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Nazev prihlasky vynalezu:
Rekombinantni destickovy kolagenovy receptor
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Anotace:

Glykoprotein VI (GPVI), jeho izolace ¢isténi a produkce
rekombinantniho GPVI. Pouziti GPVI, zv145té
rekombinantniho GPVI pro oSetfovani patologickych pifhod,
souvisejicich p¥imo nebo nepfimo s poruchami sraZeni krve,
jako jsou trombotické a kardiovaskularni choroby. PouZiti
mimobunééného rekombinantniho proteinu pro skriningové
testy pfi hledani moZnych inhibitor GPVI vazani na
membrany k zabrané vazby thrombocyti a destiéek na
kolagen. VyuzZiti zmén GPVI k monitorovani véku destidek a
kardiovaskularnich chorob.
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Rekombinantni desti&kovy kolagenovy receptor glykoproteinu VI

a jeho farmaceutické pouziti

Oblast techniky

Vyndlez se tykd glykoproteinu VI (GPVI), jeho izolovani,
¢isténi a zplsobl pro rekombinantni produkci. Obzv]lastsé se vy-
nadlez tykd pouZiti GPVI, s vyhodou rekombinantniho GPVI, k 1é-
cent poruch a patologickych p¥fihod souvisejicich p¥rimo nebo
neprimo s poruchami sraZeni krve, jako jsou trombotické a kar-
diovaskularni choroby. Mimobuné&ného rekombinantniho proteinu
je také moZno pouZit k zavedeni skriningovych testl pri hledai-
ni potencidlnich inhibitordl GPVI vazanych na membrany k zabré-
néni interakcim desti&ek a kolagenu. GPVI na povrchu desti&ek
se v pribdhu 2Zivota desti&ek in vivo m&ni a miZe se ho proto

pouzit jako markeru vékového profilu destidek.

Dosavadni stav techniky

Glykoprotein VI je 62/65 kDa (neredukovany, pripadné re-
dukovany) glykoprotein destidkovych membran, ktery tvori komp-
lexy spolu s obecnou subjednotkou Fcgama. Podjednotka GPVI ob-
sahuje vazebni misto pro kolagen a podjednotka Fcgama zodpovi-
dd za signalizovdni. Komplexy se tvori na hlavnich receptorech
kolagenu na povrchu destidky, coZ je rozhodujici pro aktivaci
destic¢ky v odezvé na kolagen. Rozeznavaci sekvence kolagenu
sestavd =ze sekvenci (GlyProHypln. Jsou z=namy pacienti v Japon-
sku, kteri maji vrozeny nedostatek GPVI. Maji mirné problémy
s krvacivosti a jejich destidky u&inkuji jen slabd& na kolagen,
rPravdépodobng wvlivem jinych receptor(. Mnoho poznatkll se zis-
kalo o signalizadnich kaskddédch vznikajicich na GPVI, coZ se
silngd podobd signalizad¢nim kaskdddm =z imunitnich receptor

véetnd receptorti T-bundk, receptori B-bundk a receptord p¥i-
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rodnich zabijed&l buné&k. K té&mto kaskadam pat?ri{ obzv]1azEtd rodi-
na tyrosinkinaz, jako je Fyn a Lyn, steing& jako p725YK 3 mnoho
jinych tyrosinkindz a fosfatdz a adaptorl proteintt jako je
LAT. Hlavnim cilem téchto kaskdd je aktivace fosfolipizy
Cgamaz, kterd Stépi fosfolipidy na sekundarni medidtorovy dia-
cylglycerol a IP3. Mad se z=ato, Ze GPVI. se podili na aktivaci
dest ic¢kového integrinu «281, ktery mé& hlavni roli v ulpivani
dest i&ek na sté&ndach poskozenych cév. My3i s vybPazenou ("knoc-
ked out") podjednotkou Fcgama maji destidky, které stile vyka-
zuji odezvy na kolagen, coZ znamend, Ze zbybtkovy stav «281 ma-
Ze byt také regulovdn komplexem GPVI/Fcgama. Detidkovy kolage-
novy receptor GPVI je Gzky vztah k pPirodnim =zabijedtm aktiva-

tord receptord rodiny p58KAR stejnéd jako FcaR.

Adheze a aktivace zbytkovych kolujich destidek v mists&
poSkozeni cévy je prvnim stupnédm v procesu vedoucim k vytvare-
ni trombu, ktery se prem&ni v hemostatickou zatku. Kolagen je
jednou = hlavnich sou&dsti cévni sté&ny zodpovédny =a aktivaci
desti&ek. Existuje mnoho typll kolagenu a sedm = nich se nacha-
zi v subendothelovych vrstvach. Bylo identifikovdno né&kolik
rdznych receptort pro kolagen na desti&kach, av3ak =a hlavni
se dnes povazuje integrin ozg1 a neintegrinaovy GPVI. Ackoli
azB1 je dobre charakterizovan, a ob& podjednotky byly klonové-
ny a sekvencovany jiZ pred nékolika lety, =zGstdvd struktura
GPVI té2ko postiZitelnou, adkoli bylo identifikovdno nékolik
vyznakl. PribliZn& pred dvaceti lety se =jistilo, Ze GPVI ije
hlavnim destidkovym glykoproteinem s molekulovou hmotnost{
v rozmezi 60 aZ 65 kDa a s kyselou hodnotou pH. Jeho role jako
domn&lého receptoru kolagenu byla stanovena po identifikaci
pracienta v Japonsku s mirnou poruchou krvicivosti, jehoZ des-
tidky vykdzaly specificky defekt odezvy na kolagen a postrada-
ly tento receptor. Tento pacient také vyvinul autoprotildtky
proti deficitninmu receptoru a t&ch se pouZilo k dal&imu cha-
rakterizovdni molekuly. Novéji se zjistilo, Ze GPVI Jje spojen

nekovalentné& se znamou podjednotkou Fcgama, kterd plUsobi jako




signal izaéni Cast. komplexu. Ukazalo se také, Ze rozeznavaci
sekvenci kolagenu pro GPVI Jje opakujici se tLriplet Gly-Pro-
-Hyp wuwvniti spirdlni struktury kolagenového tripletu, a e
syntetickych peptidld zaloZenych na této strukture by se mohlo
pouzit jako specifickych agonistlli =zam&fenych na GPVI. Ukazalo
se, Ze komplex GPVI/Fcgama signalizuje do vnit¥ku destidek me-
chanismem podobnym imunitnimu receptoru, =zahrnujicim aktivaci
pP725YK a vedouci kaskadou interakci kindza/fosfatdza/adaptor
proteinu k aktivaci PLCgama2 a tedy k uvolfiovani granuli a ag-
regaci destic¢ek. Dal3im stupném v charakterizaci této molekuly
bylo predvedeni, Ze hadi lectin typu C, convulxin z tropického
chitestySe Crotalus durrisus terrificus je schopen aktivovat
dest idky shlukovanim GPVI multimerni interakci. Ukazalo se, Ze
konvulxin se vdZe specificky na GPVI, coZ umoZifiuje z=plsob &iZ-

té&ni tohoto receptoru ve spojeni se =avedenymi pristupy.

Z dosavadniho stavu techniky se Jjevi GPVI jako velmi =a-
jimava slou&enina v mnoha terapeutickych oborech, tvkajicich
se predeviim aplikaci, jeZ se vztahuji primo nebo neprimo ke
pfipadim  koagulace krve z4dvislym na interakci kolagen-desti&-
ky. Ukolem vynalezu tedy je pripravit GPVI v rekombinantni
formé& a dolozZit jeho udinnost jako primého terapeutického cile
nebo jako nastroje ke skrinovani kritkych slou&enin, obzvlastsd
chemicky syntetizovanych nebo syntetizovatelnych sloudenin na-
jicich schopnost inhibovat interakci prirodni destidky-kola-
gen. Vyndlez se tyka také &dsti fragmentd proteinu GPVI, které
si =zachovaly svou biologickou aktivitu, kterou je vazba na ko-

lagen.

- Podstata vyndlezu

Podstatou vyndlezu jsou DNA kodujici glyvkoprotein VI nebo

jeho biologicky aktivni fragmenty.

Vyndlez Jje Usp&3Sny v &idLéni prim&fenych mno3stvi GPVI
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Pro primarnfi charakterizaci a pro sekvencovani peptidu. Sek-
venci je pouZito ke konstrukeci primerti pro PCR k identifikaci
pozitivni sekvence v knihovnd DNA. Této sekvence DNA je pak
rouZito jako sondy k izolovani tLém&% dplné sekvence <DNA
z knihovny a vypuit&ni sekvence 5 se =ziska pouZitim zpisobu

RACE =z knihovny destidek <¢DNA.

Vyndlez je také uZite&ny v pfedvedeni pouZiti rekombinant-
niho GPVI jako terapeuticky aplikovatelné sloudeniny, kterd je
schopna pfi poddni pacientovi napriklad s posSkozenymi krevnimi
cévami, vazat kolagen a tak =zabrafiovat, aby se desti&ky, obsa-
hujici na membrdnu vdzany GPVI, vdzaly na uvedeny kolagen. Re-
kombinantni rozpustna mimobun&&na doména GPVI obsahuje kolagen
vadzajici mista a mGZ2e =zabrafiovat aktivaci desti&ek kolagenem.
Mohla by tudiZ byt aplikovatelnd k 1é&eni chorobnych stavii za-
hrnujicich zvySenou aktivaci destidek kolagenem, jako je athe-
rosklerotické rozrusovdn{ krevnich destidek u chorob jako je
nestabilni angina nebo b&hem chirurgickych zasahl jako je per-
kutanni translumindlni korondrni angioplastika (PTCA), kdy se
arterie oteviraji balonkovym katetrem, co2 =zplsobuje z=nadné
poskozeni stény c¢év a velkou aktivaci destidek a &asto vede
k pozdéjsimu opétnému ucpdni cévy. Prednost rekombinantnich
fragmentd GPVI ve srovnani se soudasnymi 1é&ebnymi metodami ije
v tom, Ze plsobi v ranném stavu prevenci nebo redukci aktivace
destidek spiSe neZ potladenim pfihod po akitivaci destidek, ja-
ko je agregace antagonisty GPIIb-IIIa. Uvolfiuii se tudiZ mensi
mnoZstvi obsahu destidkovych granuli v&etnd ristovych faktor(
a chemokinti, které se podileji nejenom na opravé ran ale na
rrestavbhé cévnich sté&n migraci hladkého svalstva a pritaZenin
fagocytovych bunék, jako jsou monocyty, o nichZ je zndmo, =Ze
rrispivaji k atherosklerose. Fab fagment humanizovanych my&ich
monoklondlnich protildtek proti GPVI by se dalo pouZit s po-
dobnym efektem k blokovédni GPVI na povrchu desti®ek s podobnou

aplikaci jako shora uvedeno.
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Rekombinantniho GPVI podle vyndlezu miiSe byt pouZito pri
vazebni =zkouZce na kolagen ke skrinovani malych molekul (na-
priklad v kombina&nich knihovnmich) schopnych inhibovat tuto
interakci a kterého miZe byt pouZito k vyvinuti terapeut.ickych
slougenin které jsou inhibitory interakci kolagen-dest i&ky.
Vhodnou, derivatizaci se tyto slou&eniny stdvaji ordlnd dos-
tupnymi. Hlavnim G&elem je opd&t pripravit sloudeniny redukujf-
ci interakce GPVI-kolagen a tedy aktivace destidek v situa-
cich, kdy prichdzeji destidky do styku s kolagenem. Skrinovaci
technologie, pouZita podle vynilezu, je dob¥e zavedend v dosa-
vadnim stavu techniky. Pﬁi- takovych skrinovacich zkouZkach
umoZhuje vyndlez vyhledat a vyvinout nové cile, kteréd mohou
inhibovat GPVI vdzané na prirodni membriny na povrchu desti&ek
jako kolagenovy antagonist. Takovymi <¢ili mohou byt malé che-

mické molekuly, jeZ pak mohou byt podkladem pro dalsi vyzkumy.

Jinou velkou aplikaci GPVI a reak&nich ¢inidel, kteri ro-
zeznavajl specifické domény GPVI, je pouZiti jako markert véku
a funk&nosti desti&ek. Mladé destidky se obecnd povazuji =z=a
aktivnéjsi a funkdn&isi neZ starsi. Mladé desti&ky se vaZi a
jsou aktivovdny hadim Jjedem lektin konvulxin C-typ, ktery ije
specificky pro GPVI a jak starnou, klesd jejich vazani a stu-
pefi aktivace. MiZe to byt =zplsobeno bud proteolytickymi nebo
konforma&nimi =zm&nami v GPVI nebo jejich spojenim s Fc gama
diky aktivaci desti&ek nebo poruch v jejich obdhu. To ntZe byt
uZitednym parametrem k m&¥eni vé&ku a funk&niho profilu desti-
ek u pacientd stejnd jako u normdlnich osob b&hem léka¥skych
kontrol. Vé8kovy profil desti&ek se mé&ni u mnoha chorob ovliv-
fiujicich kostni d¥efi nebo imunitni systém a mohl by byt vy-
znamnym diagnostickym kriteriem, kdyby byly dostupné jiné me-
tody pro jeho stanoveni. Naptiklad pacienti s chorobami =zahr-
nujfcimi zvySeny obrat desti&ek vykazuji{ vice mladych desti-
cek, zatimco pacienti po chemoterapii nebo ozarovani vykazuji
stabilné starnouci populaci. Takovy vékovy profil mnG3e tedy

slouZit k pPresnému monitorovani 1é&by. U normdlni{ =zdravé popu-
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lace je velmi malo znamo o rozddleni védkového profilu a jeho
Uloze jako predvidade zm&n =dravi. Neni Znamo, =zda =zm&ny GPVI
isou zplUsobovdny &astednym zahrnutim destidek v hemostat i ckych
prihoddch a zda =zm&ny mohou byt vyrazn&jizi u pacienttl s ro=-
sdhlou kardiovaskulédrni chorobou. V soudasné dobd se k detekci
mladych ob&hovych desti&ek obsahujicich mRNA prouziva thiazolo-
vé oranZe. Tato mRNA se rychle rozkladd, coZ omezuje metodu na
rouze nejmlad®{ destid&ky. Lé&iva, kterych by bylo moZno pouzit
v takové =z=kousce, by obsahovala specifické GPVI pProteiny hadi-
ho jedu, jako je konvulxin, nebo monoklondlni nebo rolyklonal -
ni protildtky rozezndvajici N-koncovou oblast GPVI nebo mono-
klondlnf protildtky rozezndvajici novd mista nebo konformace
vystavené proteolyzou N-koncovych domén nebo specifické kon-
formace p¥ritomné bud v nedot&ené molekule a nikoli ve staré a
naopak nebo malé chemické jednotky k rozeznini specificky ne-
dot&eného GPVI nebo jeho modifikované formy. Tato reakdni &i-
nidla by byla =zna&ena fluorescendnim markerem nebo spolu
5 fluorescendné znadenou druhou protildtkou nebo afinitnim re-
ak&nim cinidlem a pouZita v pritokové cytometrii ke zmdFeni
vazebniho profilu destidek. V dalZ%im stupni by bylo moZno Pri-
jmout alternativni, méné pracné techniky =aloZené na autona-
tickém mé¥eni profilu destidek. S pouZitim zplsobtt tL¥ridani
s prito&nou cytometrii nebo magnetickymi kulidkami by mélo byt
mozZno oddé&lovat mladé destidky od starych desti&ek ke =zkoumdni
faktori Géastnicich se odstrafiovdni desti&ek z ob&hu. Reak&ni
¢inidla rozezndvajici specifické formy GPVI by byly klidem

k takovym studiim.

Vyndlez se tedy tykd DNA kodujiciho glykoproteinu VI nebo

jeho biologicky aktivnich fragmentl, obzv14a3Ld v sekvenci pod-

le obr. 2.

Vynalez se dale tykad DNA kodujici Glykoprotein VI se sek-

vencemi aminokyselin podle obr. 1a a 1b.
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Vynadlez se ddle tyka farmaceutického prostiPredku obsahuji-
ciho rekombinantni GPVI spolu s farmaceuticky prijatelnym re-
didlem, nosidem nebo excipientem a jeho pouziti k vyrobd 1é&iv
v terapeutickém oboru trombotickych a kardiovaskuldrnich p¥i-
hod a poruch souvisejicich s interakcemi desti&ky-kolagen.

Dale se vyndlez tyk& pouZiti rekombinantniho GPVI jako
skrinovaciho nastroje k detekeci specifickych inhibitor inte-

rakci destidky-kolagen.

Vynadlez se jesté ddle tyka pouziti GPVI jako markeru pro

veék destidek a udasti na kardiovaskuldrnich nemocech.

MoZnymi medikdlnimi indikacemi a aplikacemi jsou nap¥rik-
lad nestabilni angina pectoris, PTCA, rouzit.i stentl v této
oblasti, operace korondrnich cév, obecné operace krevnich cév,
operace, které mohou polkodit vEtZ{ krevni cévy jako jsou ope-
race ky&elniho kloubu. Krom& toho jsou zahrnuty vd&echny indi-
kace pochazejici =z tromboembolickych p¥rihod =zplsobenych po-
ruchami interakce mezi cévni sténou a koaguladnim systémen

s vysokym rizikem tvoreni trombll a ucpani cév.

Jak shora uvedeno, hodi se protein GPVI a jeho fragmenty
podle vyndlezu jako farmaceuticky a&inné sloudeniny ve

farmaceut ickych prostredcich a kombinacich.

Farmaceut ické prostredky podle vynalezu mochou popripads
obsahovat pridavné aktivni prisady jako jsou anti-koagulanty
jako je hirudin nebo heparin nebo trombolyltickd &inidla jako
je plasminogenovy aktivitor nebo hementin nebo antagonisty
jinych receptorll destiek jako jsou antagonisty GPIIb-IIIa
jako abciximab nebo eptifibatid nebo antagonisty ADP-receptoru

jako je clopidogrel.

Novy protein a jeho biologicky aktivni fragmenty mohou

rpodle vyndlezu tvorit farmaceuticky prijatelmé soli s kterou-



koli farmaceuticky prijatelnou netoxickou organickou nebo
anorganickou kyselinou. Anorganickymi kyselinami jsou nap#ik-
lad kyselina chlorovodikova, bromovodikovd, sirovd nebo fosfo-
re&nd a kyselé kovové soli jako je natriummonohydrogenortofos-
fat a kaliumhydrogensiran. Priklady organick?ch kyselin jsou
monokarboxylové, dikarboxylové a trikarboxylové kyseliny, jako
je kyselina octovad, glykolovd, mlé&nd, pyrohroznova, malonovi,
jantarovd, glutarova, fumarovi, jable&nd, wvinna, citronova,
askorbovd, maleinovd, hydroxymaleinova, benzoovd, hydroxyben-
zoova, fenyloctovd, skoricovd, sylicylovd a sulfonovd, jako je
methansul fonovd kyselina. JakoZto soli karboxylového koncového
aminokysel inového podilu se priédkladnd uvadédji netoxické soli
karboxylové kyseliny tvorené s kteroukoli vhodnou anorganickou
nebo organickou zdsadou. JakoZto takové soli se prikladnd uvé-
déji soli s alkalickymi kovy jako je sodik a draslik, s kovy
alkalickych zemin jako je vdpnik a ho¥&ik, s lehkdami kovy sku-
riny IIIA, véetnéd hliniku a s organickymi primarnimi, sekun-
darnini a tercidrnimi aminy jako dsou trialkylaminy, v&etnd
triethylaminu, prokainu, dibenzylaminu, 1-ethenaminu, N,N'-di-

benzylethylendiaminu, dihydroabiethylamninu a N-alkylpiperidinu.

Vyrazem "farmaceuticky prijatelny nosid" se vidy mini
inertni, netoxické pevné nebo tekuté plnidlo, Pedidlo nebo
kapslovaci materidl, nereagujici 8kodlivé s G3innou sloZkou
nebo s pacientem. Vhodné, s vyhodou tekuté nosi&e jsou v oboru
zndmé, jako je sterilni voda, solanka, vodna dextroza, cukerné
roztoky, ethanol, glykoly a oleje, v&etné& ropnédho, Zivodidné-
ho, rostlinného nebo syntetického plivodu, jako je napriklad a-

rasSidovy, sojovy a mineralni olej.

Prostredky podle vyndlezu se mohou podavat v jednotkovych
davkach obsahujicich b&Zné netoxické farmaceuticky prijatelné
nosicde, redidla, adjuvanty a noside, které jsou typické pro

parenterdlni podavani.



Pod oznadenim "parenterdlni" se mini subkutanni, intrave-
nosni, intra-artikuldrni a intratrachedlni injek&ni a infusni
techniky. Vhodné jsou také jiné druhy poddni, jakoc je oralni
a topické. Parenteralni prosti¥redky a kombinace se nejvhodnéji
rodavaii intravenozn& bud jako bolus nebo jako konstantni fuze
O sobé& znamymi zplsoby. Tablety a kapsle k ordlnimu poddni ob-
sahuji bé&Zné excipienty jako jsou pojidla , plnidla, Pedidla,
tabletovaci &inidla, mazadla, desintegratory a smia&edla. Tab-

lety se mohou povlékat zplsocby zndmymi v oboru.

Kapalné ordlni prost¥edky mohou byt ve formé& vodnych nebo
olejovych suspenzi, roztokl, emulzi, sirupt nebo elixirii nebo
se mohou podéavat jako sufeny produkt pro smiseni s vodou nebo
s jinym vhodnym nosi&em pred pouZitin. Takové kapalné pro-
st¥edky mohou obsahovat bé&Zné aditivy jako jsou suspenzadni
¢inidla, emulgdtory, nevodné noside a konzervadni &inidla. Ty-

pické prost¥edky mohou byt ve formd vodnych nebo olejovych

suspenzi, roztok, emulzi, Zelé nebo s vyhodou emulznich masti.

Jednotkové davky podle vyndlezu mohou obsahovat denni po-
Zadované mnoZstvi proteinu podle vyndlezu, nebo jejich podily
k vytvoreni pottrebneé davky. Optimalni terapenticky prijatelns
davka a mira davkovani pro daného pacienta (savce v&etnd 1idi)
z=avisi na mnoha &initelech, jako je aktivita pouZité specific-
ké G&inné latky, vék, hmotnost, celkovy =dravotni stav, pohla-
vi, dieta, &as a cesta podani, rychlost uvolhovani, Giel 1é&e-
ni, napriklad terapie nebo profylaxe, a povaha lé&ené trombo-

tické nemoci, protidestidkovd nebo protisrazlivd ativita.

Proto je v prostredcich a kombinacich uZite&nych jako
pProtisrdzliva &inidla u 1é&%enédho pacienta (in vivo) farmaceu-
ticky u&innd denni davka peptidd podle vyndlezu pribliZns
0, 01 az 100 mg/kg tédlesné hmotnosti, s vyhodou 0,1 aZ% 10
mg/kg t&lesnéd hmotnosti. Podle formy poddni miZe jednotkova

davka obsahovat 0,5 aZ 10 mg inhibitoru kolagenu. K dosaZeni




protisrdZlivého G&inku v mimot&lni krvi je farmaceuticky G&in-
né mnoz2stvi peptidl podle vyndlezu 0,2 a2 150 mg/l, s vyhodou

1 mg aZ 20 mg/]1 mimot&lni krve.

Popis obriazk( na vvykresech

Obr. 1 Proteinova sekvence GPVI (jednopismenovy kod)
ta: vid&i sekvence
1b: zZraly protein

Otev¥eny &teci rdamec: 339 aminokyselin

Hvézda: glyvkosilaéni misto
Dvojité podtrZeni: transmembrdnovda doména
PodtrZeni: sekvencované peptidy

Obr. 2 Sekvence nukleotidu GPVI =zahrnujici volny &teci ramec

1017 bp plus 3 a 5 oblasti celkem 1249 bp
Vyndlez bliZe objasfiuje nédsledujici podrobny popis.

Dvé sekvence 7 aminokyselin, vykazujici nejmenzi degene-
raci v genetickém kdédu, se voli rro syntesu DNA primertd k ze-
sileni ¢&4asti GPVIcDNA pomoci PCR. JelikoZ umist&ni obou pepti-
dd v proteinu bylo zcela neznamé, pripravi se pro kaZdy = nich
dva degeneradni primery Jjeden majici smys, druhy nemajici
smysl ("antisense"). Téchto primerl je pouZito k zesileni kni-
hovny kostni d¥end. Kombinace smyslového 5 TYA THC CNG CNA TGA
ARMG 3 primeru kodujici sekvenci PAMKRSL s antismyslovynm
5° TTR TAN ARN GCR AAY TGR TC 3~ odpovidajicim DQFALYK zesili
fragment DNA 221 bp. Vedle vybranych peptidl koduje zesilena
DNA LysC/AspN peptid DQLELVATGVFAKPSLSAQPGPAVSS, =zretelnd spo-
jujicf{ sekvenci k c¢DNA pro GPVI.

Vysledkem skrinovani 600 000 pfu =z knihovny kostni drensd
s timto fragmentem 221 bpDNA jsou &ty¥i positivni pfu. Tri ma-

ji inzert 1350 bp byt vyriznuty restrikénim enzymem Sal I nebo
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EcoR I a pat#i do superrodiny 1gG. Ctvriy ma inzert 4,6 kb di-
gesci Sal I a dava dva fragmenty 2300 bp a 1300 bp p¥*i =zpraco-
védni EcoRI. Jeho DNA koduje sekvenci 10 rept idd odvozenych
z aminokyseliny sekvencujici GPVI avZak kon&{ t&sn& u amino=a-
kon&eni . Nemohl byt nalezen startovaci methionin nebo vad&i
sekvence, je vZak pritomno vice neZ 2000 bpr predem sekvencova-
ného ne&teciho ramce DNA kon&ici v sekvenci Alu. Pokus 5 kon-
covd RACE se ukon&ila na desti&kové poly ARNA s pPrimery umis-
t.&nymi v &dasti sekvence GPVI, kterd byla =zesilena sekvenci
reptidl. Nalezl se fragment 348 bp vdetnd 278 bp na sekwvenci
&tvrtého klonu a 70 bp nové formy bp 1987 odpovidajici 14 anmi-
nokyselindm v&etnd prvniho methioninu pred spadnutim zp&t na
ustavenou sekvenci GPVI. Bylo tedy mo2no sekvencovatl c¢DNA ob-
sahujici celkem 1249 bp, 25 bp 5° sekvenci proti smé&ru starto-
vaciho kodonu, otevi¥endho &teciho ramce 1017 bp kodujiciho
protein, véetnd vidd&i sekvence, se 339 aminokyselinami a 3 ob-

lasti 207 bp vietnd stop kodonu.

¢DNA  kodujici desti&ky GPVI se klonuje a sekvencuje
z knihovny c¢DNA 1lidské kostni d¥end pomoci RACE = dest i &kou
mRNA k nahraZeni chyb&jici 5 sekvence. Otevieny &teci ramec
1017 bp koduje 339 aminokyselin a netranslatovanou oblast 3,
Analysa hydrofobicity sekvence aminokyselin ukdzala pritomnost
dvou domné&lych transmembranovych domén, domndlé signdlni sek-
vence 20 aminokyselin a domén 19 aminokyselin mezi zbytky 247
a 265 zralého proteinu. Sekvence a jeji translace aminokyselin
jsou zndzornény na obr. 2 a 1. Porovnédni se sekvenci aminoky-
selin nejvice podobnych molekul nalezenych v genové bance
(GenBank) ukazuje =z=¥etelnd, Ze pat¥i do superrodiny imunoglo-
bulinu a extraceluldrni doména obsahuje dvd 1gC2-doménové
smyCky tvorené dvéma disulfidovymi mastky. Je to membrdnou
pronikajici proteinova t¥fda jedné molekuly s N-z=akon&enim na
vnéjigku a traversuje membrinu jednou. Nejtésn&ji pribuzné mo-
lekuly pat¥{ k t¥{d& receptoru prirodniho zab{jede, kiterd ob-

sahuje jak inhibi&ni, tak aktivadni typy. GPVI pati*i zrejmé& do




aktiva&ni podt¥idy nejenom svou funkci, ale také, jelikoZ na
rozdil od inhibi&ni t¥idy, neobsahuje sekvence ITIM ve své cy-
toplasmové doméns. Ani neobsahuje Z&dné tyrosinové zbytky,
které by se mohly podilet na fosforylaci. V jeho domén& je n&-
kolik zbytkl threoninu a serinu, Lty se v3ak netykaji kriterii
pro dohodnoté sekvence kindzy. Podobn& = jako aktiva&ni trida
receptoru NK, obsahuje GPVI zbytek angininu na tfeti aminoky-
seliné membrdnu pronikajici domény, kiera se rodili na tvorbé
komplexu s podjednotkou Fc¢ gama. Cytoplasmovi doména obsahuje
51 aminokyselin, vykazujicich jen malou podobnosti (v oblasti
Lt&sné pod membrinouw) s cytoplasmovymi doménami této rodiny. To
naznaduje, Ze tato doména GPVI miZe byt sdruZena s raznymi ty-
py crtoplasmové molekuly spiSe neZ ostatni &leny rodiny. GPVI
obsahuje pouze samostatné domndlé N-glykolyzad&ni misto u
Asn69. Doména t&sn& nad memranou pod beta vrstvami lg doméno-
vého ukon&eni, je v3ak bohatd na threoninové a serinové zbyt. -
ky, které by mohly poskytnout O-glykosyla&ni mista, jako se
zjistila u GPIba a GPV. Hlavni funkce této O-glykosylace spo-
¢ivd pravdépodobnd v poskytnuti receptorové struktury dobre
rozgirend = povrchu destidek k usnadndni interakci s jejich
objemnymi ligandy. JelikoZ GPVI byl nov&ji stanoven jako sia-
loglykoprotein, rozdil v molekulové hmotnosti mezi t.eoretickou
hmotnost{i aminokyselin (37 kDa) a hmotnosti stanovenou gelovou
eletroforézou (65 kDa sniZenouw) musi byt zplsoben jeho glyko-

sylaci.

Struktura p¥irodnich =zabijecich receptori obou doménovych
typld se =zjistila rentgenovymi krystalogafickymi studieni
a ukazalo se, Ze ob& lg-domény tvori ostry tthel s mistem re-
ceptoru pro peptid nesouci antigeny HLA leZicimi na vnéjsi
strané& oblouku. Primé porovndni struktury vazebniho mista pep-
tidu HLA s mistem kolagenu bezprost¥ednd naznaduije, prod maiji
tyto receptory stejny phvod, jelikoZ ndkolikandsobné « Sroubo-
vicove struktury vazebniho mista HLA a peptidu, ktery obsahu-

je, se silné podobaji trojndsobné Sroubovicové struktuie kola-




genu. Ma& se =ato, Ze prirodni =abijeci receptory pracuji dime-
riza&nim mechanismem se dvéma receplory rozeznivajicimi dva
oddélena mista HLA na bufice kterou buiika pPrirodniho zabijede
zkoumd. Tato dimerizace je moZ%ni souddsti aktivadniho nebo de-
aktivadniho mechaniznu, zavisejiciho na t¥ridé receptoru.
V pripadé GPVI miZe byt také steind mozné, Ze se dvé molekuly
GPVI spoji s jednim Fc¢ gama, jelikoZ kazdy monomer dimeru Fo
gama ma rozliSovaci sekvenci. Stechiometrie neni v&ak dosud
zndma a =z=4leZi na strukture kolageni, kolagenu podobnych pep-
tida, kteréd plsobi cestou GPVI a konvulxinu, jevi se jako mo3-
né, Ze sila signdlu se vztahuje k Pads komplex GPVI/Fc gama,
které jsou spolu propleteny. Jinymi receptory destidek pat#i-
cimi do této lg-rodiny jsou ICAM-2 (CD102) a PECAM(CD31) .

VZechny mikroorganismy, bund&né linie, expresni systémy,
host.itelé expresi, plasmidy, promotory, resistandni markery,
replikad&ni plivody, restrik&ni mista nebo jiné fragmenty nebo
¢asti vektord, o kterych je zminka v popisu ne Primo ve spoje-
ni s narokovanym vyndlezem, jsou komerdn& nebo jinak obecné&
dostupné. Za predpokladu, Ze neexistuji jiné prekdZky, je jich
pouzito pouzme jako pFikladii a nejsou nezbytné pro podstatu vy-
nidlezu a mohou byt nahraZeny jinymi vhodnymi nastroji a biolo-

gickymi materidly.

Zplisoby, které jsou nezbyitné podle vyndlezu jsou zde po-
drobné popsany. Jiné zplsoby, kiteré nejsou podrobnd popsany,
Jsou znamymi standardnimi zplsoby pro pracovniky v oboru, nebo
jsou popsany podrobndji v uvedenych odkazech a v pratentové a
ve standardni literatui¥e (napriklad Sambrook a kol., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2. wvydani, Colt Spring Harbor,
1989; Harlow Line (1989) Antibodies: Laboratory Manual, Colt
Spring Harbor, 1988).

Vyndlez objasfiuji, nijak vSak neomnezuji nasledujici pri-

klady praktického provedeni.
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Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Materialy

Protein A-Sefardza, peroxiddzou conjugované kozi anti-my-
&i a anti-kralid¢i protilatky, albunmin hovéziho séra, jed hada
Crotalus durissus terrificus, aglutinin pSeni&nych zrn (WGA),
N-hydroxysukcinimidylchlorformiatem aktivovand zmesiténd 4% ku-
lidkova agardza a Triton X-114 (obchodni produkt spoled&nosti
Sigma Chemical Co., 8St. Louis, MO), oktanoyl-N-methylglukamid
(ONMG) a nonanoyl-N-methylglukamid (NNMG) (obchodni produkt

spoled¢nosti Oxyl Chemie, Bobbingen, N&mecko).

Priklad 2

Izolace GPVI = desticek

Membrdnové glykoproteiny se izoluji =z destidek shora po-
psanym zplsobem., V podstaté se destidky (ze 40 buffy-koz) pro-
myijii a lysuji se ve 2% Tritonu X-114 v p¥itomnosti inhibitort
protedzy. Triton X-114 a vodné faze se oddéli a detergentova
fadze se vnese na sloupec pZEeni&ného aglutinu spojenédho se Se-
rhardézou 4B. Destidkové glykoproteiny se eluuji =za pou3iti 10
mM Tris HCl, hodnota pH 7,4, 30 mM NaCl, 0,2 % oktanoyl-N-met-
hylglukamidu (ONMG) a 2 % N-acetylglukosaminu. Po dialyze a
zkoncentrovdni se vnese roztok glykoproteinit na sloupec kon-
vulxinu vdzaného na N-hydroxylsukcinamidyl-p-nitrofenylchlor-
formdt aktivovany =zesil&nou 4% =zrnitou agardzou (1 mg/ml).
Sloupec se promyie 4 objemy 10 mM Tris HC1l, hodnota pH 7,4, 30
mM NaCl, 0,2 % nonanoyl-N-methylglukamidu (NNMG) a pak 4 ob-
jemy 10 mM Tris HC1l, hodnota pH 7,4, 30 mM NaCl a 2 % NNNMG.
GPVI se eluuje 0,08% SDS v 10 mM Tris HCl, hodnota pH 7, 4.
Roztok se zkoncentruje a vnese se na preparadni gel 8,50% po-
lyakrylamidu pouZitim modelu 491 PrepCell (BioRad, CA). Prepa-

rativn{ elekitroforéza se provede z=a neredukovanych podminek




rodle instrukci vyrobce. GPVI se eluuje v jediném pasu pri 65
kDa. Frakce se promyji, zkoncentruji na Centricon-30 (Amicon,
Beverly, MA) a resuspenduji se v 10 mM Tris HCI, hodnota pH
7,4 a 0,1% ONMG.

Priklad 3

Aminokyselinova analysa GPVI

GPVI se digeruje s endoproteindzami LysC a AspN (Boehrin-
ger Mannheim Némecko). Deset vytvorenych peptidll se odddl{ re-
verni fazovou chromatografii HPLC a sekvencuje se na pulznim
kapalinovém proteinovém sekvenceru Applied Biosystem model
477A s on-line analyzdtorenm aminokyseliny fenylthiohydantoin

model 120A.
Priklad 4

Zesileni fragmentu 221 bp kodujiciho &ast GPVI = knihovny lam-
bdagt11c¢cDNA

Vzorek (1010 pfu) (destidky vytvarejicich jednotek) = kni-
hovny lidské kostni d¥end (Clonetech, Palo Alto, CA) se z=esili
rpomoci dvou kombinaci 4-degeneratovych primerii. Koncentrace
kone&ného primeru je 2 uM, koncentrace dNTP je 200 uM a pouZi-
je se 2U/100 ul reakce AmpliTaqgCold (Perkin Elnmer, Rotkreuz,
Svycarsko) . Podminky PCR jsou 5 cyklil p¥i teplotd 37 C néasle-
dované 30 cykly pri teplot& 44 °C. Smyslovy 19 mer S'TYATHCCN-
GCNATGAARMG3  a antismyslovy 20 mer 5 TTRTANARNGCRAAYTGRTCZ
zesili fragment 221 bp, ktery byl subklonovidn v Bluescript KS*+
(Stratagene. La Jolla, CA) a sekvencuje se pouZitim soupravy

T7? Sequenase kit (Amershamn, §vycarsko).
Priklad 5

Skrinovani knihovny lambdagti1i <DNA sondou 221 bp GPVI

Fragment 221 bp se od¥izne z plasmnidu, vy&isti se a ozna-



&i se a32P-ATP (20MBg/50 pyl, Hartmann Analytik, Braunschwveig,
Némecko) pomoci soupravy High Prime Labelling kit (Boehringer
Mannheim, évycarsko). Skrinuje se knihovna lidské kostni diFend
podle vyrobecovy instrukce. Pozitivni fagy se nechaji rast, je-
jich DNA se izoluje a subklonuje se v BlueScriptu pomoci mist
ether EcoRI nebo Sall a sekvencuje se. Sekvencovani se rrovede
romoci systému ABS RACE. Desti&kovy poly ARNA se Pripravi sho-
ra popsanym zplsobem (Power a kol. Cytokine 7, str. 479 a3
482, 1995). Reversni transkripce (30 ul se provede romoci S
ug polyARNA primerem 5 TGAATGAGAGCGGTCAGTTCAGC3 (20 uM) JdNTP
(1 mM),RNAsin (40 U), pufru 1X AMV a 20 U AMV reversni trans-
kriptdzy po 20 minut pri teplotd 45 °C, rak 20 minut pri tep-
lot& 52 C. Reak&ni smés se zpracuje 2 ul 6N NaOH 30 minut p#i
teploté 65 BC, neutralizuje se 2 pl 6N octovou kyselinou a
zkoncentruje se v zarizeni{ Centricon 30 (Amicon). Kotva se va-
Ze na prvni standardni DNA podle protokolu Aptes a Siebert
(BioTechniques 15, str. 890 aZ 893, 1993). Provede se zahni=z-
déni PCR pomoci pPrimeru komplementdrniho ke kotvd a primeru
S'TTGTACAGAGCAAATTGGTCB' (35 cykld, 55 uC a nasledovany prime-
rem 5 GACCAGAGGCTTCCGTTCTG3 (30 oykl( p¥i teplotd 53 ~C).
Nejvy&Ei pruh (350 bp) se odd&li agarozovou elekiroforézou od

nizZSich, subklonuje se na BlueScriptu a sekvencuije se.
Priklad 6

Priprava anti-GPVIFab a F(ab )z

Polyklondlni antiséra proti lidské GPVI se generuji{ v kra-
licich. Podle popisu se &isti 196G = krdli&iho anti-GPVI anti-
séra. Provede se digesce 1gG imobilizovanym papainem (Pierce)
k vytvoreni fragmentl Fab podle standardniho vyrobcova proto-
kolu. Fragmenty Fab se odd&li od nedigerovaného 1gG a fragmen-
ti Fc pomoci imobilizovaného sloupce Proteinu A (Sigma). Prii-
tok se zavede do dialyzadni zkumavky, zkoncentruje se pouzZitin
revného polyethylenglykolu 20 000, opatrnd se dialyzuje proti
20 mM Hepes, 140 mM NaCl, 4 mM KCl, hodnota pH 7,4 a ulo3i se
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pPri teploté 4 cC az do pouziti. Fragmenty F(ab’)z se pripravi
pepsinovou digesci 1gG, hmotnostni pomdr emz=2ymu Kk substratu
1:50, v 0,5M acetiatového pufru, hodnota PH 4,0, 18 hodin p¥i
teploté 37 GC. Hodnota pH se opravi na 7,4 z¥edénym roztokem
hydroxidu sodného a vzorek se dialyzuje proti 20 mM fosfatu,
hodnota pH 7,4. Fragmenty F(ab')z se oddéli od nedigerovanédho
lgG a fragmentd Fc¢ pouZitim chromatografie Proteinu A. Protek-
ly produkt se zavede do dialyzadni zkumavky, =zkoncentruje se
pouzZitim pevného polyethylenglykolu 20 000, intenzivng se dia-
lyzuje proti 20 mM Hepes, 140 mM NaCl, 4 mM KC1l, hodnota pH
7,4 a ulozZi se v podilech p#i teploild -20 nC. Promyté destidky
se lysuji v Tritonu X-114 a odd&leni fdzi se provede na ro=-
pustném materidlu pred izolovanim membrany glykoproteinifl spo-
jenych s fadzi Triton X-114 afinitni chromatografii na agluti-
nin Sefarodze 4B pSeni&nych kldi&kh, jak shora popsdno. Jelikoz
GPVI predstavuje jen velmi maly =zlomek shromiaZdéndho glykopro-
teinu destidkovych membrin, pouZije se specifi®nosti hadiho
lektinového konvulxinu typu C k izolaci tohoto receptoru. Afi-
nitni chromatogtafii na konvulxinu spojeného se Sefard=zou 4B
se ziskd protein 65 kDa jako hlavni produkt. Av3ak necharakte-
rizovany materidl jak s vys3im, tak s nizsim Mr koelugoval
s GPVI a nemohl byt odstran&n extensivnin promyvanim sloupce.
Jako koned&ny stupell &iZtdni se =zaradila rreparativni gelova e-
letroforéza na 8,5% polyakrylamidu. Frakce obsahujici GPVI se
shromdzdi a daji samostatny pruh p¥ri reanalyse. Vy&igtény GPVI
se tesbtuje na schopnost blokovat shlukovani destidek kolagenem.
Pozoruje se mirny inhibi&ni G&inek po pridani rodill roztoku
GPVI do suspenze destidek. Predb&Znou inkubaci GPVI s kolage-
nem pred pfiddnim sm&si do suspenze destidek se viak miZe ag-
regaci zabranit zpisobem =zavislym na dévce. Tyto destid&ky se
dile agregovaly po pridani Serstvého kolagen. Za nereduk&nich
podminek m& izolovany protein Mr 62 kDa s posunem smdremn
k mirnéd vyssi Mr (65 kDa) pri redukd&nich podminkdch. JelikoZ
se zjistilo, Ze =zakon&eni GPVI je blokovéno, digeroval se pro-

tein s enzymy LysC a LysC/AspN, coZ vytvorile 4 a 6 reptidd,




ze kterych byla sekvence =z=iskina. Peptidy se odd&li rever=ni
fdzovou chromatografii HPLC na sloupci C4 a sekvencuji se Ed-
manovym zpldsobem. Sekvence aminokyselin t&chto peptida jsou

v translatované sekvenci c<DNA rodtrZ2eny (obr. 1).

Primyslovd vyuZitelnost

Glykoprotein VI (GPVI) zvi1asts rekombinantni GPVI pro vyrobu
farmaceutickych prost¥edkit k 1é&enf roruch a patologickych
pPPFihod souvisejicich p¥fimo nebo neprimo s poruchami sriZeni
krve a dale pro skriningové testy p¥i hledani moZnych inhibi-
tord GPVI vazanych na membrany k zabriandni interakcim desti&ek

a kolagenu.
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PATENTOVE NAROKY
1. DNA kodujici glykoprotein VI nebo jeho biologicky aktivni
fragmenty.
2. DNA podle ndroku 1 obsahujici ¢astedn& nebo plnd sekvenci
rodle obr. 2.
3. DNA podle naroku 1 obsahujici sekvenci podle obr. 2.
4, DNA podle n&roku 1 a3 3 kodujici glykoprotein VI obsahu-

jici sekvenci aminokyselin podle obr. ta a 1b.

5. Rekombinantni 1idsky glykoprotein VI jako lé&ivo, obsahu-

jici sekvenci aminokyselinovou sekvenci podle obr. 1b.

6. Farmaceut icky prostPedek v yznaduijici s e
t i m, Ze obsahuje protein podle naroku 5 a farmaceuticky pri-

jatelné ¥edidlo, nosi& nebo excipient..

7. Farmaceuticky prostredek v yeznadc¢uijici s e

t {f m, Ze obsahuje p¥ridavna farmakologicky G&innou 14&tku.

8. Pouziti rekombinantniho GPVI jako skrinovaciho &inidla

k detekci specifickych inhibitora interakci desti&ka-kolagen.

9. PouzZiti rekombinantniho GPVI Pro vyrobu 1é&iv v tera-
rpeutickém oboru trombotickych a kardiovaskuldrnich rrihod a

roruch souvisejicich s interakcemi desti&ka-kolagen.

10. PouZit{ =zm&n GPVI jako markeru Pro vék desti&ek a pro
rosouzeni vystaveni destid&ek trombotickym a kardiovaskuldrnim

stavim nebo p¥rihodénm.
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Seznam sekvenci

teinu VI a jeho farmaceutickeé pouzZiti

<140>
<1l41>

<160> 1

<170>

<210> 1

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 1
gagctcagga cagggctgag gaacc

tgt
Cys
10

cce
Pro

aag
Lys

cgc
Arg

ttc

" Phe

tac
Tyr
90

cte
Leu

aag
Lys

cca
ro

ctg
Leu

atce
Ile
75

cag
Gln

1249
DNA
Homo sapiens

CDS
(26)..(85)
vedouc{ sekvence

CDS
(86)..(1042)
zraly GPVI protein

999
Gly

cce
Pro

Val

gag
Glu

60
ccg
Pro

aac
Asn

ctg
Leu

tce
Ser

acc
Thr
45

aag

Lys

gcc
Ala

gga
Gly

tgt
Cys

ctc
Leu
30

ctc
Leu

ctg
Leu

atg
Met

agc
Ser

PatentIn Ver. 2.1

ctg
Leu
15

cag
Gin

cgg
Arg

agt
Ser

aag
Lys

cte
Leu
85

GlycoproteinVI-Merck

999
Gly

gct
Ala

tgc
Cys

tce
Ser

aga
Arg
80

tgg
Tr

atg
Met

cgt
Arg

ctg
Leu

cag
Gln

agc
Ser

agt
Ser

tce
Ser

tct
Ser

gtg
Val

cce
Pro

gga
Gly
50

agg
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

cca
Pro

cca
Pro

agc
Ser
35

cct
Pro

tac
Tyr

gct
Ala

ccce
Pro

tce
Ser

gcg
Ala
20

tecc
Ser

ccg
Pro

cag
Gln

gga
Gly

age
Ser
100

ccg
Pro

cag
Gln

ctg
Leu

ggc
Gly

gat
Asp

cge

acc
Thr

agt
Ser

gtg
Val

gtg
Val

cag
Gln
70

tac

Tyx

cag
Gln

gce
Ala

gga
Gly

cce
Pro

gac
Asp
55

gca

Ala

cgc
Arg

ctg
Leu

ctec ttc
Leu Phe

ccg ctc
Pro Leu
25

ctg gag
Leu Glu
40

ctg tac
Leu Tyr

gtc ctc
Val Leu

tge tcc
Cys Ser

gag ctc
Glu Leu
105

o0

7-592?7
5693

Rekombinantni dest i &kovy kolagenovy receptor glykopro-

52

100

148

196

244

292

340
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60

gtt
Val

ccg
Pro

tat
Tyr

tac
Tyr

gtg
Val
170

agg
Arqg

gtc
Val

tcc
Ser

ttc
Phe

agt
Ser
250

acc
Thr

atc
Ile

ctg
Leu

ccec
Pro

cag
Gln
330

gce
Ala

gcg
Ala

ggce
Gly

aag
Lys
155

acc
Thr

gac
Asp

aca
Thr

tcg
Ser

aca
Thr
235

cca
Pro

aag
Lys

ctg
Leu

cgg
Arg

ctc
Leu
315

gat
Asp

acg
Thr

gtg
Val

Tttt
Phe
140

aat
Asn

gce
Ala

cca
Pro

gga
Gly

gta
val
220

aac
Asn

aag
Lys

ggce
Gly

gcg
Ala

cac
His
300

ccg
Pro

gtt
Val

gga
Gly

tcg
Ser
125

gac
Asp

cce
Pro

gce
Ala

tac
Tyr

acc
Thr
205

gca
Ala

aaa
Lys

gag
Glu

aac
Asn

999
Gly
285

agg
Arg

cag
Gln

cac
His

gtt
Val
110

tca
Ser

caa
Gln

gag
Glu

cac
His

ctg
Leu
190

tct
Ser

gaa
Glu

gtc
Val

tca
Ser

ctg
Leu
270

Lttt
Phe

ggc
Gly

acc
Thr

agc
Ser

ttt
Phe

.gga

Gly

ttt
Phe

aga
Arg

age
Ser
175

tgg
Trp

gtg
Val

ttc
Phe

tte
Phe

gac
Asp
255

gtc
Val

ctg
Leu

agg
Arg

cgg
Arg

cgc
Arg
335

gcc
Ala

999
Gly

gct
Ala

tgg
Trp
160

gga
Gly

tcg
Ser

acc
Thr

tca
Ser

aca
Thr
240

tct
Ser

cgg
Arg

gca
Ala

gct
Ala

aaa
Lys
320

g99¢g
Gly

aaa
Lys

gac
Asp

ctg
Leu
145

tac
Tyr

acc
Thr

gcc
Ala

ccc
Pro

gaa
Glu
225

act
Thr

cca
Pro

ata
Ile

gag
Glu

gtg
Val
305

tca
Ser

tta
Leu

cce
Pro

gta
Val
130

tac
Tyr

cgg
Arg

tac
Tyr

ccc
Pro

agc
Ser
210

gcc
Ala

gag
Glu

gct
Ala

tgc
Cys

gac
Asp
290
cag
Gln

cac
His

tgt
Cys

tcg
Ser
115

acc
Thr

aag
Lys

gct
Ala

cga
Arg

agc
Ser
195

cgg
Arg

acce
Thr

act
Thr

ggt
Gly

ctc
Leu
275

tgg
Trp

agg
Arg

999
Gly

tca
Ser

ctc
Leu

cta
Leu

gaa
Glu

agt
Ser

tgc
Cys

P

180

gac
Asp

tta
Leu

gct
Ala

tct
Ser

cct
ro
260

999
Gly

cac
His

ccg
Pro

ggt
Gly

tca
Ser

cag
Gln

999
Gly

ttc
Phe
165

tac
Tyr

cce
Pro

cca
Pro

gaa
Glu

agg
Arg

245

gcc
Ala

gct
Ala

agc
Ser

ctt
Leu
cag

Gln
325

gce
Ala

tgt
Cys

gac
Asp
150

ccc
Pro

age
Ser

ctg
Leu

aca
Thr

ctg
Leu
230

agt
Ser

cgc
Arg

gtg
Val

cgg
Arg

ccg
Pro
310

gat
Asp

cag
Gln

cag
Gln
135

cct
Pro

atc
Ile

ttc
Phe

gag
Glu

gaa
Glu
215

acc
Thr

atc
Ile

cag
Gln

atc
Ile

agg .
g
295

ccc

Pro

gga
Gly

ccc ggc
Pro Gly
120

act cgg
Thr Arg

gcg ccc
Ala Pro

atc acg
Ile Thr

tce age
Ser Ser
185

ctt gtg
Leu Val
200

cca cct
Pro Pro

gtc tca
Val Ser

acc acc
Thr Thr

tac tac
Tyr Tyr
265

cta ata
Leu Ile
280

aag cgc

Lys Arg

ctg ccg
Leu Pro

ggc cga
Gly Arg

tgaccgctga accccaggea

eoce e

.
opee

388

484

532

580

628

676

724

772

820

868

916

964

1012

1062



10

15

20

25

35

40

45

50

55

60

cggtcgtatc caagggaggg atcatggcat gggaggegac tcaaagactg gcgtgtgtgg 1122

agcgtggaag caggagggca gaggctacag ctgtggaaac gaggccatgce tgcctectee 1182

tggtgttcca tcagggagee gttcggccag tgtctgtcetg tctgtctgee tctetgtectg 1242

agggcac

<210> 2

<211> 20

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Ser Pro Ser Pro Thr Ala Leu Phe Cys Leu Gly Leu Cys Leu Gly

1

Arg Val Pro Ala

<210> 3

<211> 319
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

20

5

Gln Ser Gly Pro Leu

1

Leu Val
Gly Vval

Asp Gln
50

Arg Tyr
65

Asp Gln
Ser Ala
Gln Cys

Gly Asp

130
Phe Pro
145

Tyr Ser

Pro

Asp

35

Ala

Arg

Leu

Gln

Gln

115

Pro

Ile

Phe

Leu

20
Leu
Val
Cys
Glu
Pro
100
Thr
Ala

Ile

Ser

5

Glu

Tyr

Leu

Ser

Leu
85

Thr

Ser
165

Pro

Lys

Arg

Phe

Tyr

70

Val

Pro

Tyr

Tyr

Val

150

Arg

Lys

Pro

Leu

Ile

55

Gln

Ala

Ala

Gly

Lys

135

Thr

Asp

Pro Ser

Val Thr
25

Glu Lys
40

Pro Ala

Asn Gly

Thr Gly

Val Ser

105
Phe Asp
120
Asn Pro

Ala Ala

Pro Tyr

10

Leu

10

Leu

Leu

Met

Ser

Val

30

Ser

Gln

Glu

His

Leu
170

Gln

Arg

Ser

Lys

Leu
75

Phe A

Gly

Phe

Arg

Ser
155

Ala

Cys

Ser

Arg

60

Trp

Ala

Tro

-

140

Leu

Gln

Ser

45

Ser

Ser

Lys

Leu
125
Tyr

Thr

Ala

Pro

Gly

30

Arg

Leu

Leu

Pro

Val

110

Tyx

Arg

Tyxr

Pro

15

Ser Ser
15

Pro Pro

Tyr Gln

Ala Gly

Pro Ser
80

Ser Leu
95

Thr Leu

Lys Glu

Ala Ser

Arg Cys

160

Ser Asp
175

1249
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15

20

30

Pro

Pro

Glu

Arg

225

Ala

Ala

Ser

Leu

Gln
305

Leu

Thr

Leu

210

Ser

Arg

Val

Pro
290

Asp

<160> 3

Glu Leu
180

Glu Pro
195

Thr Val

Ile Thr

Gln Tyr

Ile Leu

260

Arg Lys
275

Pro Leu

Gly Gly

vVal

Pro

Ser

Thr

Tyr

245

Ile

Arg

Pro

Arg

Val

Ser

Phe

Ser

230

Thr

Ile

Leu

Pro

Gln
310

Thr

Ser

Thr

215

Pro

Lys

Leu

Arg

Leu

295

Asp

Gly
Val
200
Asn
Lys
Gly
Ala
His
280

Pro

Val

Thr Ser
185

Ala Glu

Lys Val

Glu Ser

Asn Leu
250

Gly Phe
265
Arg Gly

Gln Thr

His Ser

Val

Phe

Phe

Asp

Thr

Ser

Thr

220

Ser

235 .

Val

Leu

Arg

Arg
315

Arg

Ala

Ala

Lys

300

Gly

Glu

205

Thr

Pro

Ile

Glu

Val

285

Ser

Leu

Glu
Ala
Cys
ASp
270
Gln
His

Cys

Arg Leu
Thr Ala
Thr Ser
Gly Pro

240

Leu Gly
255

Trp His
Arg Pro

Gly Gly

Ser




MSPSPTALFC
(1b)
1

QSGPLPKPSL

AVLFIPAMKR

1/2 LA LR .

20
LGLCLGRVPA

QALPSSLVPL EKPVTLRCQG PPGVDLYRLE KLSSSRYQDQ (50)

SLAGRYRCSY QON*GSLWSLPS DQLELVATGV FAKPSLSAQP (100)

GPAVSSGGDV

TAAHSGTYRC

AEFSEATAEL

VRICLGAVIL

SHGGQDGGRQ

TLQCQTRYGF DQFALYKEGD PAPYKNPERW YRASFPIITV (150)

YSFSSRDPYL WSAPSDPLEL VVTGTSVTPS RLPTEPPSSV (200)
TVSFTNKVFT TETSRSITTS PKESDSPAGP ARQYYTKGNL (250)

IILAGFLAED WHSRRKRLRH RGRAVOQRPLP PLPPLPQTRK (300)

DVHSRGLCS (319)




; OBR- 2.

GAGCTCAGGA
TCTGTCTTGG
CCCAAGCCCT
GCCAGTGACC
TGGAGAAGCT
CCGGCCATGA
CGGAAGCCTC
GAGTTTTTGC
TCAGGAGGGG
ATTTGCTCTG
GATGGTACCG
GGAACCTACC
GGCCCCCAGC
CCAGCCGGTT
GCCACCGCTG
GACTTCTAGG
GTCCTGCCCG
GGGGCTGTGA
CAGCCGGAGG
TTCCGCCCCT
GATGGAGGCC
GAACCCCAGG
ACTCARAGAC
AGCTGTGGAA

CCGTTCGGCC

CAGGGCTGAG
GCTGTGTCTG
CCCTCCAGGC
CTCCGGTGCC
GAGTTCCAGC
AGAGAAGTCT
TGGTCCCTGC
CAAACCCTCG
ACGTAACCCT
TACAAGGAAG
GGCTAGTTTC
GATGCTACAG
GACCCCCTGG
ACCAACAGAA
AACTGACCGT
AGTATCACCA
CCAGTACTAC
TCCTAATAAT
ARGCGCCTGC
GCCGCCCCTC
GACAGGATGT
CACGGTCGTA
TGGCGTGTGT
ACGAGGCCAT

AGTGTCTGTC

GAACCATGTC

GGGCGTGTGC

TCTGCCCAGC

AGGGACCTCC

AGGTACCAGG

GGCTGGACGC

CCAGCGACCA

CTCTCAGCCC

ACAGTGTCAG

GGGACCCTGC

CCCATCATCA

CTTCTCCAGC

AGCTTGTGGT

CCACCTTCCT

CTCATTCACA

CCAGTCCARAA

ACCAAGGGCA

CCTGGCGGGG

GGCACAGGGG

CCGCAGACCC

TCACAGCCGC

TCCAAGGGAG

GGAGCGTGGA

GCTGCCTCCT

TGTCTIGTCTG

2/2

TCCATCCCCG ACCGCCCTCT (50)

CAGCGCAGAG
TCCCTGGTGC
GGGCGTGGAC
ATCAGGCAGT
TACCGCTGCT
GCTGGAGCTC
AGCCCGGCCC
ACTCGGTATG
GCCCTACAAG
CGGTGACCGC
AGGGACCCAT
CACAGGAACC
CGGTAGCAGA
AACARAGTCT
GGAGTCAGAC
ACCTGGTCCG
TTTCTGGCAG
CAGGGCTGTG
GGAAATCACA
GGGTTATGTT
GGATCATGGC
AGCAGGAGGG
CCTGGTGTTC

CCTCTCTGTC

TGGACCGCTC
CCCTGGAGAA
CTGTACCGCC
CCTCTTCATC
CCTACCAGAA
GTTGCCACGG

GGCGGTGTCG

GCTTTGACCA

AATCCCGAGA

CGCCCACAGC

ACCTGTGGTC

TCTGTGACCC

ATTCTCAGAA

TCACAACTGA

TCTCCAGCTG

GATATGCCTC

AGGACTGGCA

CAGAGGCCGC

CGGGGGTCAG

CATGACCGCT

ATGGGAGGCG

CAGAGGCTAC

CATCAGGGAG

(100)

(200)

(300)

(400)

{500)

(600)

(700)

(800)

(900)

(1000)

(1100)

(1200)

TGAGGGCAC (1249)
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