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Redeni se tyk4 vazebnych molekul pro histamin a serotonin,
které maji vazebné misto s pfesnou molekulovou konfiguraci,
ktera je nutnd, aby propij&ila molekule vysokou afinitu k
histaminu. Jedna se o proteiny, peptidy a chemické
slougeniny, které maji tuto molekulovou konfiguraci a mohou
se tudiZ vazat s vysokou afinitou k histaminu. Tyto molekuly
mohou byt pouZity pii regulaci u¢inku histaminu nebo
serotoninu, detekei a kvantifikaci histaminu nebo serotoninu a
v lé¢en{ rliznych nemocf a alergii. Molekuly mohou byt také
pouZity jako slozky vakcin namifenych proti ektoparazitGm

sajicim krev.
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Vazebné molekuly pro histamin a serotonin

Oblast techniky

pfedkladany vyndlez se tyka vazebnych molekul pro histamin

a serotonin. Konkrétné se pfedkladdany vynalez tyké vazebnych

molekul pro histamin a serotonin majicich vazebné misto

s presnou molekulovou konfiguraci, kterd Jje nutna, aby

propij¢ila molekule vysokou afinitu k histaminu. Jako p¥iklady

provedeni vynalezu jsou uvedeny proteiny, peptidy a chemické

sloudeniny, které majl tuto molekulovou konfiguraci a mohou se

tudiz véazat s vysokou afinitou k histaminu. Molekuly podle

predkladaného vynalezu mohou byt pouZity pro regulaci plsobenl

histaminu nebo serotoninu, Jsou tedy pouzitelné pro detekci

a kvantifikaci histaminu nebo serotoninu a také pro lécCeni
riiznych nemoci a alergii.
Dosavadni stav techniky

Vazoaktivni aminy Jjako Je histamin a serotonin Jjsou

medidtory zé&nétu a regulatory urcitych fyziologickych procesu

u zvirat, v&etnd 1idi. Histamin je ptritomen v sekrecnich

granulich Zirnych bunék a bazofilech a je tvoren dekarboxylaci
histidinu. Vyskytuje se také v namelu a v rostlinidch a mlZe

byt syntetizovén uméle z histidinu nebo kyseliny citronové.

Hlavni ac&inek histaminu u 1lidi je stimulace Zaludecni
sekrece, kontrakce vétsiny tkan& hladkého svalstva, srdecni
stimulace, vazodilatace a zvy3ena vaskuldrni permeabilita.

Krom& své regulaéni ulohy v imunitnich reakcich a zé&né&tlivych

procesech moduluje histamin také tvorbu mnoha cytokinu

v organismu (vCetné téch, které ridi zandt), a miZe také

interferovat s expresi cytokinovych receptorfi. Navic histamin

podporuje hojeni ran.
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Hlavni patofyziologické pusobeni histaminu je jako ¢inidlo
stimulujici sekreci Zalude&ni kyseliny a jako medidtor reakcil
precitlivélosti typu I, Jjako je kopfivka a sennd ryma.
Histamin a jeho receptory maji také patologické aspekty svych
funkci. Hraji dominantni ulohu u alergii, Jjako je astma,
alergickd ryma, atopickd dermatitida a potravinové a lékové
alergie, které postihuji velky pocet lidi a Jjsou dileZitou
pfi¢inou nemoci a Umrtnosti. Histamin nebo Jjeho receptory
mohou byt také zapojeny bud pfimo nebo nepfimo do
autoimunitnich nemoci, nap¥. artritidy, a do rustu nadort
(Falus, 1994).

Hormon serotonin (také zndm jako b5-hydroxytryptamin) je
jak vazokonstriktor, tak neurotransmiter. MuZe také zvySovat
vaskuldrni permeabilitu, indukovat dilatace kapilar a zplsobit
kontrakci hladkého svalstva mimo cévy. Serotonin se vyskytuje
v mozku a stfevnich tkénich a je tvofen epifyzou a krevnimi
destickami. Patologické aspekty  tykajici se serotoninu
zahrnuji abnorm&lni  krevni tlak, migrénu, psychologické
poruchy, respiraéni nemoci a ischemickou chorobu srdecni.
Agonisté a antagonisté serotoninu se pouzivaji k léceni
né&kterych té&chto poruch, ale maji casto ne?adouci vedlejsi
u¢inky.

Antihistaminika se hodné& pouZivaji, zejména pro léceni
alergii. V&tdina té&chto 1éki jsou slouleniny, které Jjsou
strukturélné pfibuzné histaminu a vazou se na jeho
receptor(y), a tim =zabrafiuji interakci histaminu se svym
receptorem. Takové 1léky, Jjaké Jsou v soucasnosti dostupné,
maji &asto neZadouci vedlej$i ucinky (napriklad ospalost)
a nejsou vidy vysoce Ucinné.

Histamin dosahuje svého u&inku plUsobenim na specifické
histaminové receptory, které jsou t¥i hlavnich typd Hi, H
a Hy, rozliditelné pomoci selektivnich antagonist a agonisti.

Antagonisté histaminu Hi a H: maji klinické pouZiti, ale




antagonisté histaminu Hs jsou v soucasnosti pouzivany hlavné
jako vyzkumny ndstroj. zda se, Ye intraceluldrni histamin Jje
zapojen do buné&éného rustu (podpora rustu néadoru) a obnovy
tkidni. Ma se za to, Ze Jsou v téchto procesech zapojeny
doposud nedefinované intracelularni histaminové receptory
(Falus, 19%94).

Histaminové receptory jsou pfedmetem soustfedéného vyzkumu
po celou Fadu let. AvSak jsou k dispozici pouze UtrZkovité
informace, co se tykd struktury aktivniho mista téchto
molekul, receptor Hs vskutku nebyl je3té klonovan. Nedostatek
jakékoli pfrimé informace O struktu¥e téchto proteind je
pravdépodobné&  zpUsoben faktem, e proteiny histaminového
receptoru jsou membranoveé proteiny, které se denaturuji
v neptitomnosti lipidu a jdou v disledku toho velmi obtiZné
krystalizovat.

Na zaklad& faktu, Ze receptory typu Hi, a Hx a patti do
$iroké t¥idy sedmi transmembranovych receptorll spojenych
s proteinem G, se prfedpoklada, Ze majl prevainé strukturu
alfa-sroubovice. Na té&chto receptorech se provadé&l velky pocet
studii s mistn& cilenou mutagenezi, které ukédzaly urcité
zbytky, které jsou dtlezité pro vazbu histaminu. Ma se za to,
e v receptoru H; k vazebné kapse pro histamin ptispivaijil
Asp®®, Asp'®® a Thr'®® (Gantz a kol., 1992).

Obvykli antagonisté receptoru H; se $iroce pouzZivaji jako
antihistaminika pro 1lé&eni alergickych reakci v&etné& alergické
rymy (senné rymy) , koptivky, postipéani hmyzem
a pfecitlivélosti na leéky. Dadvéd se prednost 1lékum, které
postraddaji sedativni G&inek nebo antagonistim muskarinovych
receptort. Antagonisté receptoru H, jsou také pouZivany jako
antiemetika pro prevenci kinetdéz nebo jinych pric¢in nauzey
vcéetné vainé ranni nevolnosti. U&inek antagonistl
muskarinovych receptort né&kterych antihistaminik pravdépodobné

prispivd k u&innosti, ale také zplsobuje vedlejdi ucinky.
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Nékte¥i antagonisté receptoru Hi, jsou dosti silnd sedativa
a pro tento svij u¢inek mohou byt vyuzivana.

Ale v soudasnosti pouZivani antagonisté receptoru H; maji
Getné nesadouci udinky. KdyZz se pouZiji pouze pro Cisté
antihistaminové ptsobeni, je vS8echen vliv na CNS neZadouci.
Kdy? se pouziji pro svuj sedativni nebo antiemeticky ucinek,
jsou nezaddouci nékteré z ucinku na CNS3, jako Jje zavrat, huleni
v uSich a unava. Nadmé&rné davky mohou zpusobit excitaci
a u déti mohou vyvolat kfece. Periferni antimuskarinové
plsobeni je vzdy neZadouci. Nejbé&Znéjsi z nezadoucich
vedlejdich u&inkl je suchost v ustech, ale muZe se také
objevit rozostfené vidéni, zdcpa a retence moCi. Jsou také
pozorovany nezadouci u¢inky, které nemaji vztah
k farmaceutickému ptisobeni 1léc¢iva. Jsou tedy dosti béZné
gastrointestinalni poruchy, zatimco po lokalni aplikaci téchto
1é&iv miZe nasledovat alergickd dermatitida.

Antagonisté H; Jjsou <Casto pouzivany Jjako inhibitory
sekrece %aludedni kyseliny. Jsou pouZivany Jjako léky volby
v lé&eni peptického vEedu, Jako 1léky druhé 1linie v léceni
Zollinger-Ellisonova syndromu a pro léceni refluxni
ezofagitidy. Byly hléaSeny nezZadouci G¢inky, které zahrnuji
prajem, =zavraté&, bolesti svaly, prchavé vyrdzky a pfekrvenil
3aludku. Né&ktefi antagonisté receptoru Hy mohou vyvolat
gynekomastii u muZd a zmatenost u star8ich pacientu.

Krom& t&chto nefadoucich udink( plisobi néktefi antagonisté
histaminu nesnaze, jestliZe se berou spolecné&€ s alkoholem nebo
jinymi 1léky. Napfiklad antihistaminikum Seldan pouZivané
v kombinaci s antibiotiky a protihoubovymi 1léky miZe vyvolat
7ivot ohroZujici vedlej8i Gcinky.

Casto je pozorovano, Ze léky pouzivané k potlaceni
plisobeni histaminu nejsou vidy Uspésné. Divody, pro¢ maji
omezenou u&innost, se mohou tykat specifiénosti téchto 1éku

pro pouze podskupinu histaminovych receptorl, obzvlasté kdyZ
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uréita skupina podminek vyZaduje interferenci s vé&t3i skupinou
receptort. Molekuly, které se doopravdy vaZou na samotny
histamin, kompetuji o vazbu na histamin se vSemi receptory
a mohou byt tak vhodnéjsi pro 1édeni urcitych stavu.

Jsou tudi? velice potfebni u&inni antagonisté histaminu
a serotoninu, kte¥i nevyvolavaji vedlejs8i  ucinky, které
zmenduji jejich pouZitelnost Vv 1é¢eni chorob u 1lidi a zvitat.

Je také velice potfebna kvantifikace histaminu naptfiklad
v potravinovych produktech, riznych  t&lesnych  tekutinach
(nap¥. plazmé& nebo mocli) nebo supernatantech z buné&cnych
kultur, napfiklad pro sledovani vlivu uréitych alergent, nebo
pro indikaci potencialni specifické antagonistické 1écCby
alergické reakce. Systémy pouZivané v souclasnosti
(radioimunotesty a testy ELISA) pouzivaji protildtky proti
histaminu nebo histaminovym derivatum. Ale histamin neni silné
imunogenni, coz zt&Zuje ukol vypéstovat protildtky proti
histaminu s vysokou afinitou, a vétdina kvantifikacénich
systémli, které Jsou Vv soudasnosti pouZivény, neni prilis
citliva nebo vyZaduje modifikaci mé&Freného histaminu (naptfiklad
pomoci metylace nebo acylace). PouZiti molekul, které se vazou
na histamin v jeho pFirozené formé, co? by nahradilo
protilatky v testech Jjako Jsou vyse uvedené, by poskytlo
vysoce senzitivni systém pro méreni nemodifikovaného
histaminu. Podobn& by mohly byt pouZity molekuly, které se
vazi k serotoninu, pro jeho kvantifikaci.

Molekuly schopné vazat histamin byly d¥ive identifikovany
u ektoparazit®, ktefi se Zivi krvi. Nap¥iklad bylo zjisténo,
e hemovy protein nesouci oxid dusnaty (nitroforin) vaie
histamin, tento protein se vyskytuje ve slindch dravych
plodtic cCeledi zdke¥nicovitych (rody Triatoma, Rhodnius, naprt.
Rhodnius prolixus (Ribeiro a Walker, 1994). Izolace <¢&tyt
proteint vazajicich vazoaktivni aminy (VABPs) =z roztolu Je

popséana v soucCasné projednavané mezindrodni patentove




p¥ihlasce &. PCT/GB97/01372, jejimZ pFihlasovatelem je také
prihladovatel pfredkladaného vynalezu. Obsah PCT/GB97/01372 je
v Gplnosti formou odkazu zahrnut do predkladané prihlasky.

Tyto proteiny vazou histamin a 9jsou navzajem blizce
pfibuzné. Jmenuji se MS-HBP1, FS-HBP1l, FS-HBP2 a D.RET6.
nékteré z t&chto molekul také vaZou serotonin (naptiklad
FS-HBP2). V jinych p¥ipadech, Jjako napfiklad v pfipadeé D.RET6,
se ma za to, Ze vazba serotoninu méni afinitu molekuly
k histaminu. Sekvence DNA, které kéduji tyto proteiny, Jsou
v soulasnosti uzivany k izolaci dalsich pfibuznych
proteint téZe rodiny ze stejného Zivo&isného druhu a druhu
odlisnych.

7d4 se, Ze tyto molekuly jsou vyrazné 0odlisné od proteint
vazajicich histamin z jakékoliv rodiny Hi, Hz nebo Hi, a vazou
histamin jinym zptsobem. Objasnéni struktury vazebného mista
pro histamin téchto molekul by vyrazné& urychlilo racionalni
navrhovani G&innych antagonist@ histaminu, u kterych by byly
nepravdépodobné vedlejsi uc¢inky, které jsou spojené

s obvyklymi antihistaminiky.

Podstata vynalezu

Prvni aspekt predkladaného vynalezu poskytuje slouCeninu
vdzajici histamin nebo serotonin, kterd je schopnd vazat
histamin nebo serotonin s disociaéni konstantou mendi nez
107 M a kterd m& vazebné misto obsahujici aminokyselinovy
zbytek fenylalanin, isoleucin nebo leucin v pozici I,
tryptofan v pozici II a aspartdt nebo glutamat v pozici III
a IV, ptidemz zbytky I az IV Jsou umistény v podstaté& stejné
jako zbytky 108, 42, 39 a 82, v prisludném potadi, v kazdé ze
sekvenci id. &. 1 nebo 2, nebo zbytky 107, 41, 38 a 78
v sekvenci id. &. 3 nebo zbytky 122, 54, 50 a 95 v sekvenci

id. &. 4, a jeji funk&ni ekvivalenty. Déle bude toto vazebné
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misto nazyvano ,prvni vazebné misto“. Proteiny identifikovane
v sekvencich id. &. 1 aZ? 4 jsou zndmy Jjako FS-HBPIL, FS-HBP2,
MS-HBP1 a D.RET6, v uvedeném poradi.

Druhy aspekt p¥edkladaného vynadlezu poskytuje slouCeninu
vadzajici histamin nebo serotonin, kterd Je schopna vazat
histamin nebo serotonin s disociacni konstantou mendi nei
1077 M a kterd ma vazebné misto obsahujici aminokyselinovy
zbytek fenylalanin nebo isoleucin ve =zbytku I, tryptofan
ve zbytku II a aspartadt nebo glutamat ve zbytcich III a IV,
priZemz zbytky I az IV jsou umistény v podstaté stejné jako
zbytky 98, 137, 24 a 120, v prislusném potadi, v kazidé ze
sekvenci id. &. 1 nebo 2, nebo zbytky 95, 138, 23 a 120
v sekvenci id. &. 3 nebo zbytky 112, 149, 35 a 135 v sekvenci
id. &. 4, a jeji funk&ni ekvivalenty. Dale bude toto vazebné
misto nazyvano ,druhé vazebné misto™.

Treti aspekt vynélezu poskytuje slouceninu vazajici
histamin nebo serotonin, kterd Je schopnd véazat histamin nebo
serotonin s disocia&ni konstantou men3i ne¥ 1077 M, a které
obsahuje jak prvni, tak druhé vazebné misto popsané vySe nebo
jejich funkéni ekvivalenty. U nékterych sloucenin vézajicich
histamin, které obsahuji jak prvni, tak i druhé vazebné misto
(jako je D-RET6), se ma za to, Ze vazba serotoninu ke
sloudening méni afinitu slou€eniny k histaminu.

Dalsi chemické slouceniny s U¢inkem se vztahem
k serotoninu mohou mit také vliv na vazbu histaminu ke
sloudeniné vazajici histamin, ktera obsahuje jak prvni, tak
druhé vazebné misto. Tyto ptibuzné slouCeniny zahrnuji
cysteinylleukotrieny (jako Jje leukotrien D4 a leukotrien E4),
faktor stimulujici desticky a tromboxany.

Stvrty aspekt vynalezu poskytuje slouceninu vazajici
histamin nebo serotonin, kterd je schopnéa vidzat histamin nebo
serotonin s disocia&ni konstantou mensi ne¥ 1077 M, a které

obsahuje sekvenci D.RET6 (sekvence id. ¢&. 4) nebo jejil




fragment, a kterad obsahuje prvni a druhé vazebné misto, jak je
definovano vyde nebo jeho funkéni ekvivalenty, pticemz vazba
serotoninu ke slouceniné zvySuje afinitu slouceniny
k histaminu.

Vazebnym mistem je minéna specifickd oblast sloueniny,
kterd se primo podili na vazbé molekuly histaminu nebo
serotoninu. Samotna vazba v tomto misté obsahuje
udalost molekulového rozpoznavani mezi vazebnym mistem
a molekulami histaminu nebo serotoninu, coZ je regulovano
funk&ni komplementaritou tvaruy, velikosti, néabojl, vodikovych
vazeb (mistk), hydrofobnimi interakcemi a pi-interakcemi
a van der Waalovymi silami. Interakce mohou také zahrnovat
kovalentni chemické vazby.

Terminem ,funk&ni ekvivalent“ se oznacuji slouceniny,
které maji poZadované vazebné misto a =zahrnuji kazdou
makromolekuldrni nebo molekularni Jjednotku, kterd se vaZe na
histamin nebo serotonin s disocia¢ni konstantou 107 M nebo
men3i, a kterd m& rovnocenné komplementarni tvar s tvarem
vazebného mista molekul vazajicich histamin nebo serotonin
identifikovanych v jakékoliv ze sekvenci id. ¢&. 1 az 4.
Funk&né rovnocenny komplementéarni tvar miZe zajistit kaidy
vodikovy, kyslikovy, fosforovy a dusikovy atom, ktery Je
umist&n v podstat& tak, Jak Je ukdzédno ve strukturdch zde
popsanych.

B&¥né metody vytvafeni sloulenin s afinitou k poZadované
molekule byly a# donedavna relativné jednoduché. Ale velikou
rychlosti se rozvinula teorie kombinadni chemie a tvorba
kombina&nich knihoven a usnadnila se tak racionalni konstrukce
a vylep3ovani molekul s pozadovanymi vlastnostmi. Tyto
techniky mohou byt pouzZity ke tvorb& molekul majicich vazebna

mista totoZnad nebo podobnad s vazebnymi misty histaminu nebo

serotoninu zde popsanymi.
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Tyto sloudeniny mohou byt tvofeny pomoci racionalniho
navrhovani, napfiklad s pouzZitim technik standardni syntézy
v kombinaci s modelovanim molekul a politacovymi
znazorfiovacimi programy. P¥i téchto technikach je ,vedouci®
sloudenina s ramcem podobnym vazebnému mistu histaminu nebo
serotoninu optimalizovéna pomoci kombinace rozmanitych skelett
a substituentl sloucenin.

Jako alternativa nebo jako Jjeden krok p¥i navrhovani
molekulové jednotky s ohledem na strukturu, miZe byt pouZita
kombinadéni chemie ke tvorbé nebo vylep3eni struktury
slou&enin, které napodobuji histaminové nebo serotoninove
vazebné misto u sloudenin, které vazZou histamin nebo serotonin
prost¥fednictvim tvorby obdobnych kombinatorickych seskupeni
kolem ramcového skeletu. Tyto kroky mohou zahrnovat standardni
syntézu peptidu nebo organické molekuly s od3tépenim pevné
faze a rekombinadni proces nebo paralelni syntézu
kombinatorické jednotky s pouzitim bud techniky pevné féze
nebo roztoku (viz naptriklad Hogan, 1997 a odkazy tam uvadéneé) .

Jako alternativu nebo Jjako <&ast histaminové nebo
serotoninové vazebné molekuly podle predkladaného vynédlezu
mohou funk&ni ekvivalenty obsahovat fragmenty nebo varianty
proteint ukézanych na obrazcich 1 a? 4 nebo blizce pribuznych
proteint projevujicich vyznamnou sekvencéni homologii.
Fragmenty je miné&na kaZda Cast celé proteinové sekvence, ktera
si podrzi schopnost vazat vazoaktivni aminy s disociadni
konstantou 107 M nebo men3i. V souladu s tim fragmenty
obsahujici jednoduché nebo mnohonédsobné delece aminokyselin od
ka?*dého konce proteinu nebo od vnit¥nich Gsekl primarni
aminokyselinové sekvence tvofi Jjeden aspekt ptredkladaného
vynalezu. Varianty mohou nap¥iklad zahrnovat mutanty
obsahujici substituce aminokyselin, inzerce nebo delece

ze sekvence divokého typu z obrazka 1 az 4.
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odbornikovi je jasné, Ze zbytky, které prispivaji k vazbé
vazoaktivnich amin@i ve ¢&tyfech proteinech zde Jjednoznalné
uréenych, jsou udrZovany v relevantni pozici pro vazbu
histaminu nebo serotoninu ramcovou strukturou proteinu. Tudiz
zbytky proteinového ramce jsou zodpovédne za pfesné umisténi
vazebnych aminokyselin.

V souladu s tim se predpokladéd, Ze kazdy molekulovy ramec
schopny si podrZet tyto aminokyselinove postranni retézce
v pozicich pot¥ebnych pro vazbu histaminu nebo serotoninu,
bude vhodny pro pouZiti podle predkladaného vynalezu.
Obzvlasté vhodné budou cyklické peptidy drZené v presném ramci
svymi vazebnymi skupinami a vazbami. Postranni  fetézce
aminokyselin mohou vyt drZeny v pozici Vv podstaté totozZné
s jejich pozici v histaminovém nebo serotoninovém vazebném
mistu nativnich sloucdenin vazajicich histamin nebo serotonin.
Cyklické peptidy vyhodné& obsahuji 6 az 30 aminokyselin,
vyhodné& 8 aZ 20 aminokyselin. Zejména vyhodny Jje cyklicky
oktapeptid Ala-Glu-Ala-Phe-Ala-Glu-Ala-Trp.

Biologicky aktivni peptidy s histaminovymi nebo
serotoninovymi vazebnymi misty podle pr¥edkléddaného vynélezu
mohou byt tvofeny s pouzitim fagovych knihoven. Nukleové
kyseliny kédujici aminokyselinové zbytky identifikované jako
podilejici se na vazb& histaminu nebo serotoninu, spolu
s nukleovymi kyselinami kédujicimi okolni ramcové zbytky,
mohou byt fuzovany za vzniku polypeptidové jednotky o 10 az
1000 zbytcich, vyhodn& mezi 25 aZ 100 zbytky. Fazi tohoto
fragmentu nukleové kyseliny s fragmentem kédujicim fagovy
protein, naptiklad pIII bakteriofagu f£d, miZe byt fazni
molekula exponovéna na povrchu faga. Screening fagové knihovny
histaminem nebo serotoninem pak vede k identifikaci
pozadovanych klont. Tyto klony pak mohou byt podrobeny
opakovanym koldm mutageneze a screeningu, aby se zlepSila

afinita vytvofenych molekul k histaminu nebo serotoninu.
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Zbytky s fyzikdlnimi vlastnostmi analogickymi se zbytky,
které obsahuji histaminové nebo serotoninové vazebné misto,
mohou také tvorit &ast molekuly podle predkladaného vynalezu.
Napfiklad, s ohledem na protein FS-HBP2, kazdy =z nabitych
zbytkl glutamdtu nebo aspartatu mife zaujmout pozici 39 a 82
v sekvenci. V pozici 108 v sekvenci, se uvazuje o tom, Ze
kazdy hydrofobni aminokyselinovy zbytek miZe zaujmout toto
misto, =za predpokladu, Ze Jsou uspokojeny sterické vztahy
s ohledem na molekulovou konfiguraci vazebného mista. V této
pozici jsou vyhodné =zbytky fenylalanin, isoleucin a leucin.
V pozici 42 je vyhodny tryptofan.

Krom& toho v pozici 100 sekvence slouleniny vazajici
histamin je vyhodné, kdyZz je pfitomny tyrosinovy zbytek. M& se
za to, #e tato molekula prispiva ke stabilit& histaminu ve
vazebném misté&. Kazdéd molekulova struktura, kterd podrzi tento
aminokyselinovy postranni feté&zec nebo jeho ekvivalent na této
pozici tvori aspekt pfedklddaného vynalezu.

Diky variacim v délce a sekvenci ¢&tyfech proteind zde
jednoznaéné& popsanych, se zpusob &islovani  zbytkl mezi
proteiny 1i%i. Ale =z prifazeni ukazaného na obrazku 22 Jje
zfejmé, které zbytky odpovidaji zbytklim ¢islovanym podle
sekvence FS-HBP2.

Podita se s tim, e proteiny podle pfedklédaného vynalezu
mohou byt stabilizovany prostfednictvim disulfidovych mlstkud
ve struktufe. Naptiklad cysteinové zbytky nachazejici se
v pozicich 48, 169, 119 a 148 z FS-HBP2 Jjsou zachovany ve
v3ech ¢tyftech proteinech vadzajicich histamin dosud
identifikovanych. Dva disulfidové mustky Jjsou vytvofeny
v FS-HBP2, jeden mezi cysteinovymi zbytky 48 a 169, dalsi mezil
148 a 119. V souladu s tim se mohou vyskytovat u kaZdého
proteinového fragmentu navrZeného  tak, aby  napodoboval

strukturu vazebného mista pro histamin nebo serotonin ptirodni
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slou&eniny, tyto cysteinové zbytky v sekvenci tak, Ze Jeden

nebo oba disulfidové mistky se tvofi v proteinové strukture.

Je vyhodné, Ze kromé& vysoké afinity, se kterou slouceniny

podle pfedkladaného vynadlezu vaZou histamin nebo serotonin, je

tato vazebnd vlastnost také specifickd pro histamin nebo
serotonin. Vyhody, které tato specificénost slouceninam
proptj&uje, Jjsou odbornikovi zfejmé. Napfiklad pro pouZiti

jako 1lé&ivo nebo pro kvantifikaci obsahu histaminu v roztoku,

je nanejvy$ dalezité, Ze jiné slouCeniny neZ histamin nejsou
vazany slou&eninami podle pfedkladaného vynadlezu. V pripadé
léciva mazZe nedostatek specific¢nosti vést k nezadoucim

vedlejdim u&inktm, p#i pouziti p¥i kvantifikaci histaminu mizZe
nespecifidnost vést k matoucim a nepfesnym vysledkum.
obsahujici

¢. 5.

Paty aspekt vynalezu poskytuje protein

aminokyselinovou sekvenci uvedenou v sekvenci id. Tato

sekvence kéduje protein slinnych Z1laz z Rhipicephalus

appendiculatus nazyvany Ra-Res. Jeho primarni sekvence byla

odvozena z cDNA, kterd byla ziskdna screeningem cDNA knihovny

slinné %14zy R. appendiculatus antisérem z morcete, u kterého

se vyvinula rezistence proti roztolum R. appendiculatus.

Sesty aspekt vynadlezu poskytuje protein obsahujici

aminokyselinovou sekvenci uvedenou v sekvenci id. ¢. 6. Tato

sekvence kéduje protein nazyvany Av-HBP =z roztoch Amblyomma

variegatum. Predb&Zné vysledky vazebnych studii histaminu

svéd&i pro ekvilibra&ni disociaéni konstantu (Kd) 7,3 nM.

Sedmy aspekt vyndlezu poskytuje protein obsahujici

aminokyselinovou sekvenci uvedenou v sekvenci id. ¢&. 7 nebo

sekvenci id. &. 8. Tyto sekvence kdéduji proteiny nazyvané
Ih/Bm-HBP1 a Ih/Bm-HBP2 a byly izolovany ze smiSené cDNA
expresni knihovny Boophilus microplus/Ixodes hexagonus.

Knihovna byla podrobena screeningu se sondami konstruovanymi

z produktli RT-PCR ziskanych s RNA slinnych 2Zlaz Boophilus

microplus/Ixodes hexagonus s pouZitim degenerovanych primerd,

enrve
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které byly navrZeny na zakladé konzervovanych domén v HBP
z R. appendiculatus (FS-HBP1, FS-HBPZ, MS-HBP1 a D.RET6).

Osmy aspekt vynalezu poskytuje protein obsahujici
aminokyselinovou sekvenci uvedenou Vv sekvenci id. ¢. 9,
aminokyselinovou sekvenci uvedenou Vv sekvenci id. ¢&. 10,
a aminokyselinovou sekvenci uvedenou Vv sekvenci id. ¢&. 11.
Tyto sekvence kéduji proteiny nazyvané Ih/Bm-HBP3, Ih/Bm-HBP4
a Ih/Bm-HBP5. Tyto sekvence byly také izolovany ze smisSené
cDNA expresni knihovny Boophilus microplus/Ixodes hexagonus
zmin&né vyde. Jejich sekvence ukazuji pfesvédcivou podobnost
se sekvenci HBP z R. appendiculatus (FS-HBP1l, FS-HBP2, MS-HBPI
a D.RET6), ale obsahuji také rozsahlé domény, které se
nevyskytuji v tradiénich sekvencich (viz obrazek 22) .

Jak je odbornikovi jasné, vynalez zahrnuje funk&né totoiZné
derivaty a fragmenty proteinovych sekvenci uvedenych
v sekvencich 1id. &. 6 a? 11. V tomto kontextu se termin
,funk&n& totoZny“ pouZiva k oznaleni derivattt a fragmentu,
které si uchovavaji schopnost vézat vazoaktivni aminy nebo
které obsahuji epitopy, které mohou byt pouZity pfi vyvoji
vakcin protilatek, které Jsou namifeny proti nékterému
z proteintt Ra-Res, Av-HBP, Ih/Bm-HBP1, Ih/Bm-HBP2, Ih/Bm-HBP3,
Ih/Bm-HBP4 nebo Ih/Bm-HBP5. Derivdty mohou byt odvozeny ze
sekvenci téchto proteina divokého typu jednoduchymi nebo
mnoho&etnymi substitucemi, adicemi, inzercemi a/nebo delecemi
aminokyselin nebo chemickymi modifikacemi jedné nebo vice
aminokyselin, napfiklad deglykosylaci glykosylovanych forem.

Vyndlez také zahrnuje proteiny v teZe rodiné jako Ra-Res,
Av-HBP, TIh/Bm-HBP1, Ih/Bm-HBP2, Ih/Bm-HBP3, TIh/Bm-HBP4 nebo
Th/Bm-HBPS. Protein se povaZuje za patfici do téZe rodiny jako
kterykoliv z té&chto proteing, jestliZe 40 % nebo vice
z aminokyselin v sekvenci Jje zachovano. Naptiklad proteiny
mohou byt timto zpusobem srovnavany pfri pouziti pF¥ikazu

,srovnej“ ("pile up", viz p¥irucka programii GCG Wisconsin
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package, 1994, kdy hodnoty paramtertt Jjsou "gap creating
penalty" = 2,50, "gap extension penalty" = 0,05).

Proteiny podle t&chto aspektl vynalezu zahrnuji prirozené
biologické varianty nebo geografické variace uvnit?¥ druhl, ze
kterych proteiny pochazeji.

Naptiklad derivat miZe obsahovat dalsi protein nebo
polypeptid fuzovany s jednim z té&chto proteind na jeho
aminovém nebo karboxylovém konci nebo vloZeny dovnitf
sekvence. Cilem pFridaného polypeptidu miZe byt pomocné funkce
pfi detekci, expresi nebo separaci a purifikaci proteinu nebo
mife propujdit proteinu dalsi vlastnosti, jaké jsou potfeba.

Syntetické molekuly navrZené tak, aby napodobily terciarni
strukturu nebo aktivni misto proteind Ra-Res, Av-HBP,
Th/Bm-HBP1l, Ih/Bm-HBP2, Ih/Bm-HBP3, Th/Bm-HBP4 nebo Ih/Bm-HBP5
tvori daldi aspekt podle vynalezu.

Pro mnoho aplikaci mohou byt slouceniny podle
pftedkladaného vynalezu flzovany s efektorovou nebo
reportérovou molekulou, Jjako Je znadka, toxin nebo biologicky
aktivni molekula. Tyto molekuly mohou obsahovat daldi protein
nebo polypeptid fuzovany ke sloudenin& véazajici histamin nebo
serotonin na Jjejim aminovém nebo karboxylovém konci nebo
pr¥idany vnit¥né&. Cilem dalsiho polypeptidu mtZe byt pomocna
funkce pfi detekci, expresi nebo separaci a purifikaci
proteinu nebo miZe propujcit proteinu dalsi vlastnosti, Jjaké
jsou potreba.

Obzvlasdté vhodni kandidati pro fuazi Jsou reportérové
molekuly, Jjako 3je luciferaza, zeleny fluorescenéni protein
nebo kfenova peroxidéza. Znacenim volby mohou byt radioaktivni
zna¢ky nebo molekuly, které se detekuji spektroskopicky,
napf¥iklad fluorescencni nebo fosforescen&ni chemické skupiny.
Mohou byt také pouZity vazebné molekuly, jako je streptavidin
nebo biotin. Krom& tohoto mohou byt flzovany dalsi peptidy

nebo polypeptidy ke slouceniné vdzajici histamin nebo
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serotonin. Vhodné peptidy mohou byt napfiklad B-galaktosidaza,
glutathion-S-transferaza, luciferdza, polyhistidinové znacky,
sekredni signalni peptidy, oblast Fc protilatky, peptid FLAG,
domény vazajici celuldézu, kalmodulin a protein vazajici
maltézu. Protilatky nebo peptidy namifené proti sloucCeninam
vazajicim histamin nebo serotonin u¢inné&ji, co se tycCe mista
plisobeni (napfiklad protilatky proti membranovym proteinim
Yirnych bunék), mohou byt také fuzovény ke slouCeniném
vadzajicim histamin nebo serotonin.

Fazni molekuly mohou byt fuzovany chemicky s pouZitim
metod, jako je chemické zesit&ni. Vhodné metody jsou
odbornikovi znadmé a mohou zahrnovat napfiklad zesiténi
thiolovych skupin cysteinovych zbytkl nebo zesiténi s pouZitim
formaldehyda. Chemické zesiténi je ve vétSiné pripadl pouZito
k fuzi neproteinovych slougenin, jako jsou cyklické peptidy
a znacky.

Kdyz je potfeba fuzovat dvé proteinové molekuly, je casto
metodou volby geneticka fuze molekul. Aby vznikl rekombinantni
fuzni protein, jsou geny nebo casti geni, které kéduji
poZadované proteiny nebo proteinové fragmenty, vytvofeny
metodami genetického inZenyrstvi tak, aby vytvorily Jeden
kontinualni gen uspofradany tak, Ze kodony dvou genovych
sekvenci jsou transkribovany ve shodném Ctecim ramci.

Slou&eniny ©podle ptedkléddaného vynalezu mohou také
zahrnovat sloudeniny vazajici histamin nebo serotonin navazané
na nosi&, ktery miZfe byt pouZit pro odstranéni, izolaci nebo
extrakci histaminu nebo serotoninu z télesnych tkéani, krve
nebo potravinovych produkt. Nosi& muZe zahrnovat kazdy vhodny
inertni material a pat¥i sem napf. gely, magnetické a dalsi
perli&ky, mikrosféry, vazebne kolony a pryskytice.

Je-1li proteinové povahy, muZe sloud&enina vazajici histamin
nebo serotonin pochazet z kazdého organismu, ktery ma protein

stejné rodiny Jjako aZ doposud identifikované slouceniny
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vdzajici histamin nebo serotonin. Proteinovou rodinou Jje
min&na skupina polypeptidl, které sdileji spole&nou funkci
a projevuji obecnou sekvenéni homologii mezi motivy
vyskytujicimi se v polypeptidovych  sekvencich. Sekvencni
homologii je min&no, Ze polypeptidové sekvence jsou ptribuzné
prost¥ednictvim divergence ze spolecného predka.

Vyhodné proteiny nebo proteinové fragmenty pochézeji
z ektoparazitfi, ktefi se Zivi krvi, pavouku, 3Skorpiéni nebo
had nebo daldich jedovatych Zivo&icht. Vyhodné& proteiny nebo
proteinové fragmenty pochéazeji z roztod, nejvyhodné&ji roztoll
Ixodidae, jako je naptiklad Rhipicephalus appendiculatus.

Nejvyhodn&ji proteinové sloudeniny podle predkladaného
vyndlezu pochazeji z kteréhokoliv z proteint FS-HBPl, FS-HBPZ,
MS-HBP1, a D.RET6, Ra-Res, Av-HBP, Ih/Bm-HBP1l, Ih/Bm-HBPZ,
Ih/Bm-HBP3, Ih/Bm-HBP4 nebo Ih/Bm-HBP5.

Proteinové nebo peptidové sloucdeniny podle vynalezu jsou
vyhodng& exprimovany VvV rekombinantni form& prostfednictvim
exprese kédujici DNA v expresnim vektoru v hostitelske burnice.
Tyto expresni metody jsou odbornikovi dobfe znamy a mnoho Jjich
je detailn& popséno v prirucce "DNA cloning: a practical
approach, Volume II: Expression systems", editor D.M. Glover
(IRL, Press, 1995) nebo v "DNA cloning: a practical approach,
Volume IV: Mammalian systems", editor D.M. Glover (IRL Press,
1995). Proteinové slou&eniny mohou byt také pfipraveny
s pouZitim zndmych technik genetického inZenyrstvi, Jjako Je
mistnd cilend nebo n&hodnd mutageneze, Jjak Jje popsano
napfiklad v p¥iru&ce "Molecular Cloning: a Laboratory Manual",
2. vydani, (Sambrook, a kol., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989) nebo v "Protein Engineering: A practical
approach" (editor A.R. Rees a kol., IRL Press, 1993).

Pro hostitele volby mohou byt vybrany vhodné expresni
vektory. Vektor miZe obsahovat rekombinantni molekulu DNA

kédujici sloudeniny podle pfedkladaného vyndlezu operativné
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spojenou s expresni kontrolni sekvenci nebo klonovaci nosic
pro rekombinantni DNA nebo vektor obsahujici takovou
rekombinantni molekulu DNA pod kontrolou promotoru
rozpoznavaného transkrip&nimi mechanismy hostitele.

Vhodni hostitelé zahrnuji obecn& pouzZivané prokaryotické
druhy, Jjako Jje E. coli, nebo eukaryotické kvasinky, které
mohou exprimovat vysoké hladiny rekombinantnich proteint
a které mohou byt snadno péstovany ve velkych mnoZstvich.
Sav&i bunddné linie pé&stované 1in vitro Jjsou takeé vhodné,
zejména pfi pouzZiti expresnich systémi pouZivajici viry, Jjako
je bakulovirovy expresni systém, ktery jako hostitele pouZiva
hmyzi butiky. Slouceniny mohou byt také exprimovény in vivo,
napriklad v larvach hmyzu nebo v sav&ich tkénich.

Devaty aspekt predkladaného vynalezu poskytuje
farmaceuticky ptipravek obsahujici slouceninu vazajici
histamin nebo serotonin podle prvniho nebo druhého aspektu
vyndlezu nebo protein podle tfetiho, ¢tvrtého, patého,
Sestého, sedmého nebo osmého aspektu vynadlezu, ve spojeni
s farmaceuticky prijatelnym excipientem. Vhodné excipienty
jsou odbornikovi  dobfe zndmy a patfi k nim naptiklad
fyziologicky roztok pufrovany fosfaty (0,01M fosfatova sul,
0,138M NaCl, 0,0027M KC1, pH 7,4). Farmaceutické pripravky
mohou také obsahovat daldi konzervacni latky, aby se zajistilo
dlouhodobé uskladnéni.

Podle je3té& dalSiho aspektu predkléddany vyndlez poskytuje
pouziti sloucdenin véazajicich histamin nebo serotonin podle
prvniho, druhého, tfetiho nebo &tvrtého aspektu vynalezu,
proteinu podle, péatého, Sestého, sedmého nebo osmého aspektu
vynadlezu nebo farmaceutickych pripravki podle devatého aspektu
vyndlezu pro léceni. Sloudeniny véazajici histamin nebo
serotonin, proteiny nebo p¥ipravky mohou byt pouZity jako
protizanétlivd ¢inidla nebo mohou byt pouzity pro vazbu

histaminu nebo serotoninu u savcu, a tim regulovat jejich
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pisobeni a kontrolovat patologicke ucinky. To zpusobuje jejich
vychytadvani (sekvestraci), a tak sniZuje u¢innou koncentraci
histaminu nebo serotoninu v t&le. To m& za néasledek zmirnéni
nebo dokonce Uplné odstranéni fyziologické reakce,
v zavislosti na pouZité davce. Slouleniny vézajici histamin
nebo serotonin podle predkléddaného vyndlezu mohou byt také
pouZity jako protizdn&tliva ¢inidla nebo <¢inidla proti Géinku
alergickych reakci v organismu.

Podle tohoto aspektu vyndlezu mohou byt slouceniny
vadzajici histamin nebo serotonin, proteiny nebo ptipravky
pouzity ve spojeni se serotoninem, aby se zménila afinita
sloudenin k histaminu. Napfiklad je zde pro slouceninu D.RET6
ukézano, Ze serotonin vyznamné zvyduje afinitu slouceniny pro
histamin. Sloudeniny tudinkem podobné serotoninu mohou byt také
pouZity, jako jsou cysteinyl leukotrieny (jako je leukotrien Dy
nebo E,), faktor stimulujici desticky nebo tromboxany.

Slou&enina vazajici histamin nebo serotonin podle prvniho,
druhého, t¥etiho nebo &tvrtého aspektu vyndlezu nebo protein
podle, pé&tého, 3Sestého, sedmého nebo osmého aspektu vynalezu
mohou tvof¥it vyhradni aktivni sloZku p¥ipravku nebo mohou
tvoFit &ast terapeutického komplexu, jako je sloZzka krémd pro
mistni podavani p¥i 3tipnuti hmyzem, kousnutil hadem nebo
korpiénem nebo na k0Zi postiZenou dermatitidou. Proteiny
mohou byt také pouZity jako nosicské molekuly pro histamin
nebo serotonin a sloucCeniny pribuzné histaminu nebo
serotoninu, v krémech, olejich, préascich nebo pilulkach, aby
se =zajistilo pomalé uvolfiovani navézaného histaminu nebo
serotoninu.

Vynédlez také zahrnuje pouziti sloucenin podle
predklédaného vyndlezu Jjako sloZek vazajicich histamin nebo
serotonin v soupravach pro detekci nebo kvantifikaci hladin
histaminu nebo serotoninu (naptriklad v krvi, tekutiné

z nosniho vyplachu, tkanich nebo potravinovych produktech).
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Takova souprava bude pfipominat soupravu pro radioimunotest
a bude zahrnovat sloudeninu véazajici histamin nebo serotonin
podle predkladdaného vynadlezu, pricemz detekcl se mini, Ze
umozni presnou kvantifikaci mnozZstvi histaminu nebo serotoninu
v tekutiné. K mé&¥enému vzorku Je priddno dané mnoZstvi
radioaktivn® znadeného histaminu nebo serotoninu, napfiklad
histaminu nebo serotoninu znadeného tritiem. Histamin nebo
serotonin ve vzorku pak bude kompetovat se znacenym histaminem
nebo serotoninem o vazbu na omezené mnoZstvi vazebnych mist,
které maji slou€eniny vézajici histamin nebo serotonin ve
vzorku také pritomné. MnoZstvi histaminu nebo serotoninu,
které je ve vzorku pritomné, tak miZe byt pfesné stanoveno.

Jeden aspekt predkléddaného vynadlezu zahrnuje tyto soupravy
obsahujici sloudeniny vazajici histamin nebo serotonin podle
predkléddaného vyndlezu. SlouCeniny vazajici histamin nebo
serotonin mohou byt navadzany na magnetické perlicky, agardzove
perli&ky nebo mohou byt fixovany ke dnu mnohojamkové desticky.
To umoZni odstranéni nenavazaného znaleného histaminu nebo
serotoninu ze vzorku po inkubaci. Jako alternativa mbZe byt
protein navazadn na perlicCky pro SPA ("Scintillation Proximity
Assay"), v tom pripadé& neni nutné odstranit nenavazany ligand.
P¥i pouziti fady standardd neznaCeného histaminu nebo
serotoninu mohou byt vysledky =ziskané s témito standardy
srovnany s vysledky ziskanymi pro méfeny vzorek.

Sloudeniny vazajici histamin nebo serotonin podle prvniho,
druhého, t¥retiho nebo &tvrtého aspektu vynalezu nebo proteiny
podle, patého, SZestého, sedmého nebo osmého aspektu vynadlezu
mohou byt také pouZity pro detekci histaminu nebo serotoninu.
Ka®da technika v oboru bé&Znd miZe byt pouZita v takové
detekéni metodé a mazZe zahrnovat pouziti ptenosovych
("blotting") technik (Towbin a kol., 1979), wvazebnych kolon,
zpoZdovani (retardace) na gelu, chromatografie nebo jakékoliv

daldi vhodné metody, které jsou v oboru 8iroce pouZivany.
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V daldim provedeni sloulenina vazajici histamin nebo
serotonin miZe byt fuzovdna bud geneticky nebo synteticky
k dalsimu proteinu, jako je alkalickd fosfatdza, luciferaza
nebo peroxidéza, aby se usnadnila jeji detekce.

MiZe byt vyhodné zahrnout serotonin nebo pfibuznou
sloudeninu do souprav podle tohoto aspektu vynalezu, aby se
zmé&nila afinita sloudeniny vazajici histamin k histaminu. Tyto
pfibuzné sloudeniny zahrnuji cysteinylleukotrieny (jako Je
leukotrien Ds nebo Eg), faktor stimulujici desticky nebo
tromboxany. To je obzvlasté& vyhodné, kdyZ je sloucenina D.RET6
nebo jeji funk&ni ekvivalent pouzit jako aktivni sloucenina
vazajici histamin v souprave.

Vynadlez také zahrnuje pouziti sloucenin vazajici histamin
nebo serotonin podle prvniho, druhého, tfetiho nebo &tvrtého
aspektu vynalezu nebo proteind podle, patého, 38estého, sedmého
nebo osmého aspektu vynadlezu jako histamin nebo serotonin
védzajicich jednotek navazanych na nosic¢, ktery maZe byt pouzZit
pro odstranéni, izolaci nebo extrakci histaminu nebo
serotoninu (z télesnych  tkéani, krve nebo potravinovych
produktt). Nosigem je jakykoliv vhodny material a patfi sem
nap¥. gely, perli&ky, mikrosféry, vazebné kolony a pryskyrice.
Sloudenina vazajici histamin nebo serotonin miZe byt napfiklad
chemicky nebo enzymaticky navadzdna na reaktivni skupiny na
téchto nosicich.

Predkladany vynalez také zahrnuje pouZiti slouleniny
vadzajici histamin nebo serotonin podle prvniho, druhého,
t¥etiho nebo &tvrtého aspektu vyndlezu nebo proteinu podle,
patého, 3&estého, sedmého nebo osmého aspektu vynalezu jako
nastroje pro studium zan&tlivych procesl, procesu spojenych se
zadnétem nebo jinych fyziologickych u&inkli vazoaktivnich amint,
jako je uloha histaminu p¥i tvorbé gastrickych viedd.
Napfiklad slouCeniny véazajici histamin nebo serotonin mohou

byt pouZity pro depleci histaminu nebo serotoninu v tka&novych
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kulturdch nebo v zanicené zvifeci tkéni, aby se studovala
daleZitost histaminu nebo serotoninu v téchto systémech.
Sloudeniny vazajici histamin nebo serotonin mohou byt pfedem
inkubovany se serotoninem nebo pfibuznou slouceninou, aby se
zvydila afinita sloucenin k histaminu.

Ptredkladany vynalez také poskytuje pouziti sloucenin
vazajici histamin nebo serotonin podle prvniho, druhého,
t¥etiho nebo ¢&tvrtého aspektu vyndlezu a proteinu podle,
patého, 3Bestého, sedmého nebo osmého aspektu vynadlezu jako
imunogent p¥i pouziti jako vakcin proti mnohobunécnym
(metazoickym) parazitim a zejména jako protektivnich imunogenu
pfi  potlacovéani nemoci zpusobenych  &lenovci a dalsimi
metazoickymi parazity. Vhodni kandidati pro vakcinaci zahrnuji
domestikovand zvirata, jako je dobytek, kozy, ovce, psi, kocCky
a dalsi zvitata, kterad vyZaduji ochranu proti metazoickym
parazittm, obzvla3té& roztodum. Vakcina miZe obsahovat adjuvans
typu, ktery je v oboru velmi dobfe znam.

Molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou
sekvenci koédujici sloudeninu vazajici histamin nebo serotonin
podle prvniho, druhého, tfetiho nebo Ctvrtého aspektu vynalezu
nebo kédujici protein podle, péatého, Sestého, sedmého nebo
osmého aspektu vynadlezu tvofi dal3i aspekty vynalezu. Tyto
molekuly zahrnuji DNA, cDNA a RNA, jakoZ 1 syntetické druhy
nukleovych kyselin.

Komplementédrni DNA kdédujici konkrétni molekuly vazajici
histamin nebo serotonin podle proteind FS-HBP1l, FS-HBPZ,
MS-HBP1, D.RET6, Ra-Res, Av-HBP, Ih/Bm~HBP1, Ih/Bm-HBP2,
Th/Bm-HBP3, Ih/Bm-HBP4 nebo Ih/Bm-HBP5 jsou zde popsany na
obrazcich 1 aZ? 11 (nukleotidy a aminokyseliny Jjsou urceny
svymi standardnimi jednopismennymi zkratkami).

Vyhodna molekula nukleové kyseliny podle vynalezu obsahuje
nukleotidovy fragment totoZny nebo komplementarni s jakoukoliv

&4sti kterékoliv nukleotidové sekvence ukdzané na obréazcich 1
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az 11, kterd kéduje sloudeninu  vazajici histamin nebo
serotonin nebo sekvence, kterd je vznikla jeji degeneraci nebo
je s ni v podstat& homologni, nebo kterda s uvedenou sekvenci
hybridizuje. Terminem ,v podstaté homologni™ Jsou minény
sekvence projevujici alespon 60% sekvenéni homologii.
JHybridizujici sekvence“ zahrnuté do pFfedmétu vyndlezu Jjsou
ty, které se vaZou za standardnich nestringentnich podminek
(6 x SSC/50% formamid p#i teploté mistnosti) a jsou odmyty za
podminek nizké stringence (2 x SSC, pfi teploté mistnosti nebo
2 x SSC, 40 °C) nebo vyhodné za standardnich podminek vysoké
stringence, napf. 0,1 x SSC, 65 °C (kde S8SsCc = 0,15M NaCl,
0,015M citréat sodny, pH 7,2).

Sekvence nukleovych kyselin podle vyndlezu mohou byt
jednovléknovd nebo dvouvldknovéa DNA, cDNA nebo RNA. Sekvence
nukleovych kyselin vyhodné& obsahuji DNA.

Vynédlez také =zahrnuje klonovacli a expresni vektory
obsahujici sekvence DNA podle vynédlezu. Tyto expresni vektory
maji zavedeny pFfislusné transkripéni a translad&ni kontrolni
sekvence, napfriklad zesilujici prvky, oblasti promotor-
operdtor, terminadni stop sekvence, sekvence pro stabilitu
mRNA, startovaci a stop kodony nebo vazebna mista pro
ribozomy, spojené do <¢&teciho réamce s molekulami nukleové
kyseliny podle vynalezu.

Krom& toho v nepfitomnosti p¥irozeného u¢inného signalniho
peptidu v proteinové sekvenci miZe Dbyt vyhodné, aby byl
rekombinantni protein secernovdn urcitym hostitelem. Dalsi
sloZky téchto vektorua mohou tudiz zahrnovat sekvence
nukleovych kyselin kédujicich sekre¢ni signalni a sekvence
pro daldi "opracovani" proteinu.

Vektory podle vyndlezu zahrnuji plazmidy a viry (vCetné
bakteriofdga a eukaryotickych virQ). V oboru je dob¥e znéamo

a dokumentovano mnoho takovych vektord a expresnich systémi.

it e 2Y
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Obzvla3té& vhodné virové vektory zahrnuji vektory zaloZené na
bakulovirech, adenovirech a virech vakcinie.

Exprese heterolognich polypeptidd a polypeptidovych
fragment v prokaryotickych buiikdch jako Jsou E. coli Je
v oboru dobte zavedena, viz napfiklad "Molecular Cloning:
A Laboratory Manual", (2. wvydani, Sambrook, a kol., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989) nebo "DNA cloning:
a practical approach, Volume II: Expression systems", editor
D.M. Glover (IRL Press, 1995). Exprese v eukaryotickych
bufikdch v kultufe je také moZnost odbornikovi dostupna pro
produkci heterolognich proteing, viz napfiklad O'Reilly
a kol., "Baculovirus expression vectors - a laboratory manual"
(Oxford University Press, 1994) nebo "DNA cloning: a practical
approach, Volume IV: Mammalian systems", editor D.M. Glover
(IRL Press, 1995).

Vhodné vektory mohou byt vybrany nebo konstruovany pro
expresi proteinli vdazajicich histamin nebo serotonin, které
obsahuji p¥isludné regulaéni sekvence, vcCetné promotorovych
sekvenci, terminatorovych sekvenci, polyadenylalnich sekvenci,
zesilovacich sekvenci, markerovych genl a dalsich sekvenci,
jak je vhodné. Pro dalsi detaily viz "Molecular Cloning:
A Laboratory Manual". Mnoho zndmych technik a protokold pro
manipulaci nukleovych kyselin, napfiklad pEiprava konstruktt
nukleovych kyselin, mutageneze, sekvencovani, zavedeni DNA do
bun&k a genové exprese, a analyza proteinl Jje detailné popséno
v ptiru&ce "Short Protocols in Molecular Biology", 2. vydani,
Ausubel a kol., (editor, John Wiley & Sons, 1992) nebo
"Protein Engineering: A practical approach " (editor A.R. Rees
a kol., IRL Press, 1993). Napfiklad v eukaryotickych bunkéch
jsou vektory volby zaloZeny na virech.

Dalii aspekt predkléddaného vynadlezu poskytuje hostitelskou
bufiku obsahujici nukleovou kyselinu kdédujici sloucéeninu

vadzajici histamin nebo serotonin podle prvniho, druhého
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t¥etiho nebo &tvrtého aspektu vyndlezu nebo kbédujici protein
podle patého, $estého, sedmého nebo osmého aspektu vynalezu.
Jest& dal3i aspekt poskytuje zplsob obsahujici zavedeni téchto
nukleovych kyselin do hostitelské bunky nebo organismu.

Pro vneseni nukleové kyseliny lze pouZit kaZdou dostupnou
techniku. U eukaryotickych buné&k vhodné techniky mohou
zahrnovat transfekci pomoci fosforenanu vépenatého, DEAE-
dextranu, elektroporaci, transfekci zprostfedkovanou lipozomy
nebo transdukci s pouZitim retroviru nebo dalSich wvirl, jako
je vakcinie nebo u hmyzich bun&k bakulovirus. U bakteridlnich
bundk mohou vhodné techniky zahrnovat transformaci pomoci
chloridu vapenatého, elektroporaci nebo transfekci pouzivajici
bakterioféga.

Vneseni nukleové kyseliny miZe byt ﬁésledovéno vyvolanim
nebo umoZn&nim exprese nukleové kyseliny, napf. kultivaci
hostitelskych bun&k v podminkédch pro expresi genu.

V jednom provedeni je nukleova kyselina podle vynalezu
integrovana do genomu (nap¥. chromozomu) hostitelské bunky.
Integrace miZe byt podporovadna vloZenim sekvenci, které
podporuji rekombinaci s genomem, podle standardnich technik.

Transgenni zvifata transformovana tak, Ze exprimuji nebo
nadm&rné& exprimuji v zadrode&né linii jednu nebo vice sloucenin
vadzajicich histamin nebo serotonin, jak Jsou zde popsany,
tvori Jedt& dalsi aspekt vyndlezu, spolu se zpusobem jejich
produkce. Nyni existuje mnoho technik pro vnaSeni transgenl do
embrya nebo zarode&né linie organismu, Jjak je napriklad
doloZeno v praci Watson a kol. ("Recombinant DNA", 2. vydéni,
Scientific American Books, 1994).

Je znama celd rada technik a mohou byt pouZity pro vneseni
vektorli podle predkladaného vyndlezu do prokaryotickych nebo
eukaryotickych bun&k. Vhodné transformaéni nebo transfekéni
techniky jsou dobfe popsany v praci "Molecular Cloning: A

Laboratory Manual", (2. vydani, Sambrook, a kol., Cold Spring
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Harbor Laboratory Press, 1989). V eukaryotickych bunka&ch mohou
byt expresni systémy bud tranzientni, prechodné (napt.
epizomadlni) nebo permanentni, trvalé (chromozomovd integrace)
podle pot¥eb systému. Viz napfiklad "Short Protocols 1in
Moclecular Biology", 2. vydadni, Ausubel a kol., (editor, John
Wiley & Sons, 1992).

VSechny dokumenty uvedené v textu jsou zahrnuty formou
odkazu.

Rizné aspekty a provedeni p#edklddaného vynalezu budou
nyni popsany detailnéji pomoci pt¥ikladd, se zvlastnim odkazem
na proteinové slouc¢eniny vazajici histamin nebo serotonin
izolované 1z roztoll. Je zfrejmé, Ze vyndlez lze modifikovat
v detailech, aniZ by do3lo k odchyleni od vyndlezecké mySlenky

predkléddaného vynalezu.

Popis obrazku

Obrdzek 1 ije sekvence FS-HBP1 (sekvence id. ¢&. 1)

ukazujici sekvenéni primery a sekvencni strategii.

Obrazek 2 Jje sekvence FS-HBP2 (sekvence id. & 2)
ukazujici sekvenéni primery a sekvendni strategii.
Obrazek 3 je sekvence MS-HBP1 (sekvence id. &. 3)

ukazujici sekvencéni primery a sekvendni strategii.

Obrédzek 4 je sekvence D.RET6 (sekvence id. &. 4) ukazujici
sekvenéni primery a sekvenéni strategii.

Obrazek 5 Jje sekvence ra-RES (sekvence id. &. 5).
Asparaginové zbytky, které jsou casti predpokladanych
glykosyla&nich rozpozndvacich mist jsou podtrZeny a zvyraznény
kurzivou. Klikatd <¢a&ra oznaduje moZné amidadni misto I,
dvojitd ¢&ra ukazuje predpokladany polyadenylaZni signal
a poly-A konec je vyznacen tuénym pismem.

Obréazek 6 je sekvence Av-HBP (sekvence id. &. 6). Sekvence

cDNA Av-HBP a jeho dedukovand primarni struktura. cDNA mé
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pozoruhodné dlouhou nekdédujici oblast, po sméru od
stop-kodonu.

Obrazek 7 je sekvence Ih/Bm-HBP1 (sekvence id. ¢. 7).

Obrazek 8 je sekvence Ih/Bm-HBP2 (sekvence id. ¢. 8).

Obrazek 9 je sekvence Ih/Bm-HBP3 (sekvence id. ¢. 9).

Obrazek 10 je sekvence Ih/Bm-HBP4 (sekvence id. ¢. 10).

Obrazek 11 je sekvence Ih/Bm-HBPS5 (sekvence id. C. 11).

Obrazek 12 Jje 12% SDS-polyakrylamidovy gel obarveny
sttibrem ukazujici frakce ziskané =z niklové prysky¥icové
kolony pouzité k purifikaci rekombinantniho D.RET6
exprimovaného ve hmyzich bufikach. A, protekla frakce, B, prvni
promytd frakce (10 objemt fosfatového pufru, pH 6,5), C, druhé
promytad frakce (s 5mM imidazolem), D, tfeti promyta frakce
(s 10mM imidazolem), E, <&tvrt4d promytd frakce (s 15mM imi-
dazolem), F, patéd promytéd frakce (s 20mM imidazolem), G,
eluéni frakce s 300mM imidazolem, H, purifikovany D.RET6 po
iontom&nidové chromatografii.

Obrazek 13 je 12% SDS-polyakrylamidovy gel obarveny
st¥ibrem ukazujici D.RET6 nadmérné& exprimovany ve hmyzich
butikdch. Drahy A a B ukazuji purifikovany D.RET6 Jjako monomer
(25 kD), dimer (50 kD) a trimer (85 kD) a drdha C je po
deglykosylaci. Stépené oligosacharidy byly zadrZeny v plnicim
gelu a jsou viditelné na vrcholu drahy C. Nadbytek PNGazy-F se
jevi jako pas p¥ibliZzné velikosti 30 kD. Draha D ukazuje
purifikovanou monomerickou formu D.RET6.

Obrazek 14 ukazuje detekci pomoci westernového prenosu
proteinu véazajiciho nativni histamin v extraktu ze slinnych
314z Dermacentor reticulatus. Drdha A, neredukovana forma,
drédha B, redukovanad forma, drdha C, deglykosylovana forma.

Obrazek 15: urdeni ICsy t¥i neznalenych kompetitort, napf.
histaminu, l-metylhistaminu a 3-metylhistaminu vytvofenim

kompetitivni vazebné kfivky rekombinantniho D.RET6. Graficky

odvozené 1ICs, neznadenych ligandd zmin&nych vysSe pf¥i 50%

(X X X ]
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odstranéni radiocaktivniho histaminu =z vazebného mista Jsou

133 nM, 750 uM a 365 uM.

Obrazek 16 wukazuje saturaéni kfivky wvazby histaminu
v nepfitomnosti (plnd <&ara) nebo pritomnosti (pferuSovana
¢4ra) serotoninu. ¢ Za&dny serotonin, B 2,4 uM a A 23,8 uM
serotonin.

Obréazek 17: Radioaktivni vazebny test histaminu
rekombinantniho D.RET6 v nepfitomnosti (A) a v pritomnosti
serotoninu v 2,4 pM (B) a 23,8 uM (C).

Obrazek 18: Zobrazeni histaminu navdzaného ve vazebné
kapse mista vazajiciho histamin cyklického peptidu.

Obrazek 19: Trojrozmé&rné zobrazeni histaminu navazaného ve
vazebné kapse mista vdzajiciho histamin cyklického peptidu.

Obrazek 20: a) pasové schéma ukazujici usporadani molekul
A a B v asymetrické Jjednotce FS-HBP2. List 13 Jje oznaCen A -I
a o 3roubovice 1-3. Ligandy histaminu Jjsou znazornény Jjako
kuli&ky a spojovaci ty&ky, spolu s Tyrl00. Sipka oznaluje smér
pohledu v b) a ordmovand oblast ukazuje ¢&&st zvéts3enou v c¢).
b) Tento obraz ukazuje Sroubovici a protaZenou klic&ku, ktera
uzavird valcovy vchod. <¢) Prostorovy obraz jednotlivych
kontakti vodikovou vazbou mezi =zbytky v molekuldch A a B.
d) Superponované stopy C-o molekul A a B (provedeno s pouZitim
SHP, (Stuart a kol., 1979)).

Obrazek 21: Prosotorové zobrazeni H (a), L (b) a apo-L c)
histamin véazajicich mist. V kaZdém pripadé je okolo ligandu
zobrazena mapa 2|Fo|-|Fc|. Obrazek ukazuje strukturu jadra
proteinové trubice, =zbytky v kontaktu a prvky sekundarni
struktury Jjsou oznaceny. Na <¢) navéazané struktura L
(zakreslend transparentné&) byla superponovdna do soufadnic
apo.

Obrézek 22: Porovnéni z cDNA odvozenych aminokyselinovych

sekvenci rGznych HBP, vytvofenych s pouzitim p¥ikazl ,srovnej"

]
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("pile up") programu Genetics Computer Group (viz Programova
prfirudka Wisconsin Package, verze 8, 1994, 575 Science Drive,

Madison, Wisconsin, USA, 53711).

Priklady provedeni vynalezu

Roztocli

Rozto&i byli péstovani podle Jones a kol. (1988), jak Je
detailn& popséno v soulasné projedndvané mezindrodni patentové
prihlasce &. PCT/GB97/01372, jejiZi obsah je zde plné zahrnut
formou odkazu.

. Identifikace proteint FS-HBPl, FS-HBP2, MS-HBPl, a D.RET6
a klonovani kédujicich gent je také popsadno v PCT/GB97/01372
(viz priklady 1, 2 a 3).

Knihovna Ra~d0 (Rhipicephalus appendiculatus) byla
konstruovdana =z mRNA =ze slinnych Z14z hladovych roztocl
R. appendiculatus (127 samec¢kl, 124 samicek). Knihovna Av
(Amblyomma variegatum) byla konstruovédna s mRNA ze slinnych
714z Castedné& nakrmenych dospélych roztodlh A. variegatum
(50 same&ktl, krmenych 6-7 dnli, a 50 samicek, krmenych 4 aZ 5
dnft) . Knihovna Ih/Bm (smiSend knihovna Ixodes hexagonus
a Boophilus microplus) byla konstruovana se sloucCenou mRNA ze
slinnych 14z céastedné nakrmenych rozto&l Boophilus microplus
(30 samicek) a tfi dny krmenych klistat Ixodes hexagonus (20

samedkt/20 samicek).

Priklad 1

Klonovani a sekvencovani knihoven Amblyomma variegatum, Ixodes
hexagonus a Boophilus microplus

S pouZitim soupravy "RNAce Total Pure extraction kit"
(Bioline Ltd., Velkd Britanie) byla izolovédna celkovd RNA ze

slinnych Z1laz ¢astecné nakrmenych roztoc&l Amblyomma
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variegatum, Ixodes hexagonus a Boophilus microplus. Vzorky RNA
byly vystaveny reakcim s reverzni transkriptazou
a polymerdzové reté&zové reakci (RT-PCR) s pouzZitim systému
"Titan One-Tube RT-PCR" (Boehringer Mannheim) a degenerovanych
primert:

5" -AAYGGNGARCAYCARGAYGCNTGGAA, a

5" -KTRTMRTCNGTNRYCCANARYTCRTA,
jejichZz sekvence byla =zaloZen na konzervativnich doménach
v HBP z Rhipicephalus appendiculatus.

Cyklovaci podminky PCR byly podle doporuceni vyrobce, ale
pro nasedani primerlt byla pouzita teplota 48 °C. Produkty
RT-PCR byly ligovany do vektoru pGEM-T (Promega) a cCastecné
sekvencovany, s pouZitim primerovych mist SP6 a T7
ohranic¢ujicich klonovaci misto. 1Inzerty, JjejichZ odvozené
aminokyselinové sekvence vykazovaly podobnost s pavodnimi HBP
z Rhipicephalus Dbyly znaleny digoxigeninem, p¥i pouzZiti

soupravy "High Prime DNA labeling kit" (Boehringer Mannheim),

a byly pouZity Jjako sondy pro screening knihoven. Ke
zviditelnéni hybridizace sondy byla pouzita
anti-digoxigeninova protilétka konjugované s alkalickou

fosfatdzou. Knihovna Ra-d0 byla podrobena screeningu (podle
Mierendorfa a kol., 1978) se sérem 2z morcete, které mélo
ziskanou rezistenci proti roztolldm R. appendiculatus po
opakované infekci.

Fagemidy pBluescript SK(-) pozitivnich klonua byly
vysttiZeny in vivo, s pouZitim pomocného faga R408, Jjak IJe

popsé&no v Short a kol. (1988).
Priklad 2
Exprese rekombinantniho proteinu

Exprese a purifikace FS-HBP1l, FS-HBP2, MS-HBPl je detailné
popsdna v prikladu 3 v patentové pfihldsce PCT/GB97/01372.
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1) Konstrukce klonl pro D.RET6

P¥i pouZiti expresniho systému zaloZeného na E. coli byla
subklonovana DNA sekvence kédujici D.RET6 (od Glu29 do Leu
109) jako BclI/XhoI fragment do pET-23a (+) Stépeného
BamHI/XhoI, do stejného &teciho rémce jako znalka 6 X His,
s pouZitim techniky PCR s nasledujicimi primery:

5'~TATATGATCAGAAAACCCGCTCTGGG-3"' a

5' -TATACTCGAGCCAGGGTTCGCCGT-3"'

(jsou podtriena rozpozndvaci mista enzymd). Rekombinantni
plazmid byl transformovan do hostitelského kmene AD494(DE3)
pLysS, ktery pouzivd systém T7 a Uspé&snost procedury byla
potvrzena sekvencovanim.

D.RET6 byl také exprimovan v bakteriich. Bakteridlni
transformanty byly péstovany ve 37 °C v médiu LB (Luria-
Bertani) obsahujicim ampicilin a chloramfenikol. Kultura byla
indukovadna v exponencidlni rlstové fazi (ODeoo ptiblizné 0,5)
pri  pouZiti 0,5-1 mM isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosidu
(IPTG) péstovdna dale po alespot 4 hodiny pred sklizenim
(stodeni p¥i 4500 x g, 4 °C, 5 minut). Pelet byl resuspendovan
v lyza&nim pufru obsahujicim 6M ureu, 20mM Tris, pH 8, a 500mM
NaCl, kratce podroben sonikaci na ledu, pfidalo se nékolik
kapek Triton-X 100 a promichal se krouZenim ve 4 °C po dobu
5 minut. Supernatant byl odebran po stoceni v 7500 x g, 4 °C
po dobu 30 minut.

D.RET6 byl také exprimovan v bakulovirovém expresnim
systému. Fragment DNA obsahujici dplnou kédujici sekvenci
D.RET6 byl amplifikovan s pouzitim oligonukleotidi:

5' ~TATGAAGATGCAGGTAGTGC-3' a

5' ~-ATATGATCAGCCAGGGTTCGCCGT-3"'.

Vysledny produkt PCR byl opatfen slepymi konci, $tépen s BclI
a ligovéan s transferovym vektorem pAcCL29~1-6xHis

(Livingstone, 1989), ktery byl pripraven tak, aby mé&l slepy

e
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konec v mist& SacI a adhezivni konec v misté& BamHI. Ligacni
produkt byl pak pfenesen do E. coli (XLl-Blue) a byly
pé&stovany transformanty pro produkci plazmidu. Plazmid byl
zkontrolovan kompletnim sekvencovanim, zda neobsahuje Zadnou
nefadouci mutaci. Bunky Sf9 byly soucasné transfekovany
v riznych pomérech rekombinantnim transferovym vektorem a DNA
viru polyhedrosy  Autographa california Stépenou Bsu36I
(BacPAK6) v ptritomnosti 8 ug lipofektinu (Gibco BRL) na reakci
o objemu 24 pul.

Co se tyCe exprese, byly rekombinantni bakuloviry
identifikovany jako plaky negativni na galaktosidazu po vysetil
na agar Seaplaque. PFedpoklddané rekombinantni klony byly
jedté jednou purifikovany pomoci plakd. Klon z infikovaného
bun&&ného lyzatu Sf21, ktery daval pozitivni vysledek na
westernovém  pfenosu (blotu) pri pouZziti polyklonélniho
protibakteridlniho exprimovaného antiséra D.RET6, byl
amplifikovadn a pouZit pro produkci rekombinantniho proteinu.
Pro ka¥dou daldi produkci fuzniho proteinu byly bunky S£9
infikovany témito bakuloviry v MOI pfribliZné 5 a péstovany 2-3
dny pred sbirdnim supernatantu stoCenim v 1000 x g po dobu
5 minut. Po precipitaci supernatantu 60% sulfatem amonnym byl
pelet odstranén. Pelet ziskany p¥i precipitaci 100% sulfatem
amonnym byl opé&t rozpudtén v pufru A (50mM fosforelnan sodny,

300mM NaCl a 10% glycerol, pH 8).

2) Purifikace proteint a produkce antisér

Purifikac¢ni kroky byly stejné pro bakteridlni
i bakulovirové expresni systémy. Kratce, pryskyrtice
s Ni?*-nitrilo-trioctovou kyselinou, pfedem ekvilibrovanéa

v pufru A, byla p#idéna k supernatantu nebo roztoku. Po
inkubaci na t¥epaéce (2 hodiny 4 °C) byla pryskyfice pfenesena
na kolonu a promyta 20 objemy fosfatového pufru (50mM
fosfore&nan sodny, 300mM NaCl a 10% glycerol, pH 6,53). Protein
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byl eluovdn 5 objemy 300mM imidazolu, pH 8, koncentrovan
a rozpoustédlo bylo nahrazeno fyziologickym roztokem
pufrovanym fosfaty pri pouZiti filtradni jednotky Centricon-10
(Amicon). Rekombinantni D.RET6 byl déle purifikovan na koloné&
HiTrap SP (Pharmacia) s pouZitim gradientu 0,1-0,6M NaCl
v 50mM MES, pH 6,2.

Aby se wurcila lokalizace a rozpustnost exprimovaného
proteinu v E. coli, byly  odebrany vzorky z kultury
bakteridlnich transformant pfed a 4 hodiny po indukci IPTG
a byly zpracovany podle protokolu popsaného v prirucce
k soupravé "Qiaexpressionist" (QIAGEN). Kratce, vzorky byly
stoCeny, lyzovany cyklem zmrazovadni a rozmrazovani a kratkou
sonikaci, a poté stocleny, aby se odd&lily nerozpustné proteiny
a cytosolovéd rozpustnd proteinovad frakce. V daldich vzorcich
z tkéanové kultury byly bunky peletovany a podrobeny
osmotickému Soku, nejdfive resuspendaci v roztoku 30mM Tris
obsahujicim 20% sacharézu (pH 8) a inkubaci p#i teploté&
mistnosti za trepani v pritomnosti 1mM EDTA. Bunky byly pak
sebrany a resuspendovadny v nizkoosmotickém ledové chladném
roztoku (5mM MgSO4). Proteiny uvolnéné do roztoku byly sebrany
stoCenim. VSechny frakce spolu s frakci p#ed indukci byly
analyzovany prostfednictvim 12% SDS-PAGE.

Priprava fluznich proteinu pro produkci protilatek
a technika pro imunizaci malym mnoZstvim antigenu jsou popsany
v praci Sambrook a kol., 1989. Kratce, anti-D.RET6 antisérum
z morCete bylo pfipraveno opakovanou (3 x) intraperitonedlni
imunizaci morcete homogenizovanymi ¥ezy 10% SDS-PAGE gelu,
které obsahovaly mikrogramové mnoZstvi purifikovaného D.RET6
exprimovaného bakteriemi ve fyziologickém roztoku pufrovaném

fosfaty.
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3) Elektroforéza a westernovy pfenos ("western blotting")

Gely SDS-PAGE a westernové bloty wukazujici expresi
FS-HBP1, FS-HBP2, MS-HBP1l, byly uvedeny v patentové prihlddce
PCT/GB97/01372 (viz také obrazky 6 a 7).

Roztocum byly vyhaty slinné zlazy (a dal3i tkang)
v riznych ¢asovych bodech bé&hem obdobi krmeni a Dbyly
homogenizovany v PBS. Homogenéaty byly centrifugovany
v 10 000 g po dobu 5 minut a supernatanty byly podrobeny
elektroforéze na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem
sodnym (SDS-PAGE, podle Laemli 1970).

Obrazky 8 a 9 ukazuji expresi D.RET6 v E. coli a hmyzich
bunikach.

Pro westernové bloty byly proteiny pfeneseny na
nitroceluldzu (Gelman Sciences) pomoci polosuchého
elektrického pfenosu (Kyhse-Anderson, 1984) s pouZitim AE-6675
Horizblot MS-HBP1 od prvniho dne odpoledne do konce obdobi
krmeni.

Obrazek 14 wukazuje analyzu exprese proteinu D.RET6

westernovym blotem.

4) Exprese a purifikace proteinu Av-HBP

Kédujici oblast cDNA Av-HBP byla amplifikovédna pomoci PCR
(95 °C po 30'', 50 °C po 30'', 72 °C po 30'', 18 cyklt) pii
pouziti dopfedniho primeru navrZeného tak, aby pridal misto
SacI do protisméru od startovaciho kodonu (5'-TATGAGCTC
ATGAACTCTGCCTTGTGG, misto SacI je podtrZeno), a reverzniho
primeru (5'-TATGGATCCGGGGTGGCCTCACCG) obsahujiciho misto BamHI
(podtrZeno). Produkt byl ligovan mezi mista SacI a BamHI
v transferovém vektoru pAcCl29.1 (Livingstone a Jones, 1989),
ktery byl modifikovdn inzerci &esti histidinovych kodont
a stop kodonu, po sméru od rozpoznadvaciho mista BamHI (viz jiz
citovany pfedchozi patent). To m&lo za néasledek pridani

sekvence Ile(His)g na karboxylovy konec Av-HBP.
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Soucasnd transfekce bunék Spodoptera Sf21 transferovymi
vektory a bakulovirem (BacPak6) a amplifikace rekombinantniho
viru byly provedeny postupem podle Kitts a Possee (1993).
Buriky Trichoplusia ni (High Five, Invitrogen) a médium TC100
obsahujici 10% fet&lni bovinni sérum (Gibco BRL) byly pouZity
pro expresi proteinu. Po 60 hodindch inkubace ve 28 °C byl
secernovany protein precipitovdn z média sulfatem amonnym
(ve 45-80% saturaéni frakci) a opét rozpudtén v pufru 50mM
fosfatu sodného (pH 8,0) obsahujicim 300mM NaCl a 10% glycerol
(pufr A). Zachytné perli&ky (Clontech) byly pfridany, aby
zachytily proteiny oznacené oligohistidinem (inkubace 1 hodinu
ve 4 °C). Perli&ky byly naneseny do kolony o objemu 10 ml
a promyty pufrem A (20 objemd), a pak pufrem s 50mM

fosfore¢nanem sodnym (pH 7,0), obsahujicim 300mM NaCl a
10% glycerol (20 objeml), a nakonec pufrem s 50mM
fosforeCnanem sodnym (pH 7,0, 20 objemi). Protein byl eluovan

pfi pouZiti 200mM imidazolu v pufru fosfore&nanu sodného

(100mM, pH upraveno na 8,0).

Pfiklad 3

Charakterizace proteint

1) Testy na vazbu histaminu

S purifikovanymi rekombinantnimi proteiny byly provedeny
testy na vazbu histaminu, jako jsou vysvétleny v préaci Warlowa
a Bernarda (1987). Tato metoda pouziva proteinovou
precipitaci, aby se odd&lil volny protein od navéazaného
ligandu (radioaktivné znaceného histaminu), pfridéanim
polyetylenglykolu (molekulovd hmotnost 8000) a stodenim. Ve
v8ech pokusech byly provadény chromatografie na tenké vrstvé

v systému rozpouSté&dla acetdtu amonném po &tyFech hodinach
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inkubace pro ujisténi, Ze nedo3lo k 24dné metabolické pfeméné
histaminu.

U FS-HBP1, FS-HBP2, MS-HBP1, a rHBP byla ziskana
saturovatelnd vazba S‘H-histaminu (viz obrazek 20 v prihléasce
PCT/GB97/01372).

Co se tyle Av-HBP, byl inkubovadn naputl purifikovany
rekombinantni protein s rfiznym mnoZstvim histaminu s tritiem,
a pomoci kapalinového scintila&niho po&itade se ur&ovalo
mnozstvi navazané radioaktivni znadky. Separace volného a
navadzaného ligandu se dosdhlo podle metody popsané v praci
Warlowa a Bernarda (1987), kterd pouziva polyetylenglykol
(PEG 8000) k precipitaci proteinu. Vysledky (neuvedeny)
nasveédcuiji, Ze rovnovdZn& disocia&ni konstanta (Kd) pro

histamin je okolo 7,3 nM.

2) Test na vazbu radioaktivné znadeného ligandu (radioligandu)
D.RET®6

Rekombinantni D.RET6 byl nafed&n 1,5% y-globulinem (Sigma)
a pouZit v jedné fadé& pokust. 50 pl proteinového roztoku se
inkubovalo s 50 pl [2,5-°H]histaminu diHC1 (1 pCi/ul) ptri
fedéni 1:2500 (Amersham) p¥i teploté& mistnosti po dobu alespoii
3 hodin se stoupajici koncentraci nezna&eného histaminu nebo

bez histaminu. V3echny testy se provadély v celkovém obejmu

200 pl. Inkubace byla ukon&ena pridéanim 125 pl PEG 8000 (36%
(hmotnost/objem) v PBS) a stodenim v mikrocentrifuze maximalni
rychlosti po dobu 12 minut, aby se sebral navazany protein.
Zkumavky byly stoleny je3t& jednou, aby se odstranil veSkery
supernatant bez poruSeni peletli. Pak byly pelety znovu
rozpusStény v PBS. Byly pfidany t¥i mililitry tekutého
scintila¢niho koktejlu (Beckman) a mé&¥ila se radioaktivita pri
pouZiti kapalinového scintilaé&niho poditade (Wallac, 1217

Rackbeta) .
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Ve druhé fad& pokust byl pouZit kompetitivni vazebny test

Pro srovnani t¥i nezna&enych kompetitivnich ligandd (histamin, .

l-metylhistamin a 3- metylhistamin).

Aby se studoval vliv serotoninu na vazebnou aktivitu pro
histamin, bylo ke kazdym 200 pl vazebného testu pfidano 10 pl
PBS (jako kontrolni pokus) nebo 10 pl serotoninu (50 puM nebo
500 uM).

Co se tyCe analyzy dat, afinitni konstanta ligandu byla
uréena ze Scatchardovych diagramg, jak bylo dfive popséno
Hulmem ("Receptor—Ligand Interactions", IRL Press, Oxford,
1992). Pro proloZeni zavislosti experimentdlnimi daty byla
pouZita nelinedrni regrese (Motulsky, FASEB J., 1, 365-374,
1987) a byly vytvoreny dvé asymptotické pfimky, jak bylo jiz
popsano jinde (Feldman, Analytical Biochem., 48, 317, 1972).

Z vynesené k¥ivky byly narysovany dvé asymptotické primky
podle Feldmana (1972) odpovidajici dvéma vazebnym mist@m
histaminu pf#ibli%né Kd 6 x 10° M a 2 x 10 M. Srovnani
schopnosti histaminu a jeho metylderivatna nahradit
radioaktivni histamin ukdzalo, Ze vazba prostfednictvim D.RET6
byla specificka pro histamin (obrdzek 15). Prekvapivé
saturacni kfivky a odpovidajici Scatchardovy diagramy pro
vazbu histaminu v pfitomnosti serotoninu odhalily vyznamné
synergické plsobeni (obrazky 15 a 16). V kone&né koncentraci
2,38 uM serotoninu byla Kd pro dvé vazebna mista pro histamin
1,1 x 10°Malx 10°M a pfi 23,8 uM serotoninu 1,3 x 10°° M
alx 107° M.

Bylo tedy zjisténo, Ze v pfitomnosti serotoninu se vazebni
afinita D.RET6 ke svému ligandu, histaminu, zvy3ila
Sedesatkrat. Nedavno bylo publikovano, %e externi stimuly
(véetné serotoninu) reguluji aktivitu savciho receptoru Hy,
podnécujice zvySenou afinitu k ligandu (Bloemers, S.M.,
Verheule, s., Peppelenbosch, M.P., Smit, M.J., Tertoolen,
L.G.J. a De Laat, S. The Journal of Biological Chemistry,
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273(4), 2249-2255, 1998). Ackoliv molekulové detaily zlstéavaji
nejasné, pro vysvétleni zvy3ené afinity k histaminu byla
navrZena konforma&ni zmé&na v receptoru H; (Bloemers, 1998). Zda
se tedy moZné, Ze synergické plsobeni serotoninu na protein
roztoce vadzajici histamin vyvine zruSeni serotoninem
indukované zvy3ené vazebné afinity receptortt H;. Takovy
mechanismus by tudiZ mohl umoZnit proteinu roztode prekonat
serotoninem zcitlivé&né histaminové receptory hostitele v mistd&
sé&ni. ProtozZe dosp&ly D. reticulatus saje na celé ‘tadé
domestikovanych i divokych zvirat, vdetné psa, koné, dobytka,
ovci, Jjelena, 1lisky, zajice a jeZka, synergické plsobeni
serotoninu by mohlo zajistit flexibilitu pro vykonnost
proteinu roztoce vazajiciho histamin v rozsahu hemostatickych
reakci specifickych pro hostitele.

Tento nalez mad dblezité dusledky pro navrhovéni molekul
S vazebnou aktivitou pro histamin a poskytuje dileZité
porozuméni mechanismu W@&inku téchto roztodovych proteint,
spolu s molekulami navrZenymi pro napodobeni jejich pusobeni.
Napfriklad, aby se zmé&nila afinita té&chto molekul pro histamin,

miZe byt serotonin podavan soulasné v pfisludném mnoZstvi.
Priklad 4

Krystalizace proteint

Purifikovany FS-HBP2 byl dialyzovédn proti 10mM histaminu
ve vode (pH histaminového roztoku bylo upraveno na hodnotu 6,8
pouZitim NaOH) a koncentrovan pomoci centrifugac¢nich jednotek
Centricon 10 (Amicon) na kone¢nou koncentraci proteinu

20 pg/pl. Visici kapka 3 pl roztoku protein/histamin spojend se

25 pl mateéného roztoku byla ponechdna ekvilibrovat pfi teploté
mistnosti s 1 ml matedného roztoku [0,1M pufr MES (pH 6,5),
obsahujici 0,01M hexahydrat chloridu kobaltu a 1,8M siran

amonny (Hampton Research)].
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Nativni data p¥i rozli3eni 2,24 A a derivovana data na 3 A
byla sbiré&na p¥i teplot& mistnosti p#i pouziti vlastnich
zobrazovacich destickovych detektorn "Mar-research"
pfipojenych k rotadnim anodovym generatortm "Rigaku". Zmrazena
nativni a semi-apo data se sbirala (pfi rozliSeni 1,24 A
a l,35 AJ na synchotronu Brookhaven National Laboratory p#i
pouziti Brandeisova jednomodulového CCD detektoru (vit tabulka
1). Semi-apo krystal byl pFipraven imerzi do né&kolikrat
vyméné&ného matedného roztoku bez histaminu b&hem tydne pted
sbérem dat. Jako zmrazovaci roztok byl pouZit mated&ny roztok
obsahujici 30% glycerol. Krystaly byly pfechovavany v 100
K pfi pouZiti zatizeni Cryostream (Oxford Cryosystems).
Zmrazeni m&lo za nasledek zFetelnou zménu rozmérl Jjednotkové
bunky, s osami b a ¢ men3imi a osou a trochu v&t3i nes pri
teploté mistnosti. Difrakéni data byla zpracovana s programy

DENZO a SCALEPACK (Otwinowski a Minor, 1997).

Fazovadni a tvorba modelu

Struktura byla feSena pomoci MIR p¥i pouZiti derivatu
cis-platiny a acetdtu trimetylolova (Holden a Rayment, 1991)
(tabulka 1). Zpoc&atku byla pro kazZdy novy derivat sbirana 10-
15° data. Sb&r dat pokradoval pouze u krystald, které
vykazovaly  vyrazné&jsi izomorfni odlisnosti, jinak  byly
pfeneseny zpét do matedného roztoku pro dalsi ponofeni.

Diferenciacni Pattersonovy mapy umoZnily po prozkoumdni
lokalizovat dvé vazebnd mista pro kaZdy té&Zky kov. Dal&i mista
a spoleCny pocatek pro tyto dva derivaty byly nalezeny pomoci
Fourierovy metody. Acetdt trimetylolova zavadi urdity stupen
neizomorfie (viz tabulka 1). Redukce dat, zména meéritka
a vypocCet izomorfnich odchylek se provadélo vlastnimi programy
3DSCALE a DIFFER (Stuart a kol., 1979). Faze MIR byly
vypoCitédny pomoci MLPHARE (Otwinowski, 1991) a vylepSeny
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"vyrovnavanim" pomoci  programu  GAP (Grimes a Stuart,
nepublikovano) .
Vychozi mapy odhalily pfitomnost dvou molekul

v asymetrické jednotce. Operétor nekrystalografické symetrie
tykajici se téchto molekul byl ur&en a upfesnén pomoci GAP
zaCinajicim z koordindt vazebnych mist t&Zkych kova a pozice
markeru vybrané =z mapy elektronové denzity. Zprumérovani
nekrystalografické symetrie poskytlo mapu elektronové denzity
vysoké kvality, kterd mohla byt snadno interpretovana.
K interpretaci mapy elektronové denzity se pouZil FRODO

(Jones, 1985) a 0 (Jones, 1991).

Tabulka 1

(a) Stanoveni struktury a upF¥esnéni

Jednotkova buika Rozliseni celkovy poclet |pocdet
(a,b,c) (A) odrazt jedine&nych
odrazi
Nativni [77,0, 77,8, 80,1 20-2,27 127,028 22,222
Cis Pt 76,9, 77,8, 80,1 20-3 35,045 9,898
TML 76,2, 78,9, 80,1 20-3 41,086 9,938
Uplnost (%) R-p¥fechod |% isomorfni|Podet Fazovaci
diference mist sila
Nativni |94,8 5,2 - - -
Cis Pt 97,6 8,0 20,5 6 1,6/1,3
TML 97,1 7,7 32,6 2 1,0/0,8
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(b) Statistické hodnoty upfesné&ni

Nativni 2 Apo
jednotkova bunika (a,b,c) 17,5, 74,8, 78,6 (77,5, 74,4, 77,9
Rozsah rozligeni (A) 20,0 - 1,24 20 - 1,35
Pocet odrazut 108,735 76,301
R~-faktor 18, 4% 18,7 %
Pocet atoml proteinu 2744 2744
Pocet molekul vody 529 537
RMS odchylka délky vazby 0,0134 0,014 A
RMS odchylka uhlu vazby 1,5° 1,6°
Prim&rny B-faktor (protein: 11 A? 20 A?
A a B
Primérny B-faktor (ligand, 5 A? 17 A
misto H)
Primé&rny B-faktor (ligand, 5 A® §
misto L)
Pram&rny B-faktor (voda) 26 A? 36 A?

Upfesnéni a analyza

Pocatelni mapa okamZzité odhalila, Ze FS-HBP2 ma topologii
lipokalinu. Soufradnice proteinu vézajiciho kyselinu retinovou
(IRBP) byly pouZity Jjako pocddtedni rémec pro konstrukci
modelu. PocCatec¢ni model byl zpFesfiovdn proti souboru dat
ziskanych pf#i teploté& mistnosti (Nativel, viz tab. 1) pomoci
XPLOR (Brtinger, 1992) (pevné té&leso, pozi&ni a B-faktorové
upresnéni). Vysledny model byl upfesnén proti souboru dat
S vy88im rozliSenim (Native2). Upfesnéni na tuhé t&leso vedlo
ke zlep3eni opratord NCS, coZ umoZnilo pozi&ni a B-faktorové
upfesnéni k rozliSeni 1,24 A. Dal3i uptesfiovani obsahovalo

anisotropni zjemflovdni B faktoru a simulované spojeni.
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Molekuly histaminu a vody pak byly zahrnuty s korekci na
okolni rozpoustédlo. V prtbé&hu upresiovani byla modifikovana
stereochemicka omezeni, takZe byly nakonec zanedbany
elektrostatické sily a van der Waalsovy sily.

Pro wvalidaci struktury byl uZit PROCHECK (Laskowski
a kol., 1993). Pro prifrazeni sekundarni struktury byl uzZit
DSSP (Kabsch a Sander, 1983). K superpozici struktury byl uZit
SHP (Stuart a kol.). Atomové souradnice pouZité pro srovnavani
byly ziskany z proteinové databéze Protein Databanak,

Brookhaven National Laboratory.

Strukturni determinace rFS-HBP2

Komplex FS-HBP2-histamin krystalizuje v ortorombické
prostorové skupiné (P2:21271) se dvéma molekulami v kazdé
asymetrické jednotce. Velikost Jjednotkové bunky je promé&nliva,
zejména ptri zmrazeni (tabulka 1I). Struktura byla vyfeSena
uzZitim dvou derivatd tézkych atoml a pak upfesnéna pomoci
XPLOR (Brunger 1992), coZ poskytlo vysledny model s rozumnou
stereochemii (odchylka RMS vazby 0,013 A)a R-faktorem 18,4 %
pro v3echna data v rozliSovacim rozmezi 20 aZ 1,24 A (viz
tabulka 1). 91,1 % rezidui spadalo do nejvvhodnéjsiho Useku
Ramachdranova vyneseni, Za&dnd& rezidua nebyla v nedovolené
oblasti. Dvé krystalograficky odli3né molekuly (A a B) jsou
velmi podobné (rms odchylka pro atomy C je 0,6 A). Vyznamné
rozdily Jjsou ve smyckdch v kontaktnich bodech krystalu (viz
obr. 20) (konformace postranniho Ffetézce rezidua Val2l se také
odli3uje mezi A a B molekulou, ale je nepravdépodobné, Ze by
tim byla ovlivnéna biologickd funkce). Obé molekuly obsahuji
dva histaminy, navdzané v mistech oznacenych H a L. Chyba
soufadnic pro vét$inu atoml Jjinych neZ vodik je men3i nezZ
0,2 A (Luzzatti a kol., 1852).

Molekuly A a B v krystalu maji jeden rozsdhly kontakt,

vodikové vazby hlavniho fetézce spojuji kratky Ffetézce za
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oblasti a3-helixu (zbytky Al43 a% Al46) s koncem B fetdzce
molekuly B (zbytky BS54 aZ B57). (obr. 20a,c). Dal3i wvodikové
vazby sojuji Al150 ND2 s B25 0 a Al67 OG s B59 ODI. Tyto
molekuly nejsou spojeny dvojndsobnou osou. N&kolik zbytkl na
povrchu proteinu projevuje nékolik konformaci v krystalu,
avSak ty nehraji Z&dnou roli ve strukturnich a funk&nich
interakcich, o kterych se pojednadvd dale. Podle vynikajici
difrakce krystalografické B-faktory jsou ponékud nizké
(tabulka 1), coZ ukazuje, Ze molekula md znadné pevné Jjadro.
Zpfesnény model molekuly A obsahuje zbytky Al a% Al171
nativniho proteinu spole&né& se znadkou Ile-(His)6 vnesenou na
karboxylovy konec metodami genového inZenyrstvi. A&koliv bylo
mozné v této oblasti vystopovat prubéh polypeptidové Fetézce,
pozice t¥i His postrannich Fet&zcl nebyla jasna, takzZe byly
modelovany jako Ala. Pro zna¢ku (His)6 v molekule B nebyla
ziskédna Zadnd hustota (zbytek Bl byl také zanedban diky

porusde)

Celkova struktura

Hlavni &ast molekuly (p¥ibliZny rozmér 33 A x 38 A x 45 A)
Je osmifeté&zcovy antiparalelni B-valec, jehoZ topologie *Fadi
FS-HBP2 do nadrodiny lipokalinu (viz obr. 13 a Flower 1996).
Lipokaliny jsou typicky extraceluldrni proteiny, které
transportuji malé hydrofobni ligandy s rGznou mirou specifity.
FS-HBP2 P-valec nese 2 molekuly histaminu a protein Jje doplnén
Castecné helikalni extenzi N-konce a karboxylového konce (viz
obr. 13a). Vzhledem k vysoké mife sekvendni podobnosti 1lze

oCekavat, Ze celkovd struktura vSech t¥i Ra-HBP je velmi

podobnd (RMS odchylka mezi Co atomy je priblizn& 1 A).
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Jedineéné vlastnosti

Nékteré vlastnosti, které maji funk&ni vyznam, odlisuji
FS~HBP2 od ostatnich lipokalina.

Neobvykle prodlouZeny aminokoncovy tsek FS-HBP2 nejdfive
nejprve prochdzi podél valce a vytvari vodikové vazby
s P-fet&zci F a G, neZ vytvofi al a a2 helix. Podstatni Gast

a2 helixu je umisténa pfes "Gsti" vdlce v interakci se zbytky
na hran&, ¢imZ vytva#i vyznamnou bariéru mezi vazebnymi
kapsami a vnéjskem (obr. 20a,b). jedna strana helixu je drZena
na misté& vodikovymi vazbami se smyCkou spojujici Fetdzce B
a C. Druhd strana helixu dje vAazéna vodikovymi  vazbami
k fetézclm F a G (smy&ka F-G zvl1Aasté vyCnivd v HBP, v souladu
s jeji funkéni roli).

Tak jako u Jjinych 1lipokalinfi, je =zde a3-helix, ktery
priléhd ke stfedu valce. Ve FS-HBP2 je helix p#¥ipojen k valci
na svych koncich dvéma disulfidickymi mistky (Cys 119 k Cys148
a Cysd48 k cyslé8).

Strukturné konzervativni oblasti (SCR) 1leZici v t&sné
blizkosti, byly identifikovany jakozZto slozky urcujici
prostorové usporddéni lipokalinu (Flower 1996). Oblasti SCR
obsahuji 3/10 helixu nésledované sekvenci Gly-X-Trp v ¥feté&zci
A. ve FS-HBP2 a-helix nahrazuje 3/10 helixu a Asn-Val-Tyr
(zbyky 27 aZ 29) nahrazuji "podpisovou" sekvenci. Domény SCR
nékolika lipokalin8 obsahuji motiv Thr-Asp-Tyr. I kdyZ FS-HBP2
neobsahuje "podpisovou" sekvenci, jsou zde konformacni
podobnosti v této oblasti (napt. charakteristicky zlom
v fetézci F). Posledni konzervativni usek, mezi Fetézcem H
a a3, obsahuje Arg nebo Lys v blizkosti konzervativniho Trp
v SCRI. V HBP2 tato smycCka obsahuje tripeptid Thr-Asp-tyr (139
az 141), ktery se obvykle vyskytuje v SCR2. Prekvapivé HBP2
obsahuje je3té nékolik dalSich sekvencénich prvkl, které

pfipominaji Spatn& umisténé fragmenty lipokalinu (adkoliv
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sekvence Glu-Lys-Val~Thr-Ala v Fet&zci D dokonale souhlasi
s ekvivalentnim Usekem epididyméalnim vazebnym proteinem
kyseliny retinové, viz Newcomer 1993).

Snad nejvice pfekvapujicim jedine&nym rysem struktury HBP
je pEitomnost dvou vazebnych mist pro ligand v jad¥e valce.
Jedna z histaminovych molekul se vaZe po celé &Sifce vazebné
kapsy, coZz vyZaduje, aby Fretézce G a H byly odstranény ze
zbytku 1listu, ¢&imZ se deformuje kanonicky vzorec vodikové

vazby.

Dvé vazebnd mista, kterd se 1i3i afinitou pro histamin

Aby bylo moZné analyzovat relativni afinity dvou vazebnych
mist pro histamin a ov&¥it konformadni disledky vazby
histaminu, byl uc¢inén pokus odstranit histamin
z preformovanych krystald. Pevny reZim ponofovani krystald do
matecného roztoku (bez histaminu) byl dodrZovan p#i ziskavani
dat ve 100K. Difrakéni data odhalila, Ze histamin byl ztracen
z jednoho vazebného mista u obou krystalograficky nezavislych
molekul, zatimco druhé misto =z@stalo plné& obsazené. % toho
bylo odvozeno, Ze v krystalu mi& jedno misto mirné vy3si
rychlost obratu. Podobné chovani dvou molekul v raznych
prostredich v krystalu napovidd, Ze jedno misto, oznadené H,
ma vys$8i wvnit¥ni afinitu neZ druhé misto, oznacCené L.
Pozorované interakce ligand-protein podporuji toto pfirazeni.

Vazebnd mista Jjsou lokalizovdna mimo st¥ed na opa&nych
koncich véalce (obr. 20a). Neobvykle pro lipokalin (ale
v souladu s hxdrofilni povahou ligandu) obé& vazebné kapsy
ukryvaji velky polet nabitych zbytk(l uvnit# valce. Tyto zbytky
jsou kritickymi sloZkami vazebnych mist histaminu (viz obr.
2la,b). RMS rozdil v délce stabilizujicich vodikovych vazeb
mezi A a B molekulou je 0,08 A, 2z tohoto hlediska nejsou
molekuly odlisné. Postranni retézec zbytku Tyr1l00

a premostujici molekula vody vytvafeji sté&nu oddélujici mista
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H a L. AvSak sit vodikovych vazeb spojuje tato dvé mista,
jejichZz loZja jsou tém&¥ plnd konzervativni pro rlzné HBP.
V misté H histaminovy ligand leZi kolmo k podélné ose vialce,
coZz vede k pok¥iveni struktury HBP ve srovndni s ostatnimi
lipokaliny. Aromatické postranni Fet&zce Trpd42 a Phel08 qsou
usporadény paraleln&, ale mirng excentricky, takZe vytvareji
silné TII-IT vrstevné interakce (McGaughey a kol., 1998)
s imidazolovou skupinou molekuly histaminu. Fenolovy kruh
Tyrl00 je kolmy k rovin& imidazolového kruhu histaminu, co?Z
ptispivd k dalsim TII-II interakcim. Existuje rozsahld sit
vodikovych vazeb mezi atomy dusiku histaminu a karboxylovymi
skupinami Glu (82 a 135) a Asp (39 a 110), jak pfimo nebo
prostfednictvim molekul vody. Na zakladé& jeho okoli 1ze
usuzovat, Ze vazebné misto H je véazdno v dikationtové formé&.

V misté L je molekula histaminu umisté&na paralelné
s valcem s imidazolovou skupinou sm&Fujici ke st¥edu valce.
Typy interakci v mist& L jsou podobné s mistem H, ale ponékud
méne vyhodné. Imidazolovy kruh histaminu je v interakci
s fenolovym kruhem postranniho ¥eté&zce Phe98, které jsou témér
kolmé. Existuji tu dalsi wvan der Waalsovy interakce
s fenolovym kruhem Tyr29, zatimco Ser20, Asp24 OE1, Tyrl00 OH
a Aspl20 OE2 tvori vodikové vazby s atomy dusiku histaminu.

Tyrl00 md& proto roli p¥i vazb& molekul histamint, tFebaZe
uZzivd razné druhy interakci. ZAadné uspofddané molekuly vody
nejsou pfitomny v misté L a vypolty objemu ukazuji, ze
histamin je mirn& méné& té&sné& nahlouden v tomto misté&, Analyza
B-faktoru vSak potvrdila, Ze oba histaminové ligandy Jjsou
pevné vazany (tabulka 1). Poné&kud horsi "napasovani" histaminu
v misté L vede k otdzce, zda by mohla byt pfirozenym ligandem

v této kapse jind sloudenina neZ histamin.

Struktura FS-HBP2 s jednou histaminovou vazbou

oSesH
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Struktura FS-HBP2 bez histaminu v L mist& byla stanovena

u obou molekul A i B, ackoliv v molekule B je patrny zbytek

histaminu (mira obsazeni p#ibliZn& 10 %). Model pro tuto
»Semi-apo™ strukturu méa R-faktor 18,7 % (tabulka 1).

Strukturni detaily Jjsou v podstaté shodné pro molekulu A
i molekulu B. Cty#i molekuly vody nahradily histamin v poloze
L, z nichZ jedna zaujala polohu atomu CBP histaminu (obr. 21c),
zatimco ostatni destabilizuji tim, 3Ze zaujaly ekvivalentni
polohy atom@ dusiku histaminu. Odstran&ni histamin z mista I,
zpusobilo jen malou zmé&nu (Fa&dové né&kolika desetin A, celkova
zména RMS v pozici Cot je pouze 0,1 A ) a konformace
postranniho fetézce =zustala v podstat@ nezmé&néna (obrazek
2lc). Histamin zOstal vazan v plné mife obsazeni v mistée H,

coz je v souladu s mnohem vy33i afinitou tohoto mista.

Dusledky sekvendni variace v ramci rodiny HBP

Sekvencni variace mezi tfemi HBP se vyskytuje i pro zbytky
primo se podilejici na vazb& histaminu, zejména se to tyka
téch, které pfispivaji ke kapse L. Celkové& FS—HBP2 pripomind
vice FS-HBPl neZ MS-HBPl, avs3ak L-kapsa FS-HBP2 dje ve
skuteCnosti vice podobni kapse MS-HBP1 neZ FS-HBP1, i ptes to,
Ze celkové FS-HBP2 pFipomind vice FS-HBP1. V FS-HBP1
histidinovy a tyrosinovy zbytek nahradily Ser20 a Aspl20. Tyto
zmény museji podstatn& modifikovat jak tvarové tak nabojové
charakteristiky ve vazebné kapse. Na rozdil od mnohych zmén
v L mist&, pouze substituce Phel08 za Leu se dotykd H mista
v FS-HBPl. Kds pro FS-HBP2 a MS-HBPl jsou podobné, a asi 10x
nizsi neZ pro FS-HBP21l, co% predpokladd, Ze modifikace v L
misté moduluji pozorované vazebné afinity. Modelovéani
struktury FS-HBP1 ukazuje, 2e.ztréty aromatickych zbytkd mohou
oteviit vnit¥ni dutinu, coZ by mohlo zménit specifitu.

MS-HBP3, protein specificky pro samce, m& vyrazné&j3i zmény

v porovnani s FS-HBP2, vietnd inzerci a deleci v oblastech
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smycek. MS-HBP1 obsahuje dalsi Cys (150), ktery je
pravdépodobné na povrchu molekuly a je zodpov&dny za vytvoreni
kovalentnich dimert zminénych jiz vyse. P¥edpokléadané
glykosyla¢ni misto, Asn6l je také pravd&podobné& p#istupné

rozpouStédlu (obréazek 13).

Pfiklad 5

Konstrukce syntetického cyklického peptidu S vazebnou
aktivitou pro histamin
Existuji dva Ffeté&zce v proteinech véazajicich histamin,

zndzornéné na obr. 17 a 18, a sice A a B. KaZdy Ffetézce véaZe

dva histaminy, Jjeden v mnoZstvi pmol a druhy v pmol. Vyzkum
geometrie té&chto <&tyrech vazebnych mist je sumarizovadn v tab.
2 a 3 dale.

Tyto udaje ukazuji, Ze v pmol vazebnych kapsach je kladné&
nabity kvartrerni dusik v ,ocdsku™ histaminu vazan ke dvéma
zdporn& nabitym zbytkim (Aspll0 a Glul35). Podobné& také,
kladné nabity imidazolovy kruh je v&zadn ke dvéma negativné
nabitym zbytk@m (Glu 82 a Asp39) prostfednictvim dvou atomi
dusiku v kruhu. Jsou zde také dva aromatické kruhy pro
interakce pozitivnich né&boji mezi atomem dusiku imidazolového

kruhu a Trp42 a Phel08.

1. Navrh peptidu

Analyza aktivnich mist vedla k navrhu, Ze pro napodobeni
vazebnych mist histaminu je t¥eba vzit v uvahu dva odlidné
typy interakce. Prvni typ interakce je mezi kladné& nabitymi
centry (dusikovy ,océdsek™ a imidazolovy kruh“) a negativné
nabitymi zbytky. Druhy typ interakce je mezi kladn& nabitym
imidazolovym kruhem a aromatickym kruhem.

To vedlo k navrhu nékolika systémi cyklickych peptidi,

které obsahuji zaporné& nabité zbytky, nap?¥. Glu a aromatické
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zbytky, nap¥. Phe. Poc¢atedni modelové studie ukazaly, zZe
cyklické hexapeptidy by nebyly dostate&né flexibilni, aby
umoznily rozpoznini histaminu. Modelovani systémd cyklickych
oktapeptidd ukdzalo, Ze ty by mohly umoZnit vazbu histaminu.
Sekvence navrZeného oktapeptidu byla:

Ala-Glu-Ala-Phe-Ala-Glu-Ala-Trp
Obrézky 17 a 18 ukazuji minimalizovanou konformaci systému
cyklicky oktapeptid/histamin. Tyto obrazky ukazuji
pfedpokladdany zpUsob vazby mezi histaminem a cyklickym
peptidem. Na obou ,koncich™ cyklického peptidu jsou dva
zdporné nabité Glu zbytky, které vytvafeji interakci s kladnd
nabitym dusikovym ,ocdskem™ a imidazolovym kruhem. Zbytky Phe
a Trp na opalnych strandch imidazolového kruhu umoZfiuji
interakci aromatického kruhu s kladnym nabojem.

Interakéni vzdalenosti mezi réznymi centry (kladny néaboj
od negativniho ndboje a kladny naboj od aromatické skupiny)

jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2

Pramérné vzdalenosti histidin - peptid

Interakce Vzdalenost A
Histidinova znalka - kysely C Glu 3,66
Imidazolovy kruh - kysely C Glu 3,53
Imidazolovy kruh - centroid Phe 4,91
Imidazolovy kruh - centroid Trp 4,94

Systém &islovani atomu.
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Silnad vazebnid mista
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Atom Hst |Zbytek Atom Reté&zec A Reté&zec B
A A

1 Tyr 36 OH 3,32 3,4

1 Asp 110 Kysely C 3,37 3,66

1 Glu 135 Kysely C 3,88 3,84

2 Glu 82 Kysely C 3,33 3,37

3 Asp 39 Kysely C 3,44 3,35

3 Trp 42 Centroid kruhu 3,7 3,97

3 Phe 108 Centroid kruhu 4,1 4,21
Tabulka 4

Slabd vazebnd mista Hst

Atom Hst |Zbytek Atom Ret&zec A Reté&zec B
A A
1 Ser 20 C=0 2,85 2,83
1 Ser 20 OH 3,07 3,13
1 Asp 24 Kysely C 2,88 3,12
1 Tyr 29 Centroid 3,23 3,21
1 Asp 120 |O 3,64 2,71
2 Asp 24 0 2,64 2,66
3 Tyr 100 OH 2,80 2,18
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PATENTOVE NAROKY W

Slouc¢enina vazajici histamin nebo serotonin, kterd Je
schopnéa vazat histamin nebo serotonin s disociacéni
konstantou men3i neZ 1077 M a kterd m& vazebné misto
obsahujici aminokyselinovy zbytek fenylalanin, isoleucin
nebo leucin v pozici I, tryptofan v pozici II a aspartéat
nebo glutamdt v pozici III a IV, pticemZ zbytky I aZ IV
jsou umistény v podstaté stejné jako zbytky 108, 42, 39
a 82, v prislusSném potadi, v kazZzdé ze sekvenci id. &. 1
nebo 2, nebo zbytky 107, 41, 38 a 78 v sekvenci id. &. 3
nebo zbytky 122, 54, 50 a 95 v sekvenci id. ¢&. 4, a jeji

funkéni ekvivalenty.

Slouc¢enina vazajici histamin nebo serotonin, kterd IJe
schopné vazat histamin nebo serotonin s disociaéni
konstantou men$i ne? 107 M a kterd m& vazebné misto
obsahujici aminokyselinovy zbytek fenylalanin nebo
isoleucin ve zbytku I, tryptofan ve zbytku II a aspartéat
nebo glutamat ve zbytcich III a IV, priéemZ zbytky I az IV
jsou umistény v podstaté stejné Jjako =zbytky 98, 137, 24
a 120, v pfislusSném poradi, v kaZidé ze sekvenci id. &. 1
nebo 2, nebo zbytky 95, 138, 23 a 120 v sekvenci id. &. 3
nebo zbytky 112, 149, 35 a 135 v sekvenci id. ¢&. 4, a jeji

funkéni ekvivalenty.

Slouc¢enina vazajici histamin, kterd Jje schopnd vazat
histamin nebo serotonin s disociac¢ni konstantou men3i neZ
1077 M, a kterd m& dvé vazebna mista, prvni vazebné misto
obsahujici aminokyselinovy zbytek fenylalanin, isoleucin
nebo leucin v pozici I, tryptofan v pozici II a aspartéat
nebo glutamé&t v pozici III a IV, p¥ric¢emz zbytky I az IV
jsou umistény v podstaté stejné jako =zbytky 108, 42, 39
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a 82, v prisluSném pofadi, v kazZdé ze sekvenci id. &. 1
3

¢

nebo 2, nebo zbytky 107, 41, 38 a 78 v sekvenci id.
nebo zbytky 122, 54, 50 a 95 v sekvenci id. &. 4, a druhé
vazebné misto obsahujici aminokyselinovy zbytek fenylalanin
nebo isoleucin ve zbytku I, tryptofan ve zbytku II
a aspartat nebo glutamdt ve zbytcich III a IV, pridem?
zbytky I aZ IV jsou umistény v podstaté& stejn& jako zbytky
98, 137, 24 a 120, v pfisludném poFradi, v kazdé ze sekvenci
id. ¢&. 1 nebo 2, nebo zbytky 95, 138, 23 a 120 v sekvenci
id. ¢&. 3 nebo zbytky 112, 149, 35 a 135 v sekvenci id.

¢. 4, a jeji funkéni ekvivalenty.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin podle naroku 1
nebo 3 navic obsahujici ve =zbytku V tyrosinovy zbytek,
pricemZz zbytek V je umisté&n v podstat& stejn& jako zbytek
100 v kaZzdé ze sekvenci id. ¢&. 1 nebo 2, zbytek 97
v sekvenci id. ¢&. 3 nebo zbytek 114 v sekvenci id. &. 4,

a jeji funkéni ekvivalenty.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin podle néaroku 2
nebo 3 navic obsahujici ve zbytku V tyrosinovy zbytek,
pricemZz zbytek V je umistén v podstaté stejné& jako zbytek
29 v proteinové sekvenci kazdé ze sekvenci id. &. 1 nebo 2,
zbytek 28 v sekvenci id. &. 3 nebo zbytek 40 v sekvenci id.

¢. 4, a jeji funkéni ekvivalenty.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin podle
kteréhokoliv z pfedchézejicich néarokd, ptidemZ uvedena
sloucCenina je stabilizovédna pomocci jednoho nebo obou
disulfidovych mistkdt tvofenych mezi cysteiny 48 a 169
a cysteiny 148 a 119 v proteinové sekvenci kazdé

ze sekvenci id. ¢. 1 nebo 2, cysteiny 47 a 175 a cysteiny
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151 a 119 ze sekvence id. &. 3 nebo cysteiny 162 a 134 ze

sekvence id. &. 4.

Sloucenina vadzajici histamin nebo serotonin podle
kteréhokoliv  z pfedchédzejicich néaroka, kterd obsahuje
peptid, nebo fragment kteréhokoliv =z proteint FS-HBPI,
FS-HBP2, MS-HBP1l nebo D.RETS6.

SlouCenina vazajici histamin nebo serotonin podle naroku 7,

ktera obsahuje cyklicky polypeptid.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin podle naroku 8,
pricemz cyklicky polypeptid obsahuije sekvenci

Ala-Glu-Ala-Phe-Ala-Glu-Ala-Trp.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin podle
kteréhokoliv z narokd 1 aZ 9, kterd obsahuje syntetickou

slouceninu.

Protein obsahujici Ra-Res aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v sekvenci id. ¢&. 5 nebo funk&n& rovnocenny

derivat nebo jeho funkéné rovnocenny fragment.

Protein obsahujici Av-HBP aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v sekvenci id. ¢&. 6 nebo funk&né& rovnocenny

derivat nebo jeho funkéné rovnocenny fragment. .

Protein obsahujici TIh/Bm-HBP1 aminokyselinovou sekvenci

uvedenou v sekvenci 1id. ¢&. 7 nebo funkén& rovnocenny

derivat nebo jeho fragment.
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Protein obsahujici TIh/Bm-HBP2 aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v sekvenci id. ¢&. 8 nebo funk&n& rovnocenny

derivat nebo jeho fragment.

Protein obsahujici Ih/Bm-HBP3 aminokyselinovou sekvenci
uvedenou v sekvenci id. ¢&. 9 nebo funkéné rovnocenny

derivat nebo jeho fragment.

Protein obsahujici TIh/Bm-HBP4 aminokyselinovou sekvenci

uvedenou v sekvenci id. ¢&. 10 nebo funk&n& rovnocenny

derivat nebo jeho fragment.

Protein obsahujici TIh/Bm~HBP5 aminokyselinovou sekvenci

uvedenou v sekvenci id. ¢&. 11 nebo funk&n& rovnocenny

derivéat nebo jeho fragment.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin podle
kteréhokoliv z narokd 1 aZz 10 nebo protein podle
kteréhokoliv z narokld 11 aZz 17 vytvofeny technologii

rekombinantni DNA.

Slou¢enina vézajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z ptedchdzejicich ndrokli, kterd se vaze

specificky na histamin.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z predchdzejicich narok®i, kterd ma

k sobé& pripojenou efektorovou nebo reportérovou molekulu.

SlouCenina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z predchdzejicich narokt, kterd pochazi
z ektoparazitd, ktefi se Zivi krvi, pavoukli, Skorpidéni nebo

hadli a jedovatych Zivo&ichu.
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SlouCenina véazajici histamin nebo serotonin nebo protein

podle naroku 21, ktery pochédzi z roztod.

Sloucenina véazajici histamin nebo serotonin nebo protein

podle naroku 22, ktery pochdzi z roztodl Ixodidae.

SlouCenina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle nédroku 23, ktery pochézi Zz Rhipicephalus
appendiculatus, D. reticulatus, Amblyomma variegatum,

Boophilus microplus nebo Ixodes hexagonus.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z p¥edchédzejicich ndroki, ktera je

spojena s jednou nebo vice sacharidovymi skupinami.

Sloucenina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z predchdzejicich naroktl, ktera je

spojend s jednim nebo vice peptidy nebo polypeptidy.

SlouCenina véazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle naroku 26, kterad je geneticky nebo chemicky fuzovana

S jednim nebo vice peptidy nebo polypeptidy.

Slou¢enina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z pFredchdzejicich ndrokd, ktera je

pripojend ke znalce nebo toxinu.

SlouCenina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z pfedchdzejicich narok, kterd Jje

navazédna na nosic¢ jako je pryskyfice.
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Terapeuticky nebo diagnosticky prfipravek
vyznacujici se tim Ze obsahuje sloudeninu
vazajici histamin nebo serotonin nebo protein podle

kteréhokoliv z predchézejicich néroki.

Terapeuticky nebo diagnosticky pfipravek podle naroku 30
vyznacuijici s e t i m, Ze obsahuje navic

serotonin.

Terapeuticky nebo diagnosticky pfipravek podle naroku 31
vyznacuijici s e t im, Ze obsahuje navic
cysteinylleukotrien, faktor stimulujici desti&ky nebo

tromboxan.

Vakcina vy znacuijici s e t i m, Ze obsahuje
slougeninu vazajici histamin nebo serotonin podle
kteréhokoliv z na&rokd 1 aZ 10 nebo protein podle

kteréhokoliv z ndrokt 11 aZ 17.

Sloucenina véazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z narokl 1 aZ 29 nebo pripravek podle

kteréhokoliv z nérokd 30 aZ 32 pro pouZiti v lé&eni.

SlouCenina véazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv =z narokl 1 aZ 29 pro pouZiti Jjako

léc¢ivo.

PouZiti slouceniny vazajici histamin nebo serotonin nebo

proteinu podle kteréhokoliv z narokl 1 aZ 29 jako lé&iva.

Sloucenina véazajici histamin nebo serotonin nebo protein

podle kteréhokoliv z ndrokd 1 aZ 29 pro pouZiti ve vakcinég.
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Pouziti slouceniny vazajici histamin nebo serotonin nebo

proteinu podle kteréhokoliv z narokl 1 aZ 29 ve vakcing.

Slouc¢enina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 29 pro pouZiti pri detekci
nebo kvantifikaci histaminu v lidském, zvi¥ecim, rostlinném

a potravinovém materidlu.

Slouc¢enina vazajici histamin nebo serotonin podle
kteréhokoliv z ndrokl 1 aZ 29 pro pouZiti p¥i depleci nebo
odstranéni histaminu z potravinovych produktu, bunécnych
kultur nebo z lidského, zvifeciho, rostlinného a

potravinového materidlu.

Slouc¢enina vazajici histamin nebo serotonin podle
kteréhokoliv z ndarokt 1 aZ 29 pro pouzZiti pfi wvazbé nebo

detekci histaminu u 1lidi nebo zviFat.

SlouCenina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z nérokl 1 aZ 29 pro pouZiti jako
antihistaminikum, protizdn&tlivé 1é&ivo nebo pfi 1léceni

alergie.

SlouCenina vazajici histamin nebo serotonin nebo protein
podle kteréhokoliv z nédrokd 1 aZ 29 pro pouZiti jako
nastroj védeckého zkoumdni tykajiciho se udlohy histaminu

v biologickych procesech.

PouZziti slouCeniny vézajici histamin nebo serotonin podle
kteréhokoliv z ndroki 1 az 29 ve spojeni s farmaceuticky
prijatelnym nosicem pro vyrobu lé&iva pro 1lé&eni nebo

prevenci zanétu nebo alergické reakce u 1lidi nebo zvirat.

LA
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SlouCenina nukleové kyseliny, kterd kdéduje molekulu nebo
protein vé&zajici histamin nebo serotonin podle kteréhokoliwv
z narokd 1 aZ 29 nebo ktera hybridizuje s uvedenou
molekulou nukleové kyseliny za standardnich hybridizad&nich

podminek.

Molekula nukleové kyseliny podle nadroku 45, kterd zahrnuje

DNA, cDNA nebo RNA.

Klonovaci nebo expresni vektor obsahujici molekulu nukleové

kyseliny podle kaZdého z naroka 45 nebo 46.

Vektor podle naroku 47, ktery je zaloZen na viru.

Hostitelska bunka transformovana nebo transfekovand

vektorem podle kaZdého z ndrokl 47 nebo 48.

Transgenni zvire, které bylo transformovdno molekulou
nukleové kyseliny podle kazZdého z nédrokll 45 nebo 46 nebo

vektorem podle kazdého z ndroka 47 nebo 48.

- ,.._.u...“m.w.,l
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Obr. 6
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ATGTGCACGGTGAGGCCACCCCGCTAGAAAGAAAAGGGATGAAAAGGCTACTCGAAGAAG
M CTV R P P R *

CAACAACCAATCAGTGCCCACAAGAGAACCGTTCCAGTCCTGCGAAAGTTGCGCCTCCCA
AAACACATACATTTCACTGCAAAGATGACCGATGCAGTCGCAAATTCGTGTCCTAGAACT
CAAGTGCTGTTTTGGAAACTCGGAAAGGAGACAGTAGAAGCTAACTGCTGTGATACCTAG
GCCAGGCATTTCCGTCGGGCACTGTTTTTTATGAATAGGGTAGGGTGAAAGTATTTTGGC
TTTGCTGTGGCCCAATAAATAGCGTATATTAGCGGACTAGCATCGAAGTTCCAGATGCTA
TAAAGCAGCTAAAACTCACTTCTGCCTGGAA&TTCGATAGGTATTGAATAGATCATGCGC
GCACAGAAAAGAAARGTATCAATCAAAACATAAAAAGCATTCTTCGCATGTGCGCAAAGC
ATTCCCTAAGTCCACGCTAAAAATAGGTGTCATTTCATATAGCATCGAGTTCTATACGTT
CTTAAGATGCTACCGGTCATTCATTCCTTTCTCGTCTATGCCTCATGGATCTGAACCAAG
TTCTTCTATTGCCTCCTTGTTTTCCGGTAGCTACAGAGTTCAGCAGCACCATTGCTAGTG
CATATTTTATCTTCGTGCTGTGTTTGTCGCAGTATATTTTTCTGCCTATT&ACGATATTT

GCACAATGTAATAAAACATTTGCCTGCCTAAAAAAARAAAAAARAAAA 1488

Obr. 6 (pokr.)
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Obr. 7

CTCCAGCTCTGCTTCGACGATGAAGGCTCTCCTGATCGCTGTCGGCTACCTGGCTGECGT
M K A L L I AV G Y L A AV

CACAGCGGCACCCCAAGCTTCGCCTTCCTCTCCGAGGAACGAACCACTCAAGAATACTAC
T A A P Q A S P S S P R NE P L K N T T

GTGGCACAGCAAGGAACTGAARAATTATCAAGATGCGTGGAAGTCCATCAATCAAAACGT
W H S K E L KN Y QD A WK S I N Q NV

CAGCACTACCTACTACTTCCTCAGATCAACCTACAACAACGACAGTGTCTGGGGTARAAL
s o T Y YFLRSTYUNKND DSV WG KN

TTTCACCTGTCTTAGCGTCACGGTGACATCGAAACATGAATCAACGTTCACCGTCGAATA
F T CL 8§ v T™V TS KHESTFTUV E Y

TAACACCACGTACAAAAATCAGAGCCAACAATGGGTCAGCATGACGGAAAACGTCACGGC
N T TY KNG QS QQWUV SMTEUNVTA

CGTGCAGGAGGAGGGCTACGACGTTAAAAATATCATTCAGTGGACAACAGAGAATAACAC
v ¢ E E G Y D V K N I I Q W T T E N N T

AAAGTTCAATGATACTGTTGTTTTTACGGACGGCCAGACTTGTGATCTGTTGTACATCCC
XK F ND TV V F TDGOQTZCD L L Z? I P

GTACAAAGAAAACGGTTACGAGCTGTGGGTGCGTTCGGATTACCTGCAGAACACTCCAAC
vy K EN G Y EL W V R S D Y L Q N T P T

GTGCTGCCAGTTCATCTTTGACCTCGTCGCATTGGGACGTACCACGTACAATATCTCCAC
c ¢c 0 F I FDL VAULGURTT Yy N I S T

TCCTGACTGCGTGACCAAAACCTCTCGTTAGACCGTGAAAGCCGCGGCTTATGCTACTCG
P D CV T X T S R *

ACTGCTCAGGTTGGAAGAGTAGGGAGCCCCGACGCGCACTACTACTAAAAATGATTCCAé

ATAAAGTATTCAAACATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 760
o
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Ih/Bm-HBP2 Obr. 8
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AGTGACTCCTGCTCTGCTTCGACCATGAAGGCTCTCCTGATCGCTGTCGTCTACCTGACT
M K A L L I A.V V Y L T

GCCGTCACAGCGGCAGACCAAGCTCCGCCTTCCTCTACGAGGAATGAACCACTCGAGAAR
A VvV T A A D Q@ A P P S S5 TR NE P L E K

ACTACCTGGCACAACCAGACACTGGGACGTTATCAAGATGCGTGGAAGTCCATCAATCAR
T T WHNOT L G R Y Q D A2 W K S-"I N Q

AGCGTCGGCACTACCTACTACTTCCTCAGATCAACCTACAACAACGACAGCGTGTGGGGT
s v g TTTYY F L RS T Y NND S V WG

AAAAATTTCACCTGTCTTAGCGTCACGGTGACATCGAAATATGAATCAACGTTCACCGTC
X N F T C L S VvV TV TS K Y E S T F TV

GAATATAACACCACGTACAAAAATCAGAGCCAACAATGGGTCAGCATGTCGGAAAACGTC
E Y N T T Y K N Q 5§ Q QW v 8§ M S E N V

ACGGCLGTGCAGGAGGGCGGCTACAGTGTTAAAAACATCATTCAGTGGACAACGGAGAAT
T AV Q E G G Y S V K N I I Q W T T E N

AACACAAAGTTCAATGATACTGTTGTTTTTACGGACGGCCAGACTTGTGATGTGTTATAC
N T K F NDOTVVF TDGOQTOCDV LY

ATCCCGTACAAAGAAGACGGTTACGAGCTGTGGGTGCGTTCGGAATACCTGCAGAACACT
I P Y XK ED G Y EL WV R S E Y L Q NT

CCAACGTGCTGCCAGTTCATCTTTGACCTCGTCGCATTGGGACGTACCACGTACAATATC
P T C C Q F I F DL VAL GR T T Y NI

TCCACTCCTAACTGCGTGGCCACCACCGCTGGTTAGACAATGCAAGCCGCGGCTTAARTTT
s T P N C VAT TAG *

ACTCGACCGCTCAGGTTGGAAGTGCCGGGAGCCTCGACGGGCACTACTACTTAAAATGAT

AAAAAAAAAAAAAARAR 765
TTCGAATAAAGTATTCAAGCATTTCTGG
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Obr. 10

GGAAACCAGGATGGCGCTCAGATTTGCACTTCTGCTGGCGTGCATCGTCACGGCATGTGE
M A L R F A L L L A2 C I VvV T A C G

CTGGAGAACACGGATTCAAGAGAAAGGTCCCGAGAACAACCCTCTCATGAACACCCAACT
W R T R I Q E K G PEDNIHNUPILMNTQ R

TTTGGGAAAAATGCAAGACGCATGGAAGAGTCTGGAAAAGGCAGCAAATCAGACGTATGT
L G K M @ b AW X S L E K A ANOQ T Y V

CTTGGTGTTCCGCTCAAGAAATCACGAACCAGATATATCCTGCGTCTACGTGAGAGCTAG
L vV F R S R NHE PDI sSs CV Y V R A S8

TAATTTAGATAATGCAACTAAAACTGCAGATTATACCAGAACATATTACAATATGACGGC
N L DNATT KT ADYTTZRTY Y NMTA

ABAAACAAAACGTGTCGGTAAATTATACTGCAAGAGCTCTGAAGCAAGTGGACTATGAGTC
K Q NV S5 V N Y T A R A L K Q V D Y E 8§

GGAAAATGTCGTACGAGTAAACCTGACAGGTGGGGTCCCCAGTAACGATACAGTTCCTCC
E NV VRV NL T GGV P S ND T V P P

TGGAAGCTTCGAATACGTCGAGTACGGTAATTACTCCTGCAATAGCTCATCGACACCCTT
G S F E Y V EY G NY S§ C N S s 8§ T P F

TTTGCATGCTGTGCAAATGGCATCGCAAGGGCAATCCTGGGGGCCGGATGTCGAAGGGLG
L DAV O MA S Q G Q s wWw G P DV E G R
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541

601

661

721

781

841

901

961

1021

CACATATCTAGATTTCTACGTCGTCTACAATCAACCGTCGTGCAATGTCCTGAAGTCCCC
T Y L D F Y V V Y N Q P S C N V L K S P

GCTCCTGGGAGGTGCTTGTGACTTCTGGGTGCCACAATCAGAGTTGGACAAGGTACTAR
L L GG A CODTF WUV P QS ETLTUDTEKV L N

CAAAAAAGGAGATAAGAAAAAGCCAGCTAAGTCAAGCAGTCAAAATGGAGACGAAGGTTS
K K G D K XK K P A K S S S Q NG D E G §

TGATGCCGAGCAACCTGAACTGGAGGCCATCTTTAAACATCTACCCCCTCCCTGCCGCGE
D A EQ P EL EAIF X HUL P P P C R A

AGCGTTCATAACTTCCTGCGGCTATCCAAATTTTCTCATGTACAACAAGACGATCTGTAA
A F I T S C G Y P N F L MY N K T I CN

TGCAGCGGETCATGCTGCGAACTGAACGTCCTCTGCGAACGAGTAGAGCGTGCGTAARAR
A A G E A A N ¥

CAACTGGTCTGAATCTTTTAAGAAATTCGGCAAAGTGCGGGTGGCGCGAACTTTTATCAR

ACTGGTCATACATGTGAAAGAAAAAAATAAAACAAAATGTGCATAARAAAARAAAAAAARA

AAAAA 1025

Obr. 10 (pokr.)
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Procenta maximalni vazby

/9/3)

Obr. 15

Vazebna aktivita derretinu k histaminu
a jeji substituce metylovou skupinou

0 2 : 4 6 8

-log (koncentrace pfidaného ligand v molfl)

—&— Histamin
~—— 1-Methylhistamin

—— 3-methylhistamin

10
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Obr. 22(pokr.)
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