zivo¢idny virusovy vektor
kédujuci protein, ktory je schopny viazat' sa na bunkovy povrchovy receptor, a kédujiici najmenej jeden po-
lypeptid podl'a naroku 1 alebo 2.

15. Farmaceuticky prostriedok na modulaciu TRAF2 modulovaného/sprostredkovaného uinku na bunky,
vyznadujici sa tym, Ze ako i¢innu zloZku obsahuje oligonukleotidovii sekvenciu kédujicu
anti-sense sekvenciu mRNA kédujucej polypeptid podla naroku 1 alebo 2.

16. Farmaceuticky prostriedok na prevenciu alebo lieenie patologického stavu asociovaného s induk-
ciou NF-xB, na ktory sa viaZe polypeptid podl'a naroku 1 alebo 2, vyznaéujlici sa tym, Ze
obsahuje u&inné mnoZstvo proteinu podl'a naroku 1 alebo 2, alebo DNA molekuly, ktoré ho kéduje tento pro-
tein.

17. Spdsob skriningu ligandu schopného viazat' sa na polypeptid podl'a néroku 1 alebo2, vyzna &u -
jlici sa tym, Zezahfiauvedenie afinitnej chromatografickej matrice, na ktoru je pripojeny polypep-
tid, do kontaktu s bunkovym extraktom na naviazanie ligandu na tGto matricu, a nasledné eluovanie, izolaciu
a analyzu ligandu.

18. Sposob identifikacie a izolacie DNA koédujucej polypeptid podla ndroku 1 alebo 2, vyzna ¢ u -
jaci sa tym, Ze zahfia aplikiciu kvasinkového dvoj-hybridného postupu, pri ktorom je sekvencia
kodujuca polypeptid nesend jednym hypridnym vektorom a sekvencie z cDNA alebo z genomickej DNA
kniZnice su nesené druhym hybridnym vektorom, transformaciu kvasinkovych hostitel'skych buniek tymito
vektormi, izolaciu pozitivne transformovanych buniek a extrakciu druhého hybridného vektora na ziskanie
sekvencie kédujucej uvedeny ligand.
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19. Anti-sense oligonukleotid pozostavajuci zo sekvencie komplementérnej s aspoil ¢astou mRNA kédu-
jucej TRAF2-vizobny polypeptid obsahujuci aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO:5, pri€om tento anti-
sense oligonukleotid je schopny G&inne blokovat translaciu uvedenej mRNA.

20. Pouzitie polypeptidu podla ndroku 1 alebo 2 na vyrobu farmaceutického prostriedku na podavanie
pacientovi, ktory trpi patologickym stavom asociovanym s indukcou NF-kB, na ktory sa viaZe polypeptid
podl'a naroku 1 alebo 2.
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Cislo prihlagky: PCT/IL97/00 117
(vi) Udaje o predchadzajicej prihlagke:
(A) Cislo prihlagky: IL 117 800
(B) Datum podania: 2. april 1996
5 (vi) Udaje o predchadzajiicej prihlagke:
(A) Cislo prihlagky: IL 119 133
(B) Datum podania: 26. august 1996

(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 1 :
10 (i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 1 906 parov béaz

(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Vlaknitost: jednovldknova
15 (D) Topolégia: linearna
(ii) Molekulovy typ: cDNA

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 1:

CATTGGGTCA CGCGGTGGCG GCGCTCTAGA ATAGTGGATC CCCCGGGCTG CAGGAATTCG 60
ATTCGAGGCC ACGAAGGCCG GCGGCGCGGC GCANGCACCG GCCCGGGGAN AGGCNCCATG 120
AGCGGATCNC NGAACNATGA CAAAAGACAA TTTCTGCTGG AGCGACTGCT GGATGCAGTG 180
AAACAGTGCC AGATCCGCTT TNGAGGGAGA AAGGAGATTG CCTCGGATTC CGACAGCAGG 240
GTCACCTGTC TGTGTGCCCA GTTTGAAGCC GTCCTGCAGC ATGGCTTGAA GAGGAGTCGA 300
GGATTGGCAC TCACAGCGGC AGCGATCAAG CAGGCAGCGG GCTTTGCCAG CAAAACCGAA 360
ACAGAGCCCG TGTTCTGGTA CTACGTGAAG GAGGTCCTCA ACAAGCACGA GCTGCAGCGC 420
TTCTACTCCC TGCGCCACAT CGCCTCAGAC GTGGGCCGGG GTCGCGCCTG GCTGCGCTGT 480
GCCCTCAACG AACACTCCCT GGAGCGCTAC CTGCACATGC TCCTGGCCGA CCGCTGCAGG 540
CTGAGCACTT TTTATGAAGA CTGGTCTTTIT GTGATGGATG AAGAAAGGTC CAGTATGCTT 600
CCTACCATGG CAGCAGGTCT GAACTCCATA CTCTTTGCGA TTAACATCGA CAACAAGGAT 660
TTGAACGGGC AGAGTAAGTT TGCTCCCACC GTTTCAGACC TCTTAAAGGA GTCAACGCAG 720
AACGTGACCT CCTTGCTGAA GGAGTCCACG CAAGGAGTGA GCAGCCTGTT CAGGGAGATC 780
ACAGCCTCCT CTGCCGTCTC CATCCTCATC AAACCTGAAC AGGAGACCGA CCCTTGCCTG 840
TCGTGTCCAG GAATGTCAGT GCTGATGCCA AATGCAAAAA GGAGCGGAAG AAGAAAAAGA 900
AAGTGACCAA CATAATCTCA TTTGATGATG AGGAAGATGA GCAGAACTCT GGGGACGTGT 960
TTAAAAAGAC ACCTGGGGCA GGGGAGAGCT CAGAGGACAA CTCCGACCGC TCCTCTGTCA l102¢
ATATCATGTC CGCCTTTGAA AGCCCCTTCG GGCCTAACTC CAATGGAATC AGAGCAGCAA 1080
CTCATGGAAA ATTGATTCCC TGTCTTTGAA CGGGGAGTTT GGGTACCAGA AGCTTGATGT 1140
GAAAAGCATC GATGATGAAG ATGTGGATGA AAACGAAGAT GACGTGTATG GAAACTCATC 1200
AGGAAGGAAG CACAGGGGCC ACTCGGAGTC GCCCGAGAAG CCACTGGAAG GGAACACCTG 1260
CCTCTCCCAG ATGCACAGCT GGGCTCCGCT GAAGGTGCTG CACAATGACT CCGACATCCT 1320
CTTCCCTGIC AGTGGCGTGG GCTCCTACAG CCCAGCAGAT GCCCCCCTCG GAAGCCTGGA 1380
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GAACGGGACA GGACCAGAGG ACCACGTTCT CCCGGATCCT GGACTTCGGT ACAGTGTGGA
AGCCAGCTCT CCAGGCCACG GAAGTCCTCT GAGCAGCCTG TTACTTCTGC CTCAGTGCCA
GAGTCCATGA CAATTAGTGA ACTGCGCCAG GCCACTGTGG CCATGATGAA CAGGAAGGAT
GAGCTGGAGG AGGAGAACAG ATCACTGCGA AACCTGCTCG ACGGTGAGAT GGAGCACTCA
GCCGCGCTCC GGCAAGAGGT GGACACCTTG AAAAGGAAGG TGGCTGAACA GGAGGAGCGG
CAGGGCATGA AGGTCCAGGC GCTGGCCAGC TATCTTTGCT ATTTTGTGAG GAGATTCTAA

CCCCACGTGA GAACCATGTG GTGGAGAAAT GGAGGGAGAG AGAAATCCAA CAGTTCCTGA
TAGTCTCATT TGAGCTCCTG GATCCAGTCT TTCCTGAAGC TGTGTTTCCT CTGGACTTTT

CATGTATGTG AGCCAATAAA TTGCTTTCAT TCCTTGAAAA AAAAAA

(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 2 :
(i) Charakteristika sekvencie:
5 (A) Dizka: 604 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vléknitost: jednovldknova
(D) Topolégia: lineérna
(ii) Molekulovy typ: protein
10 (xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 2:

Xaa Thr Gly Pro Gly Xaa Gly Xaa Met Ser Gly Ser Xaa Asn Xaa
1 5 10 15

Lys Arg Gln Phe Leu Leu Glu Arg Leu Leu Asp Ala Val Lys Gln
20 25 30

Gln Ile g.gg Phe Xaa Gly Arg Lys Glu Ile Ala Ser Asp Ser Asp
40 45

Arg Val Thr Cys Leu Cys Ala Gln Phe Glu Ala Val Leu Gln His
50 53 60

Leu Lys Arg Ser Arg Gly Leu Ala Leu Thr Ala Ala Ala Ile Lys
65 70 75

Ala Ala Gly Phe Ala Ser Lys Thr Glu Thr Glu Pro Val Phe Trp
85 S0 95

Tyr Val Lys Glu Val Leu Asn Lys His Glu Leu Gln Arg Phe Tyr
100 105 110

Leu Arg His Ile Ala Ser Asp Val Gly Arg Gly Arg Ala Trp Leu
115 120 125

Cys Ala Leu Asn Glu His Ser Leu Glu Arg Tyr Leu His Met Leu
130 135 140

Ala Asp Arg Cys Arg Leu Ser Thr Phe Tyr Glu Asp Trp Ser Phe
145 150 155

Met Asp Glu Glu Arg Ser Ser Met Leu Pro Thr Met Ala Ala Gly
165 170 175

Asn Ser Ile Leu Phe Ala Ile Asn Ile Asp Asn Lys Asp Leu Asn
180 185 190

Gln Ser Lys Phe Ala Pro Thr Val Ser Asp Leu Leu Lys Glu Ser
185 200 205

Gln Asn Val Thr Ser Leu Leu Lys Glu Ser Thr Gln Gly Val Ser
210 215 220

Leu Phe Arg Glu Ile Thr Ala Ser Ser Ala Val Ser Ile Leu Ile
225 230 235

Pro Glu Gln Glu Thr Asp Pro Cys Leu Ser Cys Pro Gly Met Ser
245 250 255
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1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860
1906

Asp
Cys
Ser
Gly
Gln
80

Tyr
Ser
Arg
Leu
Val
160
Leu
Gly
Thr
Ser
Lys

240
Val



Leu

Thr

Cys
Thr
305
Leu
Val
Arg
Ile
Gly
385
Gly
Leu
Arg
Gly
Ser
465
Thr
Ser
Arg
Arg
Val
545
Gly

Ile

Glu

Met

Xaa

Leu
290
Ala
Thr
Phe
Xaa
Arg
370
Arg
Ala
Leu
Thr
Ser
450
Ala
Val
Leu
Gln
Gln
530
Arg
Arg

Gln

Pro

Pro

Ser
275

Lys
Pro
Pro
Glu
Xaa
355
Lys
Glu
Ala
Gln
Arg
435
Gln
Ser
Ala
Arg
Glu
515
Gly
Arg
Glu

Ser

Ile
595

Asn
260
His
Arg
Leu
Met
Arg
340
Arg
Glu
His
Gln
Pro
420
Leu
Val
Met
Asn
S00
Val
Met
Phe
Lys
Phe

5380

Asn

Ala
Leu
His
Ser
Glu
325
Gly
Cys
Ala
Leu
Xaa
405
Ser
Pro
Ser
Pro
Met
485
Leu
Asp
Lys
Xaa
Ser
565

Leu

Cys

Lys

Met

Leu
Ile
310
Ser
Val
Gly
Gln
Pro
390
Leu
Arg
Arg
Arg
Glu
470
Asn
Leu
Thr
Val
Pro
550
Asn

Lys

Phe
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Arg

Met

Gly
295
Ser
Glu
Trp
Xaa
Gly
375
Leu
Arg
Cys
Ser
Pro
455
Ser
Arg
Asp
Leu
Gln
535
His
Ser

Leu

His

Ser

Arg
280

Gln
Cys
Gln
Val
Lys
360
Pro
Pro
His
Pro
Pro
440
Arg
Met
Lys
Gly
Lys
520
Ala
Val
Ser

Cys

Ser
600

Gly
265

Lys
Gly
Pro
Gln
Pro
345
Arg
Leu
Asp
Pro
Pro
425
Gly
Lys
Thr
Asp
Glu
505
Arg
Leu
Arg
Xaa
Phe

585

Leu

32

Arg

Met

Arg
Pro
Leu
330
Glu
Arg
Cly
Ala
Leu
410
Arg
Ser
Ser
Ile
Glu
490
Met
Lys
Ala
Thr
Xaa
570

Leu

Lys

Arg

Ser

Ala
Leu
315
Met
Ala
Xaza
Val
Gin
395
Pro
Lys
Trp
Ser
Ser
475
Leu
Glu
Val
Ser
Met
555
Ser

Trp

Lys

Lys

Arg

Gln
300
Lys
Glu
Xaa
Arg
Ala
380
Leu
Cys
Pro
Thr
Glu
460
Glu
Glu
His
Ala
Tyr
540
Trp
His

Thr

Lys

Arg

Thr
285

Arg
Ala
Asn
Cys
Val
365
Arg
Gly
Gln
Gly
Ser
445
Gln
Leu
Glu
Ser
Glu
525
Leu
Trp

Leu

Phe

Lys
270

Leu

Thr
Pro
Xaa
Glu
350
Trp
Glu
Ser
Trp
Glu
430
Val
Pro
Arg
Glu
Ala
510
Gln
Cys
Arg

Ser

His
590

Xaa

Gly

Thr
Ser
Phe
335
Lys
Lys
Ala
Ala
Arg
415
Arg
Gln
Val
Gln
Asn
495
Ala
Glu
Tyr
Asn
Ser

575
Val

Pro

Thr

Pro
Gly
320
Pro
His
Leu
Thr
Glu
400
Gly
Asp
Cys
Thr
Ala
480
Arg
Leu
Glu
Phe
Gly
560

Trp

Cys
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(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 3 :
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 2 631 pérov béz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vléaknitost: jednovldknova
(D) Topologia: linedrna
(ii) Molekulovy typ: cDNA
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 3:

CCCCTCTCAC
CTGCAGCGGA
GCCCTTGGAG
ACCAGACCCT
CTGAGGAGAC
AGCCAAACAA
TACCTCTGTC
CAACCGTCCC
CCCAGCCATT
TCTCCCTGTC
CCCTGAGCTC
ACATGGTGCT
TCCAAATACA
TGGGAGACAT
CCAAAGACGG
AGTGCACACT
TGGAGAACAG
TCCTGCTCGG
NCCAGCCCCC
CAAGCNAGAA
AAACAYTNCC
ACAAAACAGG
ANTCAGTGAC
GTGGGCGAGC
AGGGNCCCAA
GGTTAANNGG
CTTTTGGGTG

AGCCCAGGCC
GCTGGGAGGG
GGGAGAATAT
CCATGCCCAG
AACAGGCAGA
GTCTCCTCCC
CTCCCTGGAG
GGAGCAGGAA
TTCTCTGGAG
GGATGACAGT
AGGCGTACAC
GGCCCGGGGG
GTCTCTTAAT
CGCCACTGGC
GCAGCCTGTT
GGCCCCTGAT
GCCCTAACCC
TGCACGATGC
CGGCTCARCA
TGCCTCCCAG
GCCACGTGAA
GATCTTTNTT
CATTIGTTGG
CCTTCGGCCC
ANCTCAGGNT
GGGCCCTCTN
TAGGGGAAAA

ATCCAAGAGG
AAGGTGAACC
AAAGAACCAA
CCGAGAGAGC
GCCCCTAAGC
TTGACTTTGA
CCAGCCCCTG
CTGCAGCAGC
GAGCAGGAGC
GAGAAGAACC
TCCTGGAGCA
CGGCCCACCG
GGTGAACACC
ATCAGCAGCC
CGCTACGACA
GGCAGCTTCG
TGCCCTCCAC
TGCCCTGAAA
GNTGGGAACC
GATTTCACAN
GAGACAGAAG
CTGCCCCTGC
CAGANCAGGG
CTCACCCTNC
TCAGTGCAGA
AAACCCCTTG
GAATGCCTGA

GGCTGAGGAA
GGGCACTACA
GACATCCACC
TTTCGCCAAG
TCCAGCCTCC
GCAAGGAGGA
CCAGAAACCC
TGGAAATAGA
AAATTCICTC
CATCAAAGGC
GCCAGGCCGA
ACACCCCAAG
TGCACATCCG
AGATCCCAGC
TGGAGGTGCC
CCTGGAGCTG
CGCCGGCTCC
ACACAGGCTC
AGGGCCTCGN
CCTGAGCCCN
GAGGATGGNC
TCCAGTNCGA
GAGAGCAGCT
CAGGCTGCTG
ACCAGGTNCA
CCTNGGCCTN
CCCTGGGAAG

33

AGAGCCCATC
GCAAGTGGGA
GCCAAATCAA
GGCCCCAGGG
TCTCCCACCA
GTCTGGGATG
CAGCTCACCA
ATTATTCCTC
GTGCCTCAGC
CTCTCAAAGC
GGCTCGAAGC
CTATTTCAAT
GGAGTTCCAC
TGCAGCCTTIC
AGACTCGGGC
GAGGGTCAAG
ACACTGCCGG
AGCCGTTCCC
CAGCNAGCNA
TGCCCCANCC
AGGAGTTNNA
GTTGGCCTGN
TCCAGCCTGG
TGNAGAGTGT
GCAGGTATGC
CACCTNGGCC
GCTWCCCTGG

CACCGCGTGT
GGTCTGAAGA
GCCAATTACC
CCCCGGCCAG
GAGCCCCCAG
TGGGAACCCT
GAGCGGAAAG
AACAGCCTGT
ATCGACAGCC
TCGCGGGACA
TCCAGCTGGA
GGTGTGAAAG
CGGGTCAAAG
AGCTTGGTCA
ATCGACCTGC
CATGGCCAGC
AAAGCAGCCT
AGGGGATYTG
AGGTNGGGGG
CTGCTGAADA
CCTYGGGGAA
ACCCGCTTGG
GTCAGAAGGG
CAAGTGTGTA
CCGCCCGNTA
AGCTCANCCC
TAGAATACAC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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CACACTTTTC
AAAGAAGGTG
GCTACCACTC
ACTCGCTGGC
CAGGAACAGT
TCCGGCGCCC

GCTNCAGNCA
CCGNACGGCA
GCAGGGNCAG
GGTGNAAGGG
NCCAGNATTT
CCCAGGGGAG
TGTCTGCTAG
TCCCACATCT
GGGGAGAGAG
GGTTGTAGAG
GCCTTCGTGG

AGGTTGTTGC
TGTAAGTGAA
TTCCCCAGAG
ACTCAGTTCC
CTGTGGATGG
CAGNCCCCAC
TCANCACTGA
CTTTGCACNT
GGNCAGGGNC
ANCACAGTCT
CTCTAAGAAT
CTANCTCAGG
CCTCAACCTC
TGCCAAGACA
CCCCGGCCCe
AACTCTTTGT
CCTCGAATCA

SK 287890 B6

AACACAGGTC
GTGGTTCTCA
CAGCAGGCCC
CTCATCTGTA
ACATGATCAG
TNATCAGTGT
CACTNCACCC
CTGATGNACC
AGTGACANCT
TGAGCTGTCC
AGCANCCCCC
ACTCACGTAG
CTGGGGCAGG
GCCTTINGTC
CAGCACATAA
AAGCAATAAA
AGCTTATCGA

(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 4 :

(i) Charakteristika sekvencie:

(A) Dizka: 1253 péarov baz
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Vlaknitost: jednovléknova
(D) Topoldgia: linearna
(ii) Molekulovy typ: cDNA
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 4:

CTGAGTTGAC
GTNCCCCAGA
CGAGCCCCTT
AAGGTGAAGG
TGCTNAAGGN
NCCAGCGTGC
TNGCCCTGCC
TCAAAGCACT
GTAGGNAGCA
ANCATGCATG
TINCCCCATT
CATTAAATCA
GGACGCCGAG
CAGCTGTCCA
AGAACTGCAG
GTTTGGGGTG
TACCGTCGAC

CTCTGGTTCA
CATGTGCCCC
CAGGCCCAGC
GTGATGCAGG
AAAGCAGCAG
TNGGTTNCCC
CCTNGGCCAN
TTCATGGCTN
TANGCAANGC
TGACTNCCTC
GCCCCAGCTT
GCTGTGNAAT
ACTCCGTIGGG
CATTGAGTCA
CCTTGGTACT
ATGACAAATG
CTCGAGGGGG

GCCAAGGACC
TTTGCTGCTG
ACTGCCCCAG
ATATGCCTGA
AGAGAGACGY
CAGNAGCACA
GAGGGTACTG
GCCCTCTNNG
CAGGAGATGG
AAACCTCTTN
AGCCTCTTCT
CGTCAGGGGG
AGAAGCTCAT
GACTGCTCCC
GCAGAGTCTG
TTAAAAAAAG
G

CATTGGAGTC ACGCGGTGGC GGCGCTCTAG AATAGTGGAT CCCCGGGCTG CANGGAATTC
GATTCGAGCC CACGAAGGCC CCTTCTICTG TGGTCGCGGC ACGTTTACAG CCGCAAGCAC
CCAGCGGCAG CTGAAGGAGG CTTTTGAGAG GCTCCTGCCC CAGGTGGAGG CGGCCCGCAA
GGCCATCCGC GCCGCTCAGG TGGAGCGCTA TGTGCCCGAA CACGAGCGAT GCTGCTGGTG
CCIGTGCTGC GGCTGTGAGG TGCGGGAACA CCTGAGCCAT GGAAACCTGA CGGTGCTGTA
CGGGGGGCTG CTGGAGCATC TGGCCAGCCC AGAGCACAAG AAAGCAACCA ACAAATTCTG
GTGGGAGAAC AAAGCTGAGG TCCAGATGAA AGAGAAGTTT CTGGTCACTC CCCAGGATTA
TGCGCGATTC AAGAAATCCA TGGTGAAAGG TTTGGATTCC TATGAAGAAA AGGAGGATAA
AGTGATCAAG GAGATGGCAG CTCAGATCCG TGAGGTGGAG CAGAGCCGAC AGGAGGTGGT

34

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2631

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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TCGGTCTGTC TTAGAGCCTC AGGCAGTGCC
AAGCTGGAAA GGGATGAACA

CCTGCCACCA GCTCCAGAGC
CCATCAGGAT ATACCAGGAG
CCAAGATGAA GAATACATTG

TAAAGAAAAG GAAAAACAGA

TGATCACAGC TCCAGGACCA

ATGGACGCCG CTGGCAGTCC

CAGTCACATA CAGAAAAAAG

AAAGTCAACC AAACCCCTAT

GAAACAGACA TACTCATTCA

CGAATCAAGC TTATCGATAC

(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 5 :
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 417 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Vlaknitost: jednovlaknova

(D) Topologia: linedrna

(ii) Molekulovy typ: protein
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 5:

Ile Gly Val
1

Ala
Gly
Glu
Ala
65

Leu

Thr

Lys

Xaa
Thr
Arg
50

Gln
Cys

Val

Lys

Asn

Phe
35

Leu
Val
Cys
Leu

Ala
115

Thr
Ser
20

Thr
Leu
Glu
Gly
Tyr

100
Thr

Arg Trp
5

Ile
Ala
Pro
Arg

Cys

85

Asn

GCCAAGTAGC
TTGACTGGAT
TTGGTAACAT
CTGGGAACCA
AGTTGAAAAA
GTGCAGGCTG
AGACATCAAC
CTAATCATGC
TATACCTTCC
TTTGATTTAA
CGTCGACCTC

Arg Ala

Ala Ser

val
55

Gln

Tyr Val

70

Glu Val

Gly Leu

Lys Phe

Arg Arg

AGACCCAGAA
TTCCAGCTTA
GGAGACAGGA
CCACTCAGGT
AGAAATAGGA
ACTCCCCCCA
GCTGCCCTICT
TCCAAAACTG

TCTCTACCAA
ACCCAAATTC
TAAAGTTTTA
GAGGGGGGGC

Ser

Arg

GAGGGCTCTT
CAGCAGCCCT
CCATCTCTGA
GCCACACCTC
CCATCCTATG
GACCGAGTTG
TTTGGGCCGC
AAGCTGCAGC

CTACCATGAG
TTTATCATTG
TTTTTCGGCC
CGTACCCACT

Ile Val

10

Glu
25

Gln

His
Thr
40

Glu Ala

Pro Glu

Arg Glu

Gly

Arg

Ala

His

His

Pro Phe

Gln Leu

Arg Lys

60

Glu
75

Arg

Leu Ser

g0

Glu
105

Leu

Trp
120

Trp

35

His

Glu

Leu Ala

Asn Lys

CAGCACCTAG
CAAATTTGGA
CATTCATTGG
CCTGGATGAT
AAGAATTICT
GGGCCAACTT
GTCTGGAATA
AATGAAGAAG

GCTAAAAGCC
TCTTTCTTAG
TTCGTGGCCT
TTT

Asp Pro

Phe Cys

30
Lys Glu
45

Ala Ile
Cys Cys
His

Pro
110

Ser

Ala Glu

125

Arg
15

Gly
Ala
Arg
Trp
Asn
95

Glu

Val

600
660
720
780
840
900
960
1020

1080
1140
1200
1253

Ala
Arg
Phe
Ala
Cys
80

Leuy
His

Gln



Met

Lys
145

Val
Gln
Glu
Val
Pro
225
His
Pro
Gly
Lys
Arg
305
Trp
Gln
Gln
Leu
Ser
385

Glu

Phe

Lys
130
Ser
Ile
Glu
Glu
Ala
210

Glu

Gln

Trp
Pro
Lys
280
Thr
Thr
Xaa
Leu
Pro
370

Phe

Ser

Glu
Met
Lys
Val
Gly
195
Ser

Leu

Asp

Met
Ser
275
Leu
Ser
Pro
Arg
Pro
355
Pro

Ile

Ser

Lys
Val
Glu
Val
180
Ser
Ser

Asp

Ile

Ile
260
Tyr
Pro
Ala
Leu
Ser

340

Xaa

Xaa

Leu

Phe
Lys
Met
165
Arg
Ser
Leu

Trp

Pro
245

Gln
Glu
Pro
Gly
Ala
325
Ser
Gly
Phe

Phe

Ser
405

Leu
Gly
i50
Ala
Ser
Ala
Gln
Met

230
Gly

Asp
Glu
Asp
Tfp
310
Val
His
Xaa
Phe
Asn

390
Ile

Val
135
Leu
Ala
Val
Pro
Gln
215

Glu

Val

Glu
Phe
Arg
295
Leu
Gln
Ile
Lys
Ile
375

Lys

Pro
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Thr Pro Gln Asp

Asp
Gln
Leu
Arg
200
Pro

Thr

Gly

Glu
Leu
280
Val
Pro
Thr
Gln
Pro
360
Ile

Val

ser

36

Ser
Ile
Glu
185
Ser
Ser

Gly

Asn

Tyx
265
Lys
Gly
Ser
Ser
Lys
345
Lys
Val

Leu

Thr

Tyr
Arg
170
Pro
Trp
Asn

Pro

Ile
250

Ile
Glu
Ala
Phe
Thr
330
Lys
Ser
Phe

Phe

Ser
410

Glu
1585
Glu
Gln
Lys

Leu

Ser
235

Ala
Lys
Asn
Gly
315
Pro
Ala
Thr
Leu
Phe

395
Arg

Tyr
140
Glu
Val
Ala
Gly
Asp
220

Leu

Ser

Gly
Glu
Phe

300

Pro

"Asn

Lys
Arg
380
Gly

Gly

Ala
Lys
Glu
Val
Met
205
Leu

Thr

Gly

Asn
Lys
285
Asp
Arg
Leu
His
Pro
365

Leu

Gly

Arg
Glu
Gln
Pro
190
Asn
Pro

Phe

Ala

Gln
270
Gln
His
Leu
Lys
Ala
350
Leu
Gln

Arg

Arg

Phe Lys
Asp Lys
160

Ser Arg
175

Asp Pro

Ser Gln

Pro Ala

Ile Gly
240

Thr Pro
255

Glu Ile

Lys Leu

Ser Ser

Glu Xaa
320

Leu Gln
335

Leu Tyr
Leu Tyr
Thr Tyr
Gly Leu

400

Thr His
415
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(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 4 956 parov baz
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Vléaknitost: jednovldknova
(D) Topolégia: linearna

(ii) Molekulovy typ: cDNA

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 6:

AGCGGGGGGA
AGGATGTTTG
GCCCCTGCCT
AGTGACCTGC
ATGGAAATGG
AAGCCAAAGG
GCCGTGGAGA
AAGGGCACAG
GCTGAGTGTG
GGGTCCAAAC
GCTACAGAGG

AAGAAACGGA
CCCCTCCCCA
CCACTCGGCE
GGCCTTGGGC
TCAGAACTCC
CACCCCCAGG
CCTCATCCCT
CTGGGCAAAC
CTGGCCTGTG
TCTCGTGGTG
AGCGTGAGCT
GGCTCCAGAT
GAGAAACTCA
CTCCGCCTGG
TTCCAGTGCG
TGTGCAGGAT
TGGGTCAACA

CTGTGCCGTG
GAGGATGAGT
TTCTCCCCCA
TCTGTGTTTG
CCTGCCCAGG
AGAAGACGCC
AGAGCCCTGT
CCAAGGAAGG
AGAATAGCCA
AGTACAGCCA
GCAAAATGGC
AGAAGAAGAG
GGACCCCTGA
CCCCATATGT
AACTCTGTTT
ACAAACTGAT
ACGGAGGCCC
TCCCATTCCA
TGGCCTGTGT
TAGACAGTCC
CCCATGAGAA
CAAGCCAGGC
CCCGGGAGCC
AGCCAGTGGA
GCAGAGGCTC
CTGTCAAAAA
TGACCTCACC
TCTTCATGGA

SK 287890 B6

(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 6 :

TGGAACGTGT
ATGTGTGGCA
ACCCAAGGCT
GTCTCTCTCA
TGCCCCTGGC
GCCACTGGGG
GTTCTGCGGA
CTCCGAGGCA
AGAGTTCAGC
GTCCGAGAGT
CCGTGTGTGT
CTCAAAGTCC
GCAGGAGAGC
TAGAAACACC
TAAGCAGCTT
CAGCCCCTTG
CCTGCCCCTG
CCCTCTCCAG
AGACAGCCAG
AAAGCCCCTG
GTTTTCTGTG
CCACAGCCTG
CAGCCCCAAA
TTATGAGTAC
CTTCGGAGAG
GGTGCGCCTG
CAGAATTGTC
GCTGCTGGAA

AGCTGTTGAA
GAGGCACACA
GACCTGTGTT
GGATGAGCAC
TCAGCAGTGG
AAGAAACAGA
AAGTGGGAGA
GGGCCAGCTG
CCCACCTTTT
CTTGATCAGA
TGGAAGGGAA
CTGGCTCATG
TGCACCATCC
CCGCAGTTCA
GGCGAGGGCC
CAATGTCTGA
CCCACGCACC
CCCTGGAAAC
AAACCCTTGC
CCTGGCCCAC
GAGGAATACC
ACCAGCCTGG
ACTGAGGACA
CGAGAAGAAG
GTGCACAGGA
GAAGTATTTC
CCTTTGTATG
GGTGGCTCCC

37

GGTGGACTCT
TAAACAGGCA
CTCCCAGGTC
AAGCCTGGGA
GGCAGCAGAA
GCTCCGICTA
TCCTGAATGA
CCATCTCTAT
CAGAACGCAT
TCCCCAACAA
AGCGTCGCAG
CAGGAGTGGC

CAGTGCAGGA
CCAAGCCTCT

TACGGCCGGC

ACCACGTGTG
CCTTCCCCTA
CTCACCCTICT

CTGACCCACA
ACCTGGAGCC
TAGTGCATGC

CCAAGACCTG
ACGAGGGTGT
TCCACTGGGC

TGGAGGACAA
GGGCAGAGGA
GAGCTGTGAG
TGGGCCAGCT

GTTACCATTG
GAGACCCTTT
TGGGATTCTA
QATGGCAGTG
GGAACTCCCC
CAAGCTTGAG
CGTGATTACC
CATCGCCCAG
TTTCATCGCT
TGTGGCCCAT
CAAAGCCCGG
CTTGGCCAAA
GGATGAGTCT
GAAGGAACCA
TCTGCCTCGA
GAAACTGCAC
TAGCAGACTG
GGAGTCCTTC
CCTGAGCAAA
CAGCTGCCTG
TCTGCAAGGC
GGCAGCACGG
CCTGCTCACT
CACGCACCAG
GCAGACTGGC
GCTGATGGCA
AGAAGGGCCT
GGTCAAGGAG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



CAGGGCTGTC
GAATACCTCC
TCCAGCGATG
GATGGCCTGG
GCTCCGGAGG
TGTATGATGC
CTCTGCCTCA
CCTCTCACAG
GCAGCGGAGC
CCTTGGAGGG
CAGACCCTCC
GAGGAGACAA
CCAAACAAGT
CCTCTGTCCT
ACCGTCCCGG
CAGCCATTTT
TCCCTGTCGG
CTGAGCTCAG
ATGGTGCTIGG
CAAATACAGT
GGAGACATCG
AAAGACGGGC
TGCACACTGG
GAGAACAGGC
CTIGCTCGGTIG
GCCCCCCGGC
GCCTCCCAGG
GAAGAGACAG
GCCCCTGCTC
AGGGGAGAGC
CTCCAGGCTG
CCAGGTCAGC
CTCACCTGGC
GCTCCCTGGT
TCTGGTTCAG
TGTGCCCCTIT
GGCCCAGCAC

TCCCAGAGGA
ACTCACGAAG
GGAGCCACGC
GAAAGTCCTT
TGGTGCTGGG
TCCACATGCT
AGATTGCCAG
CCCAGGCCAT
TGGGAGGGAA
GAGAATATAA
ATGCCCAGCC
CAGGCAGAGC
CTCCTCCCTT
CCCTGGAGCC
AGCAGGAACT
CTCTGGAGGA
ATGACAGTGA
GCGTACACTC
CCCGGGGGLG
CTCTTAATGG
CCACTGGCAT
AGCCTGTTCG
CCCCTGATGG
CCTAACCCTG
CACGATGCTG
TCACAGTGGG
ATTTCACACC
AAGGAGGATG
CAGTCGAGTT
AGCTTCCAGC
CTGTGAGAGT
AGGTATGCCC
CAGCTCACCC
AGAATACACC
CCAAGGACCA
TGCIGCTGGC
TGCCCCAGAC
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CCGGGCCCTG
GATTCTGCAT
AGCCCTCTIGT
GCTCACAGGG
CAGGAGCTGC
CAACGGCTGC
CGAGCCTCCG
CCAAGAGGGG
GGTGAACCGG
AGAACCAAGA
GAGAGAGCTT
CCCTAAGCTC
GACTTTGAGC
AGCCCCTGCC
GCAGCAGCTG
GCAGGAGCAA
GAAGAACCCA
CTGGAGCAGC
GCCCACCGAC
TGAACACCTG
CAGCAGCCAG
CTACGACATG
CAGCTTCGCC
CCCTCCACCG
CCCTGAAAAC
AACCAGGGCC
TGAGCCCTGC
GCAGGAGTTA
GGCCTGACCC
CTGGGTCAGA
GTCAAGTGTG
GCCCGTAGGT
CTTTTGGGTG
ACACTTTTCA
AAGAAGGTGT
TACCACTCIT
TCGCTGGCAC

TACTACCTGG
GGGGACGTCA
GACTTTGGCC
GACTACATCC
GACGCCAAGG
CACCCCTGGA
CCTGTGAGGG
CTGAGGAAAG
GCACTACAGC
CATCCACCGC
TCGCCAAGGG
CAGCCTCCTC
AAGGAGGAGT
AGAAACCCCA
GAAATAGAAT
ATTCTCTCGT
TCAAAGGCCT
CAGGCCGAGG
ACCCCAAGCT
CACATCCGGG
ATCCCAGCTG
GAGGTGCCAG
TGGAGCTGGA
CCGGCTCCAC
ACAGGCTCAG
TCGCAGCAGC
CCCACCCTGC
CCTGGGGAAA
GCTTGGATCA
AGGGGTGGGC
TAAGGGCCCA
TAAGGGGGCC
TAGGGGAAAA
GGTTGTTGCA
GTAAGTGAAG
CCCCAGAGCA
TCAGTTCCCT

38

GCCAGGCCCT
AAGCTGACAA
ATGCTGTGTG
CTGGCACAGA
TGGATGTCTG
CTCAGTTCTIT
AGATCCCACC
AGCCCATCCA
AAGTGGGAGG
CAAATCAAGC
CCCCAGGGCC
TCCCACCAGA
CTGGGATGTG
GCTCACCAGA
TATTCCTCAA
GCCTCAGCAT
CTCAAAGCTC
CTCGAAGCTC
ATTTCAATGG
AGTTCCACCG
CAGCCTTCAG
ACTCGGGCAT
GGGTCAAGCA
ACTGCCGGAA
CCGTTICCCAG
AAGGTGGGGG
TGAAAAAACA
CAAAACAGGG
GTGACCATTT
GAGCCCTTCG
AACTCAGGTT
CTCTAAACCC
GAATGCCTGA
ACACAGGTCC
TGGTTCTCAG
GCAGGCCCCG
CATCTGTAAA

GGAGGGTCTG
CGTGCTCCTG
TCTTCAACCT
GACCCACATG
GAGCAGCTGC
CCGAGGGCCG
CTCCTGCACC
CCGCGTGTCT
TCTGAAGAGC
CAATTACCAC
CCGGCCAGCT
GCCCCCAGAG
GGAACCCTTA
GCGGAAAGCA
CAGCCTGTCC
CGACAGCCTC
GCGGGACACC

CAGCTGGAAC

TGTGAAAGTC

GGTCAAAGTG

CTTGGTCACC

CGACCTGCAG

TGGCCAGCTG
AGCAGCCTTC

GGGATTGCCA
CAAGCAGAAT
TCCGCCACGT
ATCTTTTTCT
GTTGGCAGAC
GCCCCTCACC
CAGTGCAGAA
CTTGCCTGGC
CCCTGGGAAG
TGAGTTGACC
TCCCCAGACA
AGCCCCTTCA
GGTGAAGGGT

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2760
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
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CTAAGGAAAG
GCTGGTTCCC
CAGAGGGTAC
CCTCTGGCAG
GTGAAGGGAC
TTCTCTAAGA
CTACTCAGGA
TCAACCTCCT
CCAAGACAGC
CGGCCCCCAG
TCTTTGTAAG

Pro Gly

Serxr

GATGCAGGAT ATGCCTGACA GGAACAGTCT GTGGATGGAC ATGATCAGTG
CAGCAGAGAG AGACGTCCGG CGCCCCAGCC CCACTATCAG TGTCCAGCGT
CAGAGCACAG CTCAGCATCA CACTGACACT CACCCTGCCC TGCCCCTGGC
TGCCGACGGC ACTTTGCACT CTGATGACCT CAAAGCACTT TCATGGCTGC
GGCAGGGCAG GGCAGTGACA CTGTAGGAGC ATAGCAAGCC AGGAGATGGG
ACAGTCTTGA GCTGTCCACA TGCATGTGAC TCCTCAAACC TCTTCCAGAT
ATAGCACCCC CTTCCCCATT GCCCCAGCTT AGCCTCTTCT CCCAGGGGAG
CTCACGTAGC ATTAAATCAG CTGTGAATCG TCAGGGGGTG TCTGCTAGCC
GGGGCAGGGG ACGCCGAGAC TCCGTGGGAG AAGCTCATTC CCACATCTTG
CTTTGTCCAG CTGTCCACAT TGAGTCAGAC TGCTCCCGGG GAGAGAGCCC
CACATAAAGA ACTGCAGCCT TGGTACTGCA GAGTCTGGGT TGTAGAGAAC
CAATAAAGTT TGGGGTGATG ACAAATGTTA AAAAAA
(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 7 :
(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dlzka: 947 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: jednovlaknova
(D) Topolégia: linedrna
(ii) Molekulovy typ: protein
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 7:
Met Ala Val Met Glu Met Ala Cys Pro Gly Ala
1 5 10
Gly Gln Gln Lys Glu Leu Pro Lys Pro Lys Glu
20 25
Gly Lys Lys Gln Ser Ser Val Tyr Lys Leu Glu
35 40
Pro Val Phe Cys Gly Lys Trp Glu Ile Leu Asn
50 55
Gly Thr Ala Lys Glu Gly Ser Glu Ala Gly Pro
65 70 75
Ile Ala Gln Ala Glu Cys Glu Asn Ser Gln Glu
85 90
Ser Glu Arg Ile Phe Ile Ala Gly Ser Lys Gln
100 105
Ser Leu Asp Gln Ile Pro Asn Asn Val Ala His
115 120
Met Ala Arg Val Cys Trp Lys Gly Lys Arg Arg
130 135
Lys Arg Lys Lys Lys Ser Ser Lys Ser Leu Ala
145 150 155

39

Lys
Ala
Asp
60

Ala
Phe
Tyr
Ala
Ser

140

His

Thr
val
45

Val
Ala
Ser
Ser
Thr
125

Lys

Ala

Pro
30

Glu
Ile
Ile
Pro
Gln
110
Glu

Ala

Gly

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4596

Ala
15

Pro
Lys
Thr
Ser
Thr
95

Ser
Gly

Arg

Val

Val
Leu
Ser
Lys
Ile
80

Fhe
Glu
Lys
Lys

Ala
160



Leu
Pro
Thr
Cys
Glu
225
Lys
Pro
Gln
Cys
Ala
305

Ser

Leu

Leu
Glu
Lys
385
Thr
Met
Leu
Ser
Val
465
Val
Gly
His

His

Ala
Val
Pro
Phe
210
Leu
Leu
Phe
Pro
Val
290
Cys
Cys
Val
Thr
Pro
370
Leu
His
Glu
Glu
Pro
450
Asn
Lys
Gin
Gly
Ala

530

Leu

Lys

Gln

Gln
195

Lys
His
His
Pro
Trp
275
Asp
Val
Leu
His
Ser
355
Ser
Lys
Gln
Asp
Val
435
Arg
Ile
Glu
Ala
Asp
515

Ala

Gly

Pro
Glu
180
Phe

Gln

Tyr
260
Lys
Ser
Asp

Ser

Ala
340

Leu
Pro
Pro
Leu
Lys
420
Phe
Ile
Phe
Gln
Leu
500
Val

Leu

Lys

Leu
165
Asp
Thr
Leu
Leu
Pro
245
Ser
Pro
Gln
Ser
Arg

3235

Leu

Ala
Lys
Val
Arg
405
Gln
Arg
Val
Met
Gly
485
Glu
Lys
Cys

Ser

Pro
Glu
Lys
Gly
Ile
230
Gln
Arg
His
Lys
Pro
310
Gly
Gln
Lys
Thr
Asp
390
Leu
Thr
Alza
Pro
Glu
470
Cys
Gly
Ala

Asp

Leu
550
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Arg
Ser
Pro
Glu
215
Ser
Asp
Leu
Pro
Pro
295
Lys

Ala

Gly
Thr
Glu
375
Tyr
Gly
Gly
Glu
Leu
455
Leu
Leu
Leu
Asp
Phe

535

Leu

Thr
Pro
Leu
200
Gly
Pro
Gly
Pro
Leu
280
Leu
Pro
His
Ser

Trp
360
Asp
Glu
Arg
Phe
Glu
440
Tyr
Leu
Pro
Glu
Asn
520

Gly

Thr

40

Pro
Leu
i85
Lys
Leu
Len
Gly
His
265
Glu
Pro
Leu

Glu

Val
345

Ala
Asn
Tyr
Gly
Gln
425
Leu
Gly
Glu
Glu
Tyr
505
vVal
His

Gly

Glu
170
Gly
Glu
Arg
Gln
Pro
250
Pro
Ser
Asp
Pro
Lys
330

Ser
Ala
Glu
Arg
Ser
410
Cys
Met
Ala
Gly
Asp
490
Leu
Leu

Ala

Asp

Gln
Ala
Pro
Pro
Cys
235
Leu
Phe
Phe
Pro
Gly
315

Phe

Ser
Arg
Gly
Glu
385
Phe
Ala
Ala
Val
Gly
475
Arg
His
Leu

Val

Glu
Pro
Gly
Ala
220
Leu
Pro
Pro
Leu
His
300
Pro
Ser
Ser
Gly
Val
380
Glu
Gly
vVal
Cys
Arg
460
Ser
Ala
Ser
Ser
Cys

540
Ile

Ser
Tyr
Leu
205
Leu
Asn
Leu
Phe
Gly
285
Leu
His
Val

Gln

Ser
365
Leu
Val
Glu
Lys
Ala
445
Glnu
Leu
Leu
Arg
Ser
525

Leu

Pro

Cys
Val
190
Gly
Pro
His
Pro
His
270
Lys
Ser
Leu

Glu

Ala
350

Arg
Leu
His
Val
Lys
430
Gly
Gly
Gly
Tyr
Arg
510

Asp

Gln

Thr
175
Arg
Gln
Arg
Val
Thr
255
Pro
Leu
Lys
Glu
Glu
335
His
Ser
Thr
Trp
His
415
val
Leu
Pro
Gln
Tyr
495
ile
Gly

Pro

Thr

Ile
Asn
Leu
Ser
Trp
240
His
Leu
Ala
Leu
Pro
320
Tyxr
Serx
Arg
Glu
Ala
400
Arg
Arg
Thr
Trp
Leu
480
Leu
Leu
Ser

Asp

Glu
560



Thr
Val
Cys
Ala
Leu
625
Arg
Gln
Arg
Gln
Glu
705
Pro
Ser
Ala
Glu
Pro
785
Asp
Ser
Ser
Gly
Ile
865
Val
Ala
Met

Asp

Asn
945

His
Asp
His
Ser
610
Thr
val
Val
His
Pro
690
Thr
Pro
Gly
Arg
Leu
770
Phe
Ser
Gln
Gln
Arg
850
Gln
Lys
Ala
Glu
Gly

930
Arg

Met
Val
Pro
595
Glu
Ala
Ser
Gly
Pro
675
Arg
Thr
Glu
Met
Asn
755
Gin
Ser
Leu
Ser
Ala
835
Pro
Ser
vVal
Phe
Val
915

Ser

Pro

Ala
Trp
580
Pro
Gln
Ala
Gly
660
Pro
Glu
Gly
Pro

Trp
740
Pro
Gln
Leu
Ser
Ser
820
Glu
Thr
Leu
Gly
Ser
900

Pro

Phe

Pro
565

Ser
Thr
Pro
Ala
Ala
645
Leu
Pro
Leu

Arg

Asn
725
Glu
Ser
Leu
Glu
Leu
805
Arg
Ala
Asp
Asn
Asp
885
Leu

Asp

Ala

Glu
Ser
Gln
Pro
Ile
630
Glu
Lys
Asn
Ser
Ala
710
Lys
Pro
Ser
Glu
Glu
790
Ser
Asp
Arg
Thr
Gly
870
Ile
Val

Ser

Trp
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Val
Cys
Phe
Val
615
Gln
Leu
Ser
Gln
Pro
695
Pro
Ser
Leu
Pro
Ile
775
Gln
Asp
Thr
Ser
Pro
855
Glu
Als
Thr

Gly

Ser
935

Val
Cys
Phe
600
Arg
Glu
Gly
Pro
Ala
680
Arg
Lys
Pro
Pro
Glu
760
Glu
Glu
Asp
Leu
Ser
840
Ser
His
Thr
Lys
Ile

920
Trp

Leu

Met
585

Arg

Glu

Gly
Trp
665
Asn
Ala
Leu
Pro
Leu
745
Arg
Leu
Gln
Ser
Ser
825
Ser
Tyx
Leu
Gly
Asp
905

Asp

Arg

41

Gly
570

Met
Gly
Ile
Leu
Lys
650
Arg
Tyr
Pro

Gln

Leu
730
Ser
Lys
Phe
Ile
Glu
810
Ser
Trp
Phe
His
Ile
890
Gly

Leu

Val

Leu
Pro
Pro
Arg
635
Val
Gly
His
Gly
Pro

715
Thr

Ser
Ala
Leu
Leu
785
Lys
Gly
Asn
Asn
Ile
875
Ser
Gln

Gln

Lys

Ser
His
Leu
Pro
620
Lys
Asn
Glu
Gln
Pro
700
Pro
Leu
Leu
Thr
Asn
780
Ser
Asn
Val
Met
Gly
860
Arg
Ser
Pro

Cys

His
940

Cys
Met
Cys
605
Ser
Glu
Arg
Tyr
Thr
685
Arg
Leu
Ser
Glu
val
765
Ser
Cys
Pro
His
Val
845
Val
Glu
Gln
Val
Thr

925
Gly

Asp
Leu
590
Leu
Cys
Pro
Ala
Lys
670
Leu
Pro
Pro
Lys
Pro
750
Pro
Leu
Leu
Ser
Ser
830
Leu
Lys
Phe
Ile
Arg
910

Leu

Gln

Ala
575

Asn
Lys
Ala
Ile
Leu
655
Glu
His
Ala

Pro

Glu
735
Ala
Glu
Ser
Ser
Lys
815
Trp
Ala
Val
His
Pro
895
Tyr

Ala

Leu

Lys
Gly
Ile
Pro
His
640
Gln
Pro
Ala
Glu
Glu
720
Glu
Pro
Gln
Gln
Ile
800
Ala
Ser
Arg
Gin
Arg
880
Ala
Asp

Pro

Glu
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(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: § :

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 30 parov baz
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Vlaknitost: jednovldknova
(D) Topolégia: linearna

(ii) Molekulovy typ: ind nukleovd kyselina
(A) Opis: /desc = ,,0ligonucleotide PCR primer*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 8:
CAGGATCCTC ATGGCTGCAG CTAGCGTGAC
(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 9 :

(i) Charakteristika sekvencie:

(A) Dizka: 32 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednovldknova
(D) Topolégia: linedrna
(ii) Molekulovy typ: ind nukleovd kyselina
(A) Opis: /desc = ,,0ligonucleotide PCR primer*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 9:
GGTCGACTTA GAHCCCTGTC AGGTCCACAA TG

(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 10 :

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 24 parov baz
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Vldknitost’: jednovlaknova
(D) Topolégia: linearna

(ii) Molekulovy typ: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /desc = ,,0ligonucleotide probe‘

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 10:
GATGCCATTG GGGATTTCCT CTTT

(2) Udaje o sekvencii SEQ ID NO: 11 :

(i) Charakteristika sekvencie:
(A) Dizka: 24 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost’: jednovlaknova
(D) Topolégia: linearna

(ii) Molekulovy typ: ind nukleova kyselina
(A) Opis: /desc = ,,oligonucleotide probe*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID No: 11:
CAGTAAAGAG GAAATCCCCA ATGG

42

46 vykresov
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a - oblast ktora nevstupuje do interakcie s klonom

‘.._ y —] 10 (NMP1), klonom 9 a klonom 15 pri dvojhybri-
i 41 dovej skuske
75 b - oblast, ktora vstupuje do interakcie s uvedenymi
klonmi s rovnakou silou, ako TRAF2 s uplnou
5 dizkou
H—156
- RING finger motiv
—209
U - TFHIIA-podobné zinc-finger motivy
I- 222
L—264
% - N-TRAF
]

‘“358 B - C-TRAF

501

Qbr. 1

43
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CD30

LT-BR

Fas/APQ1

amD

—pdandp—————-dr oD
@)
(W}
K-S
(=}
e
3
(33
—f
it
Ri]
A ]
O
h
411
-1
=
T3
X

~QADODHID

fitl

— — O IIXTIDAD
— IO DANDAID

—CiO
41&180(![]!1]}0]D

I
I
I
1
1
!

;ZL_

Y

smrt’ bunky

Y

-kB fosforylacia

OBR. 2a

44



coes é CD120b COw121a
- CD120a il ] 1L1-R!
(Fas/Apo-1) é {855 TNF receptor) g (P78 TNF recenter) (53
- : ;
g g é
g
;‘.'.I rr‘f’j\z‘—“--lfﬂ? i ré\-wr: IR CETTINY § AN %"‘4 e N o . e ———.
EASINISON PTG XY - SR - LTI SO UL - JUNUIIER s S N ;_-au;.:.vh-'-ui:.vr;?;-.‘ . .v-,vw —-:r-.-s
MORT1/FADD ] & i
!ﬂ | TRADD rrary  MAP4K(?)
} N
= O i
i~ \ \ | L
\ ~ ] \\ \
\ TN \ (IRAK, TRAF8)
] \ \ ~e_ xy = NiK=="
~. \ Q\ ~-= (MAP3K)
CASPASE 8 = |
{MACH/FLICE) |
] v
MABR2K
MAPK
smrt’ bunky aktivacia NF-xB
OBR. 2b
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152
20
251
3oL
351

40x

CATTCGSTCA
CAGGAATTCG
GCCCGGGEGAn
TTTCTGITGG
TRCAGGEAGA
TGTGTGCCCA
GGATTGGCAC
CAAAACCGAA
ACAAGCACGA

gTGGGICAGTG

TTTATGAAGA
CCTACCATGG
CAACAAGSA

TCTTAAAGGA
CAAGGAGLGA
CATCCTCATC

GAATGTCAGT

SK 287890 B6

O
Q
Q
&Y
G}
+i
Q)
3]
)
(4]

AGGIRCCATS
AGTGACTGLT
RAGSAGATIG
GTTTGAAGCC
TCACAGTGGC
ACAGAGCTCS
GCTTCCAGEGT
GTCGIGLCTG
CTGIRCATGT
CTGGTCTTTT
CAGCAGGETCT
TTGAACGGSGT
GTCAACGCAG
GCAGTICTGTY
AMACOTGAAC

GCTGATGCCA

4/46

foy
N
.

L9}
wn

29§
GCGTUTCTAGA
ACGARAGSLCS
AGCGEATCAC
GGATGCAGTG
CCTCGBATTC
GTCCTGTAGT
AGTGATCAAG
TGTTCTGEGT.
TTCTACTCCT
GCTGCGCTGT
TCOTCEICGA
GTGATGGR&TG
GAARCTCCATA
AGAGTAAGTT
AACGTGACCT
CAGGGAGATC
AGGAGACCGA

AATGCAAAAA

OBR. 3a

46

GCGGCGEGET
AGAACDATGA
AAACAGTGSC
CGACAGTCAGS
ATGGCTTGAA
CAGGCAGIGS
CTACGTGAAG
TCCGTCACAT
GCCCTCAACG
CCGoTGCAGE
AAGAAAGSTC
CTCTTTGEGA
TGCTCCIACC
COTTGCTGAA
ACAGCCTECT
CCCTTGECTS

GGAGCEGAAG

Check:

7122

CLCCGREETE
GCANGCACCG
CAANAGACAA
AGATCCGITT
GTCACCTGTC
GAGGAGTCGA
GCTTTGICAG
GAGGTCLTCA
CGICTCAGAC

2ACACTCCCT

CAGTATGC

TTAACATCGA
GTTTCAGACC
GGACTCCACG
cTGCCETeTC
TCGTGTCCAG

AAGAAAAAGA



901
851
1001

1051

32
(@]
pod

IR
§-4
tn
-

i201
1251
1301
1381

1401

AAGTGACCAA

GGGGACGTGT
CTCCGACCGE
GGCCTAACTC
TGTCTTTGAA
GALGALGAAG
AGGAAGGAAG
GGARACACCTg
CaCAaTGACT
CCTAGTAGAT

ACCACGTICT
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CATAATCTCA
TTAAAAAGAC
TCCTCTIGTCA
CANTGGAATC
CGGEGAGTTT
ATGTGGATGA
CACAGEGGEC
CCTCTCLCCAG
CCGACATCCT
gCCCECoTCG

CCCGGATCCT

TTTGATGATSG
ACCTGGGECA

ATATCATGTC
AGAGCAGEAA
GGGTACCAGA
AAACGAAGAT
ACTCGGAGTC
ATGCACAGTT
CTZCCCTGTC
GAMGCTTEGA

GGACTTCGET

OBR. 3b

47

AGGAAGATGA
GGGGAGAGIT

CGUTTTITGRA
CTCATGGAAR
AGCTTGATGT
GACQTGTATG

GCCCGAGAAG
GGgCLCCElT
AGTGGIGTGS
GRACGGGACA

ACAGTIGTGGA

GCAGAACTCT
CAGAGGACAA
AGCCCCTTCG
ATTGATTCCC
GAAAAGCATC
GAAACTCATC
CCACTSGAAG
GAAGGTYCTG
gCTCCTACAG
GGACCAGAGS

AGCCAGCTCT



CCAGGCCACG
GAGTCCATGA
CAGGAAGGAT
ACGGTGAGAT
AAMAGGAAGG
GCTGGTCAGT
GAACCATGTG
TAGTCTCATT
CTGRACTTET

AAMAAA

SK 287890 B6

GAAGTCCTCT
CAATTAGYGA

GAGCTGGAGE

TGGITGARCA
TATCTTTCCT
GTGGAGAMAT

TGAGCTCCTIG

6/46

GAGCAGLCTG
ACTGCGCCAG
AGGAGAACAG
GCLGCGlTCC
GGAGGAGLGES
ATTTTGTGAG
GGAGGGAGAG
GATCCAGTCT

AGCCAATAAA

OBR. 3¢

48

TTACTTCTGS

ATCACTGCGA

GGTAAGAGGET

CAGGGCATGA

GAGATTCTAA

AGARATCCAA

TTCLCTGAAGE

TTGCTTTCAT

CTCAGTGCCA
CCATGATGAA
AACCTGCTCG
GGACACCTTG
AGGTCCAGGT
CCCCACGTGA
CAGTTCCTGA
TGTGTTTCCT

TCCTTGAAAA
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TBANSLATE of: Shhh checzlik: 7122 Irom: 1 to: 12306
generated symbols ! to: 835,
Shhh.pep Lengtir: 804 August 23, 1996 15:03 Type: P Check: 4554
1 XTGPGACRMS GSQXDKRQET LLEZRALLDAVR QCRUIRSFXGRX ZTASDSDSRV
S1  TCLCAQFEAV LOEGLXRSRG LALTAAAIYQ AAGTASKTET EBVIWYYYRE
101 VLNKHEEZILQRT YSLAEIASDV GRGRAWLACA LNZHESLERYL EMLLADRCRL
151 STFYZIDWSTV MDEZ2SSMLP TMAAGLISIL FAINIDNADL NGQSZFADITV
201 SDLLEZSTQN VTSLLXESTQ GVSSLEAEIT ASSAVSILIX PEQETDECLS
251 CPGMSVLIMPN AXRSGRRXAX +PTrSHLMME XMSATLGTCL KRHLGIGRAQ
301 PITPTAPLSI SCPPLRAPSG LTPMESIQQL MENTFTVIER GVWVIEATCZD
351 XHR**RCE*X RRrRVWRLIE SEAQGPLGVA JEATCHZHL.P LPDAQLGSAZ
401 GARQTLEEDPL PCQWRGLLQP? SRCPPEXPGZ RORTRGERSP GSWISVQCGS
451 QLSRPEXSSZ QPVTSASVPE SMTISELRQA TVAMMNRRXDE LEXZENRSLAN
501 LIDGEMEESA ALRQEVDTLX RXVAZQEZERQ GMEVQALASY LCYIVRARE*P
551 ERYRTMWWRNG GREXSNSS** SELSSWIQSF LEUCILWITE VCEZINCFES

601 LXXK

OBR. 3d

49




clene 140

1

> tin
S
e

[:43
ut
[

701
751
301

as:

o
Q
fa

\o
U
P

1001
1053
Jicl
1151
1201
1281

Lengsh:
CCC=TcTeAl

ot B hnad
dua

CACCGT

AACAGGCAGA

CAGETCACTA
TOGSAAATAGA
GAGCAGSEA

CGATGACAGT

CTATTTCAAT
TCIACATCCG
ATCAGCAGTC
GTAGLCTCTY
AGTGCACACT
CATGGCCAGC
ACACTGLLGS
AcCACAGGCSTIC
G.tGGﬁaécC
TCCSTCCCAG
AAAcAyT.CC
CeTYgGEGAR

2631
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Augus:

AGTcCAgQGEC
CTCTAGEGGA
GGTCeTGAARGA
GCCAAATCAN
LTcGCCAAG

GCCLeTAACE

CAGTGGAAAG
ATTATTCCIC

T AAATTCTCT

GAGAAGAA
AGGLSTACAC
ACATELTGeT
GG TGETIGAAAS
GGACTTICCAC
AGCATCCCAGT
COCTACGACS
GCCCCCTCAT
TGCAGAACAG
aAAGTAGCCT
AGCeGTITCCC
ACGGeeTeG

GATITCACA.
GICACGEGAA
aCaAAAcAGg

23,

8/46

TCCAAGASS
G&TGGGACSS

SCETTGEAG
GCTaAtTACT

SCCCCAGSS

c’FC-MT"‘- .
CAACCSTCIT

et o
S I Y

AAC

\'n..\- - Cﬂc’-

C CATCAAAGGT

TCCTGGACGTA
leletatacateleteleds;
TCCAAATACA
CGGGTCAMAG
TOCASCCTTC
TCSAGGTSIC
GSTAGCTTCG
GTCCTAACCC
TCCTGCTCGS
AgGGGATYTG
CAGC.AGS. A
CeTGAGRCS,
GIGACAGAAG

gqaTeTT, T

OBR. 4a
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1896 17:18

Trpe:
GGCTEAGSAA

. N
L2t

.‘-F‘ Ic’l
SCAGAATAT
(‘"’

CCCCTTCtag

C TaTTCTACTA

GCRAGSAGGA
CCAQLITCTG
GGAGTAGSAA
CTCAGeCATY
ATCCACACCC
CTCTCARAGT
GeCAGSTLGA
CCZCCCACTT

GTICICTTAAT

AGIITCGETCN

AGACTCGGSS
CCTGSAGCTG
TCCCETCCAC
LCCACCATSS
.CCAGecece
AGGT.gGGas
TCCCCCA . CC
GAGSATCS.C

eTGoCCeTGe

N Check:

AGAGTCCATC
GGSTAacTACA
ARACAACCHA
T CCATCICcAg
CTGAGGAGAC
GAGCCCCCAG

GTCTGSGATC

CTGTAGCAGT
TZCTCTCSA
TCTCCOLGTT

b et etoleieier
Rk AR LN T s t\

GGeTCGAAGE
ACACCLCAAG
CGTGAACACC
CETTACTCET
CTAAAGACGS
ATCCACCTCC
GAGGTTCAAG
lotetaialeelyyuiel
TCCCCTGaAA
eGGaTeArcA
CAAGC.AGAA
cTGaTGaadA
ACGAGTE..A
TCCAGT.cCA

Sia7



181
1701
17351

1801

1851
1301
1951
2001
2081
2101
2151
2201
22351
2301
2351
2401
2452
2501
2551
2601

GLTCTTCTS.
GagAgCaGeT
cTcAeCT.
A.cTCAGS. T
GGTTAA..GS
ACCTTCA.CCC

TWCCCTGS
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ACCTAETICS A.TCAGRCAC
TCTAGORTEG gTCAGAAGGS

CAGCCTGRTG EC.AGAGTGY
TCAGTGCAGA ACTAQGT.CA
GoLECTaTerl. AAACCCITTC
STTTTCSETE TAGCSGSOAAAA

TAGAATACAC CACACTTTTIC

CTBACTTCAC
CTGSTTICICA
TTCCCCAgAg CA

ACTCGLTITSC

ATATGSCTG

AAAGCAGCAG
.CCAQCGTGS
CACT.CAcCC

CTTTCSAC,. T

GCAGGT.CAG &C

CAGGAGATGS
TCACT.C
TT.CCCCATT
ACTCACGTAg
CCTCARCCTC

CecCaCATCT
GACTEITCCC
CCTTCSTACTY
GTTTGCGETG

AGCTTTATCCA

TC AAACCTCTT.

CTCTCSTICA GCCAAGSACS
¢7.CCCCAGA CATgTgCCCD
CACCCCT CgAgreCeTT

ACTCACTICT CTCATCTSTA

A CAGCGAACAGT CTIGTGSALCS
AGAGAGACGY TCGEIGICC

cca CAq.AGCACA

T.GGTT.

T.GCCaTGCC CCT.GUCCA.
CTCATC.ACC TCAAAGTACT
LCAGSE.C AgTGACA.CT
GSTGL,AAGSS A.CACAGTCT

A
Aaa s

CCAG.
GCCTTAGTTT AgCCTCITCT
CATTAAATCA GUTGTG.AAT
CTCGGTCaGE GEACGCEGAg
TGCCAAGACA gCCTET.GTC
GGITAgAgAG eCCLGGeCCl
GCAGACTCTE CETTOTACA

ATGACAAATG TTAAAAAANAG

TACCSTCOAC CTCGAGTSGS

OBR. 4b

51

CATTITCRTCS
GTGEGeGAGT
CAACTOEGTA
GTAGSTATGT
cCT.GRICT.
GAATGTCTCA
AGCTTCTICS
AMAGAAGSTS

TGETG

TIIGS
CAGSCCCAgC

a accurss ‘Gn

ACATGATTAG
CAg.CCCCAC
Ga?T.CAg.CA

o -

CAgGOTACTS
TTCATCgeT.

TAGG.AGCA
TGAGCTGTICT

CICTAAGAAT

GTCAGGGSES
ACTCCCGTCSS
CAGCTTTCCA
CAGCACATAA
AACTCTTTCY
GCCTTCGTES

G

CAGR . CAGSS
CCrTesGlcs
ACTS.Cltax

i atetesetii
Ccuﬁ-hhv -4

CACCT.GGCC
CCTTCSTAAG
AACACAGETC
TCTAAGTGAAR
GUTACTACTC
ACTGECCTAG

GTGATSIAGS

TCCT . AAGS,
T.ATCAGTgT
TCA . CACTCA

-

CCE . ACGGLCA
GelCTes. .6
TA.GCAA.GC
ALCATGTAT

AGCA.CCCCS
CTA.CTCAQC
TGTCTGCTAq
AGAAGCTCAT
CATTGAGTICA
AGAACTCCAG
AAGCAATAAA

COTCGAATCA



Length: 12832
1l CATTGGAGTC
S1 CA.GGAATTC
101 ACGTTTACa2G
151 GCTCCTgCLC
201 TGGAGCGITA

251
3oL
isl
401
451
S01
551
6§01
651
Ta1
751
801
851
201
951
1001
logs1
1101
1151
1261

1251

GGTTGTGAGE
CGEEGGYCTE
ACARATTCTG

CTGGTCACTC

CTCAGATCCG
TTAGAGCETC
AAGTTGGAAA
CARATTTGGA
CCATCTCTGR
CCACTCAGST
CTGGGAACCA
GAAAAJACAGA
TCATCACAGT

GTCTGGAATA

AAGCTGLAGS.

TCTCTACCAA
TATACCTTICC
TACTCATTCA
CGAATCAAGS

e

SK 287890 B6

CLOTAAGTAC
CAGSTGGAGE
TGTGTCTGAA
TCCGTGAACA

TOGEAGCATC
GTGGGAGAAC
CUCAGGATTA
TATGAAGAAA
TGaGGTGGAg
AGGCAGTGCC
GGGATGAACA

falsaladadad Saladel
C\» P N N LSt = 2 Y

CATTCATTCEG
GCCACaceT

AGAAATAGSA
AGTTGAAAAA
TCCAGSACCA
ATGGACGLCG
AXTGAAGAAG
CTACCATGAG
ACTCAAATTC
TTTGATITAA

TTATC

TAC

GGCGCTCTAG
CACGAAGSTSS
QCAGCGGSAG
CGOCCCEEAA
CACGAGCGAT
CCTGAGCTAT
TGGCCAGSCS
AAAGTTGAGS
TGCGCGATTC
AGGAGSATAL
CAGAGCTGA

AGACCCAGAA
GCCAAGTAGE
GOTCCAGAGT
CCASCAGGA$
CCTGGATGAT
CCATCCTATG
ACTCCCCCCA
GTGCAGELTC
CTGGEAGTCC
CAGICACATA
GCTAMAAGCC
TTTATCATTG

TAARAGITTITA

CGICTACCTC

OBR. 5a

52

ANTAGTGGAT
CCTTCTICTG
CIGAAGGAGS
GGccaTccge
GCTGCTGGTG
GGAAACCTGA

AGAGTACAAG

AGTGALCTAAG
AGGAGITGGE
GAGGGeTCTIT

TTCCAGTTTA

CCAAGATGAA
AAGRATTTCT
GACCGAGTTG

GIIGICOTCT

AGACATCAAC.

CAGARARAAAG
AAAGTCAACC
TCOTTICITAG
TITITCGGLC

0 o g s g s
GAGRGGTAGT

CCaTaascTy
TGSTCATSGC
TTTTGAGAG
GTCGLTCAGS
CLTGTGCTGS
CGSTCCTAT
AAAGCAACCA
AGAGAAGTTT
TGGTGAAAGG
GAGaTGGCAG
TCGRLCTGTE
CAGCACCTAG
CAGCAGCCIT

IP s s pu . —
WA AL A

. e ——— s
TiuaLAaRCAT

GAATACATIC
TAMAGAAAAG
GGGCCaACTT
TTTgGGCCGT
TcCARBAACTG
CTAATCATGE
ARACCCCIAT
GAAACAGACR
TTCGTGGCCT

CGTACCCACT



TRANSLATE
generatsd

l3cc.pesn

=

SK 287890 B6

1

of: 1S¢cz chezi: 2389

symools L

Length: 4
IGVTRWRASR

LLPQVEAMARK

LDSYZZXZDK

SWKGMNSQVA

18

- hsad - vy s
REGATZEWUI

DHSSRTSAGH
LYQLP*G*X2?

ESSLSIPSTS

to: 417,

17  Auguss
IVDPRAAKNS
AIRMAQVERY
ESXHATNRTW
VIZZMAAQIR
SSLQQPSNLD
QUETTYTAGNQ
L2SFGPRLE"
KSTXPLLYLY?

AGGRTHT

/46

fzom: 2 to: 1253

23, 189%% 14:32
ZRAREGPTTC GRGTITARST

VPEHERCCAWNC LCCGCEZVREX

11

WENKLAZVQOMX EXFLVTZQRY
EVEQSRQEVV RSVLEPQAVP
LPPAPELDWM ETGPSLIFIG
EIGPSYEEFL KZXERQXLXX
WTPLAVQTST PXLELQQ*RS

PYFFLIVFLR XQTYSTIYEd

OBR. 5b

53

P Check: 7921

QRQLXZAFER
LSAGNLYVLY
ARFRASMVKG
DPEEGSSAPR
HQDIPGVGNI
LPPDRVGANF
SHIQKXKANHA

KVLFYGLRGL



SK 287890 B6

12/46

XD

10D

OND

RM4

OO

33D

Ehha)

¥ld

244

N A
1905 B0 A K]

1 3
23N 21l

Y I
209 34N

I A
1i¥ Ou5

1T A
11D DYY

1 3
QLD ¥¥D

¥ K

DD O1I¥

LY 90O

200 YOV

YOO Y1l

N
R A

I
AR

I
ALY

a
Y0

A
N

b}

vy

ONVD

L%

OVO

210

N
VY

202

L34

AL

21D

OvD

H AN

DOY

0¥

LOoY

a
23D

Yvo

2V

O1D

2L

ND

20D

033

ol 4

P AA

I
JL¥

Yol

¥

J30

AN §

20¢

200

WO

i23%

b
Vo

LiL
130
D¥D
oD
PARY
XYoo
AR A
oD

’
Yol

a

IVO.

J0¥
¥3D

204

YOO
v
XOlL
oLO
¥29

LOL

B9 ™8O

1
LD
TLS

200
118

200
sy

ovy
16€

oYY
1eE

YL
1Lz

¥ao
| §4

%O
151

OND

0¥
1€

S
LI¥

S
a0V

¥
Yoo

S
Yoo

9
999

o

200

¥ol

403

¥22

1oL

3
ovg

2LL

ovn

201

1
013

J

1I2

oAy

o

oL

o0%

221

OND

20L

DLL

X302

223D

L34

222

104

XD

O
%D

¥NO
290

I4Y
S10
032
199
L AN
o

YLD

195

s
20¥

s

N

YYD

122

ad¥

Y30

ILO

230

¥9lL

222

A
VL

LYY

O¥Y

oY

A
oYY

o

0L

13k

240

%25

AR

o
oYo

3
OND

¥
220

A
ovy

3
O¥D

¥

J20

2L

Lld

¥ad

o) |

A

401

¥OY

N0

BLA

RAA

210

220

009

s
ok

O¥D

200

ARY

Yoo

Yio

J¥D

100

BAA

829

B
BRR
15 41

122
15:44
Ty

200
19¢C

vy
10¢

oLV
1ve

1oY
183

230
(A

Do¥
13

0¥

54



SK 287890 B6

13/46

Y
DD

203

LD

vy

Ll

AN

H

o) fo}

¥DO

N30

131

N9N

o0

X
Yoo

¥vD
300

8
20V
324
Yoy
Ol
120
NY¥D
Yo
30D

200

Y
Yoo

oL

IO¥

oL

N

or ) §

VY

OLO

oW

LY¥D

1
AR A

M
201

129

230

u
o¥3

'1
oLo
A A7
204
102

‘1
Lo
oo

I3D

20V

i
30¢

H

DA%

OND

 fo

L3D

23

AR

200

122

YD

A %]

200

.
oY

o190

210

ND

ol fo)

oL

H
VO

U

000

oYY

04D

X092

193

¥
230

YiLO

3¥O

103

13D

20

N

W

Y10

0¥

Y30

¥20

vy

1
o120

o) 41
Y20
OLL
k!

H
N

1
QLo
00

2L
LY
H

4D

¥o2

4g '¥8o

g &
0¥ Y
16TT

¥¥o ov9
1eey

200 43D
TLIT

000 ¥YV
iuar

n 4
20&L 23D
1507

20Y 222
166

LOL . WND
1€6

V9 200
its

OND 935
118

elo) RORAN
ise

100 QLD
169

¥Y DO
13%:]

1
oLD

o019

21D

oND

oY

ald

RAS A

&1D

¥

o0%

0L

4.0L

RS

H
NI

ONY

el 44

L0

D10

DY

oWV

YO

OND

NOL

192

 §
339

oW

\'po

YD

B

oND

320

oA A ¢

©

0%

322

o]
oyl

DNO

ka} 4

Lo%

oLL

00

013

1OL

AATAY

123

oNY

ISAA 4

s

s

[ra) G oA

H
hA i)

INO
309
Y22

Y29

LD

d
Y35
il |
oY

¥vyY

¥
00

Yi0

o)

SLL

VD

H
XD

YO

200

Oov

A4

29D

]
oY

100

1OL

202

O¥D

2LD

20D

200

200

990

O¥d

A S
D19 DOY
13:248

432 131
1021

209 91>
IPIT

200 91D
1801

H o4
IXD 120
1Tot

220 O\
196

Y¥O YOL
106

41D 20D
Tre

21D ¥32
8L

LI DD
1L
1399

¥OY 139
109

55



SK 287890 B6

14/46

VOO QLY DIO DV DWD YOO 000 WLLL WD WD OI0 JI0 DID DYV WHY DI 10D DAL S¥O OLL

2 § § M A O A XY ¥ Q@ O s ¥ 9 1T A A T & ¥
2D OSY OOY 904 219 L¥D D10 O¥Y IID DUD OHL DOY DOY DDHH 91D 21D HIH HYD DID IO
1661 1267

W H 1L 3 & O & I A2 @ 9 I 7T 1 s ¥ ©» 1 95 a
OLY J¥D D2¥ DY YO¥ 299 13D DIV O¥I J¥9 999 YDV OJ12 DIL 321 OYY YOO DID D090 WO
1681 1981

d O 9 2 A ¥ ¥ 5 4 a 2 1T ¥ ¥ H s 9B a4 s S
I32 VYD LD 153 9195 10D I¥D D99 11l 2¥D 151 21D 22D YOO O¥I DY 9299 INH IDY 321
test 1087

T 7T A H g ¥ % A 4 9 ¥ 1T ¥ 4 ¥ s H 1 x 3
01D D12 DID DYV DY9 10D VWYV D19 D0 999 LYD 51D LIY DDV ¥9D ¥IL OV¥O 21D DWlL ¥YO
Tl 1S TAY

1 5 3 1 ¥ 0 9 1 A X 9 ¥Y ¥® g I 4 1 2 9o b
OLD 1DD DYO SID 22D DVD D29 OLD OYL DVL DII J0D DD DYD HND YOI O1D 1YL 29D DHYO
TT1LT 1891

I X A 71T D 9 19 s £ 9 3 T 71T I K I I KN A M
O¥D DYY D219 D1D 9%3 D29 9312 231 099 199 Y¥D SLD 91D HYD DIV DLL DIY OV JLD D0
159% 1291

d 9 3 4 A ¥ 9 A T a4 A I ¥ 4 s ¥ 1T O ¥ 2
L322 D90 YYD XYOY 015 109 ¥D0 INI OLL 122 219 LIV ¥DY DOD ¥DL OOV HLI ¥DD ¥DH 1ok
1651 1857

W 1 2 4 ¥ 4 4 A I T ¥ A N M A ¥ 2 D 1

1€61 1051
o A ¢ B a 3 H Y H A a o 43 s o Y 2.1 )| 1
220 XOY DND DVV DOVO DYD SLY DDV D¥D 819 I¥D YDD DL 334 30D ¥OY D050 DLS D93 Jld

Tl 19 2 A¢
O L ¥ M H A 3 3 ¥ X 3 X € A & X 1T ¥ 13

DYD DVD SOV D00 DDL D¥D D19 VYD YYD ¥0D OVl D¥J IVl IVD 91D VD3 OYV DLID ¥VV 9¥D

1%y 1BEX
5 1 1 A 0 3 N a 13 R B 8 d 3 H s y Y D
JOY¥ DLD D12 D9 190 9¥D DVWY OVU9 DVD LDV WYY 333 D9OY 002 OYD 553 DOI YOV DO Don

15¢1 1CET

OBR. 6¢

56



SK 287890 B6

15/46

A
QLD

avy
oy
213
201
¥OD
VLL
o¥D
139

i
avD
20V
101
200

d
jo

P
WY

)

2oL

oM

0N

LA Be)

Yy

229

Yoo

¥oo2

o)L AN

oWX

D10

334

2020

A
210

207
090
XD
29V
200

a
YYD
200
09D

t
vy
AN
200
L

Y92

AR 4

VY

XD

M
V0%
ovo

d
335

A |
209D

o
120

i
N2

3
330

d
oLl

N
Ly

Q0¥

o0¥

o0¥

ol Bu

¥20

H

LA 4

A o)

9

NOO

1
ALY

d
Y32

4
2LL

3
LY

Yoo

wWo

LD

o I A

Yol&

009

DD

N30

H

Ly

JaB B3

Q03

NEA

oRO

A
A AN

100

1oL

pAAR

VLI

3¢

12%

21D

00

]

WO

X0

oxRDd

LO¥

S
30V

OvO

20D

J0%

=z

o0L

P9 'H80

d I
V30 DO¥
16L0

¥ O
20D DNO
1ELL

h.| s
OWY ¥OL
1L92

Y] I
21D LON
1197

I d
Yi1l¥ Y¥O
15314
Ny
oYY YOy
16%2

a X
OO oW
133 24

a 0
12D INO
1LET

d s
Y20 00
11€2

d |
¥2J 1vD
182T

T ¥
%13 W29
1632

¥ 1
DoY OlLD
1€12

A @
10 122
1L0Z

d H
232 D¥D
110¢

a
OND

S
39Y¢

d
A ¢o ]

0
YYD

1
LN Aol

Y
200

s
2ol 4

1
dLD

1
110

)
YO

4
o2

o
000

d
922

o
JDL

3
0%

oYY

3
ovd

d
N33

5
o¥Y
K |
ovd
d
132

O
20D

d
J90

M
SOL

b
owY

0
oW
D¥D

X
20
10¥
122
YOV
Yo

A
QA
YO

BB

N
oy

¥
D00

S
201

k!
Ovd

d
oD

1
LA o)

d

¥2D

DL

20D

220

YY{¥

oW

LY

A0V

o
Dod

H
YO

s
LY

3
OND

Yvo

9O

H
b

¥1d

oND

210

S\JD

LD

439

2090

200

K|

AR

Yoo

v

A 4
30

T

¥21L

23L

A A

22D

331

oy

¥ov

312

b

oD

¥o¥

LD

AR

A K
OLlD oY
1847

20V D12
0L

013 208
18424

¥O0 oY
18S¢

LD O0¥
1Z52

9]

21D 100
18¥2

H 4
o¥¥Y ¥DO
10%T

OXD ORO
18444

JO¥ 9ND
1822

M d
2oL 120
j844

90D ¥IO
1812

a1 123
1012

303 D10
1h0e

H O
OLY 151
1851

57



SK 287890 B6

16/46

89 'H¥dOo

D0V JLD D22 995 11D 222 ¥OHD D99 15D DOV WDY 0OLD 991 DD ¥IO LLD BYO J¥D VIO DOV

15343 1TYE

J¥D ¥09 DLI Q0L SVD JVD 15Y¥ JIY DOL 1039 22D ¥hLL D09 011 DYD D3O ¥ID 100 120 200
16E¢ 19tt

dDL 111 ID1L ¥9D O¥D WYY YOV VVD DDD 10D V14 DVYD DYD DDI VOO WDD VYD WDV DYD VND
. TELE TOtE
102 ¥22 DD3 1Y) VWNY VYV OL3 91D 20Y¥ DI J91 003 OVO 13D VOY OLL I¥D ¥ D31 22D
1Let RAZAN

IVY DVD DYV 20D 909D 129 YND SVD DYD DOL IDD DUV DOV YOO 31D VOY 24O D90 23D 00D
11TE 18Tt

Y33 DLI XOD DOV DDD 119 22D 2L 29D VOV JVY WD 13D D01 D01 VOO ¥OD LDD D13 210
TSIE ITiE

*» d4d ¥ N 4

QLL 309 W09 YWY D20 DAL JVO Y30 JOH 900 D00 ¥30 .00 J9L 0D VWL 200 DAY JWY 9%

. 160¢C
‘1 © o5 H A A ¥ 4 s H
DL OV 09D IND OV¥Y D19 DOV 001 2OV DO

TE0¢€

o 19 @ 1 © s a 4 a 3
OY¥Y3 HLI DYD JL¥ 3IDO 9DL D¥D ¥II 1L OVO
1167

L A 1 5 Jd ¥ ¥ ¥ d I
DY D19 911 DDV OLL D28 YOO 109 ¥OO DY
T16T

A ¥ A ¥ ¥ 4 34 ¥ 1 H
519 VYY D19 59D DD DLL O¥D DOD DIN OND
1582

180¢€

v 3 8 ©®» ada 4 ¥ 1 I 2
209 L& 29V D99 1¥D 13D IDD HID VOV DOL
100¢

H 4 A ¥4 A a D 5 g 3
OLN OO DV D9DD 11D 12D NI 995 DYDY wyY
. 1v62Z

¢ 8 § I 99 L ¥ I a 9
OYD D9¥ 29Y¥ DIY OOD 1D¥ 20D DI¥ DVD YOh
188

i ¥ 3 8 H T 8§ 0 I o)
OLD DY VYD 19D L¥Y LLD 1J31 O¥D YINY VIO

TI8T

58



SK 287890 B6

17/46

D

O¥lL

230

ovy

Yol

¥Ov

20¥

LA §

3090

YYo

OOk

009

AR

Yoo

ovv

13D

oD

OLd

¥30

2L

vovY

DL3

VYL

AR

200

10o¥

200

200

IR RY

00lL

h2e) 4

120

ND

320

2L

422

010

J0¥

OYO

340

199

332

oV

ooV

LY

220

321

410

¥ov

AR

A AM)

21D

A%

£ P

WD

Yol

oY

AR

WY

VOV

130

Lo¥

209

Y24

Yo

230

0%

Yo

304

LAad

200

232

49 980

0¥ WO
T

433 OND
T50F

YLD 420
166¢C

480 DLD
1¢6¢

LD ¥OL
TL8C

Q¥D 230
118t

1o%¥ Ylo
5Lt

DL LDO
163¢

009 O¥l
1€38¢

DOD ¥Vl
1L6¢€

DO VYL
11s¢€

2200

43%

9} 3]

LLI

1oL

Yol

OdJ

L3O

010

¥olL

ND

¥o0

DNO

1OV

0¥

LLL

OOl

YLD

JLOY

Yol

BAek)

QoD

HND

00

20V

oY

N

D23

Y2l

QLD

oD

20D

oND

IOV

339

N2

¥20

00

530

HARY

Y30

LND

J0kL

DL

oNO

DLO

O¥D

Yoy

Yo

204

¥DY

LIL

DYO

0¥

200

o010

HAR

AVD

139

o¥o

RAAR

D10

RANA

030

VL

¥ad

ovd

100

900

¥OX

VOV

\NOD

YD

100

YL

021

NS

N3

13D

Y920 D01
iso¥y

Q¥ OO
1Z0¥

YO DYO
196¢

NOD 1¥O
106¢€

Y32 D90
184:19

D00 1oL
8Lt

19D 121
IZLe

200 420
199¢€

J0Y 213
109¢

13D Y30
196¢

ONQ 21D
1§:22¢

59




SK 287890 B6

18746

oYY JLDI 11D

9v¥d 230 000

B9 'yg0

DOV O¥9 YYD DD 124 ¥2Y 22D LIY D1LO DVY

03 123 YO
YOO VIl YL
YOV YLD LDL

XD DOY¥ VDL

YId

N3O

sl )

OLY VYO Y01 ¥Ol D99

JO¥ 19D 11D DDV DOL

Vol J¥YO 1LY DVD D1D

DLl 49Y WYL Y¥O
19SY

NV ONY WLY OWD
T05%

40D ¥3D 401 11D
18444

DV DAL D00 LY YO D0D DYD DHOD NOD D09

9oL

o¥D

o) {

YYY YWY
965P
009 LOL O¥D
TESY
D00 DI3L 004
LYY
TIFF
19D DDD ¥OL
I1GED
J4L DLD 2OV LLD
162Y¥
O¥Y Y24 DOL
1ECY
JDY VOO NIX
Ly

¥¥O LOL J30¥ DIV ¥YI
DND DDD DXL MDD 221
L3L YOO L¥D V3O 1Dl

99Y Lol O¥D VDL oY

8¢P

D D¥L DOY OLD
1CEY

L2323 200 YOO Y1V
13144

J3Y DL JLD YOV
10Ch

D00 Y2D 99V 209
IvTY

60



SK 287890 B6

19/46

(=~

99

oOoCc o0 0O o Q

[ =]

£

[~ ~ B« B o I~ A = |

SLJdO}

MANS

aat
NSQa

EL ¥80

. - .
- - o=
- . -
D
- . ow

LHY

19OV

NLSY
T4dW

D T e e ond

R andi o R I R RS Y

Gs
{S
g8s
gs
s
4]
6S
S
198

Gs
|8
gs
9s
2s
/s
6S
pS
£s

61



SK 287890 B6

20/46

1

6l

QO O O S

L= I

GG

OO0 0o oo

STLWGY T3 39

4S5 TSNA

S

-

-

-

SNDDS

S

4z {80

¥YRAVPDOD LN

- o ew aw = ww e o = mm e e e e W o=

NHSASTSS

-

[ |

AQVERELRC

ONGNIA

- . w .

-

«.A.
gs
qs
)
1S
GS
IS
£s

GS
1S
gs
9s
oS
FA
6S
s
£s

62



SK 287890 B6

21/46

¢ 19H 1L

(]
86!
0

[~~~ I~ i =

6S

$8)

[ = B~ N~ I o B}

- -

LO0d7AME

AAQOAIVIMNTINNTATSINAAAHONILTDS

—

-

-

-

-~

NAMGS L

AAVINAAY

3, ™80

- . -
. @ -
- . -
P Y

1M3i

HHD

-

.

-

A3

TO MM

-

d

1

-

09

95314

v e oy em wm e

{4

£el

handlR )

Gas
IS
gs
gs
2s
/.S
6S
$S
£s

GS
IS
gs
gs
¢S
1S
6S
bs
£s

63




SK 287890 B6

22/46

WY RSOMAAAIAY T INNRANT

Q
¥9¢

g

o 0c O o

14

ite

Lo - JR R =2 ~ 2 & |

P. ¥80

ATSTCISAVNAIADALL4LLS

e Wy ww e ww e W e L we e e W e 4k W e e e e e Gwe e

v

- -

-

-

S3SLSHSNS I 30 8S)

-

-

- e e W e e e ww A

-

-

SNM XS] S3SSsHS

661

Gs
1S
8s
gs
oS
LS
B6s
ps
£s

64



SK 287890 B6

23/46

ke 3

0
ote

(=T =N~ R = B~ I ~ ]

Hd

8, 80

4ASASSAHTALISOINIOWLHONTMY N T TMI

-

-

-

HVY d

|

- .- -
. - -
- e -
- ~ -
- & -

- - -
- - -
.- v -
I
- & -

NS

-

-

-

-

-

dSMYSSYNSSS

-
)

[

-

o

1S |

- - = .-
- e o~ -
- . e -
- e o« -

- . - -
- - - -
- e - -
.- e . e
- - 2 -
- & . -

4 SHH

- . o -
. . e -
- .~ e -
- - - o=

L
- « -~ -
- & e o~
- e -
- e = =~
- e e .

61

86¢

. g e ym e pw

651

592

T o g . gm -

Gs
IS
B8s
as
oS
1S
S
ps
£s

GS
ls
gs
gs
2S
1S
£S
14
£s

65




SK 287890 B6

24/45

QST NTIMSHUNAQIYANVLIEAS

0
iy

0

[ R += T e B o S o

152

o]

£ag

[~ R B e A > 2 I ]

L e T T

M2 SS

-

-

AANSHAYUNNIT

SSSHHHY

-

-

-

-

-

-

-

-

-

L T A
- e e e ow - ow
L A

I R
- e, wm e e w e
- - s s e = -
* « « & e e -

3L

-

¥8o

-

I

TSHOOdNdMN LdVIIADIHDSOLTISN1T883S

-

-

-

kot
}

}
|
}
!
|

gt

P T e B

Gs
LS
s
s
28
/s
6S
bs
s

66



SK 287890 B6

25/46

jse

cor

oo oo an

14

62k

[ I o= B o= R s R <

- -

- -

-

-

LSSENSH

1Sd L

-~ - m e
> e e -
-~ e = -

R
- o, . =
- e e -
- . e =

3051

-

-

AANY

-

A

B2

-

-~

-

wd0

LNdS

dAB10S

-

-

-

-

N

-

-.---xOm_mm_zxwx240w<g~x§xozgcm>o

- . -
v m e -
- .- - -
. e - -
- . e -
- - A o=

- . - -
- . =
- w = -
~ = w om
- . - -
- - - -

bee

ocy

162

L6€

Gs
is
gs
gs
¢S
2S
gs
bS
£s

Ggs
1S
gs
gs
oS
.S
Bs
bS
€S

67



SK 287890 B6

26/46

4z ‘480

0% STRALTIIAINTTAAISIVYINSATAIAIAM VAN L T ¢ =
e <
BS AdJADALMNAINITIOQdALINISVLLSSIMNALA3LS 96 8§

T T T T T T S ¢S

|
} /5
!
f

n m m e m m om m e = e m m a2 m am m = e = = e @ w m om m = o e .

(= I I ~ IR -~ |
1
{

g£s

:m.r,wm>>_n_zgx.:_“:\fgn_m.da\rm:_--.-----.. st GS
6 AT TTSHNVUIINDdIdddSSSdSdINAQGYLOALTLY ¢t gs

- - gs
2s
/s
6s
s
£s

o O 0o 00 o0
¥
[
[
[
1
+
'
¥
]
}
»
‘
'
?
4
t
1
[
1
]
[}
1
i
&
]
'
!
[
'
‘
[
’
'

- e g wee e v

68



SK 287890 B6

27/46

12 {480

QvAgwu4>m~<w_>_zmuhmoga>am&42mo>xhq

0

- o ow -

- - -

885 TV SIAMNASSIMNVASHINTIALISAN-~--0- -
P D1 48SATADLO- o_umguJG>mm4QZHXm-

mwmew_>zw4

0
0
0
0

obb
0
195
vi
4

[~ = I~ R = 4

| u

A

C > —

I
q
A

L]

.40>wqmuu

A
J
3

-

- > m w e e

o_

VN

wzq§m<>

Oo,

-

~

-3 - -
e e e e e
e e e e e e a
e e e e e e e e

- - e e * m e = -

LA
--4uv9
oSl

- - -

EOD.ﬁEEh&zxqzm<>

-

“«- e e m w o~

xzmmDZJthzq&>szD4quzx>m>x022
Qhow<hcbcw§
Elltn - -

144

29§

o e ww e DD

gov

625

- e e e eus g

Gs
1S
g8s
9s
s
.S
6S
$S
£s

Gs
}S
s
gs
eS
.S
6S
ps
£s

69




SK 287890 B6

28/46

L8 d4IAINDO KX IA

0

— o~ — — - -

B3 VdXdOODTIHNWOOMN 1A

66
99

DO C O

Ou_cxonL SHS -

-

=z

<Oo

um_.frocc-

e « e =

O
- . = -

{2180

AV ARNEATIRT LD

- e ae e e wm ww en e o e awe e

IMOSLINTA

- e e e e N = -
- m m m e e oW =
- e wm e e e w =
.- e w4 e A e -
- = e e e e W =

_D>>>v_,_(~;_ma<v_uz

- - -
-~ = =

QLWHI L
FAMAlA
dTLTHN

-

* . . e e = - =
- e = e e e W =
D

2304 7#ux~® 105

—-— At dr e v e . ae we

TSONTI43a 10
R I Y B B U B B <
- o400 -

v e e e m e e = = om
- . % e e a . e = =
- @ e A m m w = e o=

OMSSsal I 1N
AN H
»id3
THH O

- = e a4 e w wm = o=
- . wm = e e m e e o=

Y

919

i
£9

- e wme g

WO a0
W W WY

2s

70



SK 287890 B6

29/46

£09

a

FiL
sS4
ot

oo o oo

¢ls

199
t24}
"BL

[~ B e R ]

A4 d80

AATIAHVYON - - Av_x>40<zzz.O>><m20u<v_>
INSIAVIAVIAW- - A -t

HOAAASILOJAHUDSOHDSYHIAISLIASSSLALS
wI&qEE_JExx*mm<z;o®2>z>xz<m0024_L
INIAVIVILND >o@zm0><m1~0@zo<~mm

- - a = o -~ - o= I .- e = . -

-

A e e e m A m e m m m m e e a wm e wm m e e m % m m m ow w e e e = -
- & e m m w = e e e -

- e e m w wm e w e m e = o e m e m oA a e om =

> A w e m wm m m e = m m e e w % e m oW wm om A m e e = om e w = e ow

._hzmgcz.:_mv_s:xwgzmuu | mm._z.,v,u<mm<z<m._.

B . T T - - . e e e = - e w e e e o= - . n = e

QA LSV I 15SLDSUNS SN SHASHTIANNISLd
IAOHMId 1 TISNWSTLYLSTSSANIN TN THNA
| Odbdd - oo - -

- 4 e e W ®m A A wm e w e e m om wm m m e e om e w = = ow w o=

71



i£ ™80

SK 287890 B6

30/48

72

2 SATINTALINAIVTAANTINANDICTIAIANISD H IS 359 GS
[x HALHIISSNTIDSLAVAYOISNOROTALIIAD T 97 v
0oL £4>G,_wmxwu2wb_n:ra:,:xmuv_ca INTIIMNd SR Qs
CHISAI I TUNMNIAYA- - - - - -NVHIILATIAQ ot 9s
.:;m>_w-,zocmmmm.,.---,--mz.bowov_u_uumb. 174} ¢5
0 - - = = ~ & &« - e e .. “ e e e e - - - - 4 FA
m_oa<wao<§uz><§ R I I AT N AT B BS
1 Y e e e e e e e e C e e e e e e e ) ps
0 = = m e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e £s
99 v_zm.:r_.u.Pczoowqgu&<<-,§>>ummumeOw ¥09 gs
S 0O1TAIVIIAAZIAV I IVIN THHUWHLAHLSOSYVNTWLA €@ IS
D GEINAANNdYNITHSTAIN INMANTITZ LINLNSA SK s
8f>JJ:J>th>o4>u>o>oc>§x»>wwszF<44 a5t 9s
B M) - -UHSSOSADA LY - - - - =NISVAIsd o s
0 - = = « = =« - = - 4 m - e e s e st o s e e - s e e - e e e } .S
B = m e e e e e e e e e e et et et e e e e e e e s ee e ] 6s
D m = m s s e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e bs
T T T T T ST £s



SK 287890 B6

31/46

$eL
443
S¥8
B3¢
902

64

20l
1323
Zin
ore
6L1

g

ws '¥a0

J>>4<Ogmw4<>wqwu>mzzzm-agmcmm&OPm
WIDVYHSTdSSNTODSHIUDNLOAYINJdDILLLS
mmxwmm_xhw<m>4m*mxzoxmgqumemhz<
ILNAQITHIMOIVNNHSIOMND- - -¥17--NSSS
- ->mml_n_v.<zzwc>wmxohmha.d>- - wm4v~m

.- wm m w e W m owm = e M e e e a m m m e e e o m e e o o= - -

> w m e e a~ @ w w o= T P T T T S AR - - e o=

dNMNMNSOHVYHHAOTASSSNVAAUHAAL IO SA3 D
SdTDASADYTHASIAGISSYSTIHLVYVSTIOMNO LAY
ddNdVIUNDY TIJIHLAIS-IUHHNIQ I I LOI AN
dOADSIVSTLIYH- - - TADIN-SLSIVNASd- 100
mqmwﬁmm4<<&0<-~w~w>> wm:‘ucmgmgoﬁ_xmx

€oL
(A}
£ig
ive
0B}

GS
1S
g8s
9s
s
lS
6S
s
£S

Ggs
IS
gs
gs
08
1S
6S
ps

£s

73




Uz "80

SK 287890 B6

32/46

74

008 '\ASASTOANLDONIN QI QALINANSODONT T YT ANG B9% Gs
TOT TP ASARINIADONZIVAIVIS AMAVLV AgY ™ ~ 77 7 7 ¥ Yo
6 SLSLSADALMN THHWAANVODINAd-Od41 - -~~~ &8 gs
w.n<m:mumums:.v_0.gcv2>_o~..- ~ - HddA- - - - G 9s
:&z:c'_mzmg.:hmgfz_n;u: Dn:,_,----. 122 ¢s
D = = == e s e - S e e LS
i xv_m<xmcmz@xgo\/md\s_xwuL_,<:<>ZZ&_Oagw Eil 6s
I I T I I ps
0 - -~ =~ ~--- T T A £s
.BnZO,V“GAOEmZm,unZZOQ-_v_>>mmvo§>>nwu@n_> SEL Gs
W SHINIdAL-YOdHHMNS I GdASHdYSSAJdVSdVdd sv }s
mB>m:m<mh>mmplwwcn_nmmm<mwamm.wZuh_ar__x avg gs
062 -DVINLSI 43 SddEHDO - - - .---Z.:Om_co 632 gs
% GSTHSNITISddHD -~ -~ mmrm s Zs
0 S R I8
ﬁwwm0m>0v_m6<_u:mmmn_‘rn_muwmumzwow/\m:\__ 08 Gs

T T T T T T £s



SK 287890 B6

33/46

998
69¢
0.8
{5¢
vae

tle

£eg
see
186
ore
{92

Bl

0L ™80

NAMTdSHDIAUO4WA | SNTTINDJODN WL SO
ASd I AYNDSNDDODISAGOUSYSDT1ATLINS S L
0QSA4WddVAV4LIaNIId | QYYSLSSAALASN
INSS-------- - ----7HL0QTODTIVIG
VAS----------------141§STdOATISdH

“- - - - - - A = 4 e wm e ®m e w = = o= o= - . =~

v_._o.ﬁcwx_wmwv_Jav_wgcghzm>>m¢w.~amwowo

4

OMANNTALALIMNAAVYIANINOTISSI I SNTISOUNT
VADIMNSLSOIANJHSINdUHINSSdddU SOLAAd
DUNTTdSdSAd I SNSLSALSNSUNAMODMNWM TS
AV - - ---"NSHMTTIUOINNSIVSTIdHHDOVISTH
VHY - - -SSHJT1JODIN----OTNHODSLHY | ST

L A T e T R . T T S T e

llllllll - - ow - - e e - - = e e m e ow o~ - - e = o=

vea
LEe
gce
e
a92

6Lt

108
vae
506
1433
[A 44

gkl

gs
{S
gs
gs
as
1S
gS
ps
gs

gs
1S
g8s
gs
oS
lS
6s
bs
£s

75



SK 287890 B6

34/46

dz ya0

VED T 31 ANN .;4.%2y»umhzazauozxfjsaukudn we 5S
ST DNHN >ﬂﬂﬂkkaazu<iuwm.>4>m.w.un_.r7._. S 0T s
wg,>>>anac_t§xcuzxoc»cma>u_uamz 5N bool 8s
poc - - - - 63c gs
sn:za:;@mmg>z>zmmxmzw2mo>qmw>o>z»_m gig zs
:N&zg :m:u& &:&,¢m>¢¢&:9a4a4&woo0& 5¥e 6S
: . 9} _w, gz ! bs
H F;_;a& nm R LRI I £s
68 L JAOFFATIN T-MNADIIAWTL I LAAMNYISSAY L0 Gs
W SAWSVYVIATTAIISSNIILNAQIYUONAIAdLANLT o IS
WOl G SMIWDININNLIIYLDIISMI100SS850ads 1w gs
09€ - - - - - - - - - Sec s s IHY I I L LA ese gs
:nv_qun*&cm_cckmm\/h an_ox:uca_cagcz\/aw $8¢ ¢s

I R B - AT N | LS
e HEHTIMMAHNTISD 1d S C_:'_wmza.”<ac.ﬁuw.w-:u (217 G6S

T T T £s

76



[~}
=] Lo > 2 ~~ I - ]
~ e Mt D0 W =
2 N D M o~ )
Hatirairialar e RN E T
p2xe o s -
MR OO0 20X

Re o G
IOl GHn: — I3t
'.L!Z..l...l.‘?(l.<f¥...-l(f)
MRG0 (iDL < S

MmmmmmLmo

;5:2_..4_:.'..; DTG

¢ DLEeG
P2
o
TR LTI
Eo
[ ontl 55 S
1 C_< @
.’n-E.L’J '
' ‘of_t2->".
V2N E
LY
CZEO
Wern

SK 287890 B6

392
N 1102
-390
T ont

l
Ak

1f
b
3

!
)

)

Gt
K

N 1 D E Ef

!

:

I

SYEF an[@

E

9y
1
1

l
i

1
i
i

AN I D

ZZooo @ v

LTI C W o w—w

.~ -

P B () ) W X

G OEE W OC - W
ﬁDJM‘mm—P
D00 = WGy Q&G
TS esi rr.
Eﬁﬁwﬁumﬂ

rr:'.rl':" SOHATSE = z.@

=as x W=
:.:1".:‘3 [a N el BT s Wb—van-_
R —artuad

;cm.:cn xrSananar O

N N 2 v = N O
N DO MM
o a,me 0 5

—
DT OO D 0
Wnowwmn 2w\

U 1N ~— - ) &N O Oy oo
T e DO NO T

© R I L)
DT DS N DO~ KD
W W Ww VW

77

OBR. 7q



SK 287890 B6
35/46

oy 1S SY)T T T T T T ..ln-z-ﬁmj,;jzb,o VeV 59
g0k T T T T N TS s s s s s e s e m s s e T o 5oy =
8”, @va.zvzxz;,wPE HNILAIAWH LOMPNM L NQUDM T %€en 8S
riy SR T eIy gs
D £6L 2s
V6 - - e e 06 /S
oy - - - L 9Le 6S
1e) - - - w ot ys
vio _,.v_ m_,m\,u.:.dm %Z«_. cag Gs
cov = B! / .,_v* ..C - - - 16 1S
seh >mzv_m< : xn: v_<oz_._m XN w_ €0l gs
Gy LV | vz_ | ‘ £6E gs
Al - 00C 2s
60 Qv_cﬁz% Syl :.__. 5| s /5
SiC 3 C;. Sk ) 3 5SS vve 65
€01 i mm O ‘ y Mm 74 ¥s
coy - - T:a BN w £s

78



SK 287890 B6

g_r:r.:n: C} g} 5 =o=
:\/‘v I AR so d i gL AN JUSR X § |
SETTE 6 OEIG O 8
STy e 2
AN, O’E‘U) e e Q),EI
E%mxdm&*jﬁkj

"

:L:z:"c::ﬁw.x.wr_u Oh
D e P e
SRS IS >§o)>
NI o>
@
6]

[CHOHGHOHG] I O ][S
GRS D=
L S LN LR gy L
O OHORGRO] 7 [GRGEG]
E:-CE'.-C: Ow (D X D
'a. = [OGRG)

- - WY
me

-
PR

-

EYKEFAWMKEG M

03 - - -
1020 {SfNL\IgSf

1169

169
169
431
127
425
436

A ] 1 . '

KNNN IGVPTDNNKQANSDENNEQEEQQ 415

o P [

- U ?—
"--‘:‘-:—"':>"~z>.> WSS
....L:.'.".LV R3] O’.> C O 1)
el ey
I i > X D>
| L L L <L S [l T

165
165
427
123
421
443
1202
430
1061

s3
s4
s9
s7
s2
s6
s8
s
s5

79

OBR. 7s



SK 287890 B6

38/48

TV S9O93VNINAVNAATRWAR s¢y>§>,za¢241&4 £G0Y
N T RGN gsy
arya 1
TREN
SEIELH
MZ&“

QY
Vagi
9 4
tuy
541
gLy
vie
big

9001
{5y
ieel
009
Owb
25!
ey
181
181

mom<>>rjrgm>_zzzZuL@:>c>*z:E
éﬂooma>u;u_z;zmwuo%z SIATTN 3

m.w,?iﬁ@ .,:.5%5_2 SIE]T A DA [
m...G“ &M. e .zw ‘ L @ u..Z_Q C.
m%%wbﬁwag. Wil |l d S
mﬁm”ﬁmmﬁ. AL VN

S0P I VIDIAT A YN |H)
ALAEE> L 3dd idIWNLLLG - - - - -
zmwﬁumd<u>>g 303 8S LNUA- - - -
hm>wmmg<m>FmJ_<szmm>x&L - -
HINWIHOTVAAWIYH I NON L d HSAVOA
ilV{EPVIVaI iy HE G- - -sis3siigat
wzxm-u4mm>:<o<cumm<oz§<_ :
gl - - - R ATE N T
A m&x oQ .
AN - - - leddH oA - -

347480

SOVDYHNMI) n:zyzm,» uu#fcﬁLJ; N ay

ot et
At et
3 “. L
: -
v
:

(474
608
16b
£sl
144
AT
cil

690t
FAN 4
Bozt
aLy
gav
gel
(114
0l
oLl

g5
_\nuc
{s

25
LS
6S
s
ES

Gs
LS
gs
gs
2s
/S
6s
ps
£s

80



SK 287890 Bé

39/46

VeI~ U8RY 2RIy BR
N O ) SN N W v ] e N Q4 W &N KD v U -
o XN XiBW o oy S g >
e . N et R o O I T -
STESToT| TR ISESTS & & R
sz > >= >[5l > > 'U)‘<':m£(o‘.¥2w=<~'<‘
. ey - " —‘Lu'“-“"‘ e YN
Y AL > L ) <€ AJIﬁ“*MK%4
e Fae ) Bl [V OO P B O] [ OHO]
@703‘.'(93(5".1') >{TL900 % G 1~‘-rt“:::%
R T I & P sl TN o (e Y o i s | LT P e

PN g TR

DO il

f l -;‘*-—n'—w, _

T o e e

e pere N e 1]

MO O it b

':>
==z0C
T SR s A z Vf-‘--"“ =
plp T _-—‘:<..;:, ,,.:,’_._:

,LU.LU HES T=-55s
wrll o —Sla w
[ L 0 ) o LA 23,

:>:>-.<‘
¢ ( "(«{.____.:
V?xv.:' __‘:

‘ '[QZJ:;J;H |c9 15} ]

i = Qr=
Mﬁ@ZZ:c;u
==0noo0=a0o0n
HCASTRS S T
'>-'>L' '--J..J}-—i..i__.l.:.:_j
“"“"““‘.—>~—-—-— R St L

""’ﬂ' Ao L oSN N

122z~ 2 2]

x.. uJ'u:jv_:-.._

-~ -..:\_.

) Ol Z O
e O T G SO s

| O]

e+ 0 e’ M TS e
o onneal-{joonn)|
TTOECoOE@TT

i lagin o Lol el o
T =T T

M WD
[ 7 JY, BT, W7 T, T

81

OBR. 7u



OBR. 7t

SK 287890 B6

[} @ (3]
3 (:! &() - —
& = ;) o~
Ly C‘J lﬂ Q - I e

E.E.Elmf“:éfél

GR 4244

X

e

SO ER s =
T T, e U L
LXYOOE oS
Eailerme

- (AR ...L. e >

+ ' U} H ’<¢ <]O_o_."o-"> O
Y b [0l 55 OB

SHM- - - - - - -
2FQG- - - -------q|

A\l

ﬁVQDFGVETKSLNﬁ;

T ermema e

i

N
GE

“ vge

¢
CQNKRA- - - - - - - .

= g
i Holb=
3 OpECT
3 o TG >
2 - RO

KRR BT N~ I - R
PR T CN L
1N W 3 A e

hand R
PN QO W10
PR, B R, B 7 B 7, I T,

82

EH.AC&.L 600

Eity A

|

N e (O

DUWELGLVY L

RSEDVWIVGE AL L
LGAD

S ave

-

G Q8- Y-~ RS

‘R-
A5G

>.>,>_.>.:> =iz > o
UJJJJ;L‘J"LJ L.! >t
E::n.:-o..:n..... L!J o a oy
Hép) ?<~-<C' ool -

) @ ~— o 73k
AT A I
NN I N o O g

- <.

ORR 7v



SK 287890 B6

41/46

382
382

EILSHPFV 6o
HQHPWLD 713

|
=i

MGG K VN R 653
WYL QH P F V 3sp
LSHPFS 1440
LKHPVF 668
TDRPLD 1310

11
l._J

:@,ﬂ‘—’w =2 iu-L LAY (D
TR 5":’3‘
[t [<ms
Mo~ <0 >
TR > T ey
(it alastived [ W [skieed [1T]

2

s O
1'2 [ = 9
] U) 1 —
X o 2
" S
Sz =

m ' LLLL.VLL. u-r)'"
LS -3
’>~.,.>.-..o <’<‘f-—-—<="""‘

:ﬂ:ﬂ:’,(DLJC52>.L.LU

BT S X0 >
.7.'7 a—-! 4 AP .7 >’ wr."""

]Q&JJ:SQ::D.[CD’CB!CEELETTJ.I

TS W W >-“7’153 e
JI:IIL:: X—=Q0—dn
AT 0 5 < ' aQrgin (s
**ﬁﬂmmﬂﬁn
r<tﬁ£a‘(9 (J"f:ii? (g
‘<~<c U~ y.‘t<:< -‘1
wm‘c _.!m-—."D >

;.n:rmccogowz ' —"—‘1‘“—%‘“5.4'0::35;{ o,
SEL WOSODSTE ey 3]
I O Z L < I Z  domy OD@U-ZEB"‘(
XX O O oQnxny Moo X — ZcEeErrs
v [T « I U.J..J E}’}‘_, . %xgwgdw
v ‘ 1 » [ ' < = ?O”m:?_! ' wag :EB?(
U3 mInFaE ) ey o:n_;-st,

o [<C. ']aasco nfE=
.CD‘(J’CJ;OD*‘”'P—~T:;=1::E

m@mwz<qz&‘

356
356
621
330
626
681
1408
636
1278

s3
s4
59
s/
s2
s6
sB
si
s5

83

OBR. 7w



SK 287890 B6
42/4¢

AR
%9
0LY}

L1e
659
ber
Gle
Ly
Ly

riel
AR
Civi
Le
659
il
909
50k
say

N

m=pey
1]

¥ -y oy

i M ,-_g _

-

IZ CJ

- e e e mm mm wp A e e w mm  ae e AW mm me e e e e

-

JLJ:EB ZZ

SNIdAALSOHAYV
ddD IdvHO L

-

mwx

i

- e ek e EEe et v e wms e e W N Ml e dr amy e wr w wmw mw v ww mm o v e v A

.w:.:,: z _ | D AAEREPIEIE

171dd
&m

CE

s-.-l-r'ﬂ —— l

Pk e 3}

tieci
§99
1874}
piL
659
65€
bag
£8e
£oc

35
VS

g6
9s
A
S
65
s
£s

GS
IS
g8s
gs
A
1S
ps
$s
g£s

84



SK 287890 B6

450
152
457
659
717
1478

% 450
il

@

;

Q

I

pif
8}
i

i
.~§

1478

A “, "é

-
-
-

ARNPSSPERKATVPEQELQQLE

85

753

59
57
s2
sb
s8
si

HSPANYKSFNPMCEPDNDWPC KIH

55

OBR. 7y



L AEAER S e
9 T T T TS TTTTTTSITTS TS T T T T e R (]
- S T T T L T T U IUE
A T T T T
e T R T R |

150
oy - -

955 J A
d H 618

dLOIMUNTANYIIATLIVHINSTL
VIANNMSSSHYIVOSSMSHAD

v e e e e e e e e o=

Y WS
S

T T A

SK 287890 B6
44/46

[ 4Y]

19F
L9¥

mowmaukw<gowx>w2
018 DSYIMNSJINMNISAASTST

»~

iv
{03

034
il m%l

cg>z:£

90 e e et e e e e e e e e e e e e e e e e - 0
bIgI C m e e e e e e ae e e e e e e e e 0
249 T T e 0
gLy s 4 e m e e meaemaaaeeaenaa e 0
L e 0
659 T T T 0

16y
99¢L
raily
cav

Ggs
15
gs
gs
eS
LS
Go
bS
£s

86



SK 287890 B6

45/46

219}
[F4:]
;7443
AY
658
éc9
F3:
L9%
L9¥

1414
o8
Blvi
Ll
659
605
vae
IA: |4
9%

N
d

-

-

-

-

V T &

t

-

1L, o

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

SIUNSHILADdSdYOVO3
AJWAAHAJOD I LATSHdVYVVd

-

_

egy

VISTHH STANHEIJ
0S8SID

-

-

-

19AdSd

¥80

-

-

-

-
-

!

-

-

v

-

-

-

LSSANITSNALD
DNITSODIDAMNAONLIASHLAL

- -

(=T = i = B ~ I =

065
598

L~ T — T~ Y — I

LSS
est
0
]

Gqs
IS
BS
g9s
oS
A
6S
s
£s

Gs
{s
gs
gs
¢S
/S
BS
pS
£s

87



SK 287890 B6

46/46

hy<y
259
17444
{1

659
U89
Lb6
I:14

9p

kicl
L9
Bivd
LIL
659
859
1v6
{3y
L9b

ANddS

-

H
B

— e

O
1

S
)

- e e v e e e

O717T0XMMIAINHEITO
MSMY 1890

-

OHMAY

-~

-

qaz ""eo0

-

I_JO

¥

- e . -
- o o
- - e

- - = -
- m e -
- - - o=
- m om -
- . e -
- e = -

354

o O OO0 O

L=

59

(=T = =

o0 Do oo

£e9
815

qv

Y=

gs.

aqs
oS
1S
6s
bs
gs

Gs
s
s
gs
rA:
1S
65
yS
£s

Koniec dokumentu

88



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

