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Rekombinantni protein, protilatka, kompozice a krmivo pro normalizaci patologického
transportu tekutin a/nebo zanétlivych reakei, nukleova Kkyselina, vektor a rekombinantni

organismus

Oblast techniky

Vynalez se tyka antisekre¢niho faktoru ovliviiujiciho transport kapaliny a/nebo zanétlivé reakce.
Konkrétnéji se vynalez tyka uréitého rekombinantniho proteinu, protilatky, kompozice a krmiva
pro normalizaci patologického transportu tekutin a/nebo zanétlivych reakci, nukleové kyseliny,
vektoru a rekombinantniho organismu.

Dosavadni stav techniky

Vsechny buiiky a tkan€ jsou kriticky zévislé na konstantnim a normélnim tekutém prostiedi
v kombinaci s adekvatnim krevnim zasobenim. Porucha jednoho nebo obou téchto systémi se
muiZe rychle stat pro organismus fatalni. Existuji dva rlizné systémy nerovnovahy tekutiny:

A. edém, ktery je charakterizovan abnormélni akumulaci tekutiny v intracelularnim prostoru
tkané& nebo v t&€lnich dutinach;

B. dehydratace, kterd v piisném slova smyslu znamené jen ztritu vody, ale kterd je Casto
pouZivana pro popis kombinované ztraty vody a iontd.

Nejbéznéjsimi pii¢inami edému a dehydratace jsou: priijem, nemoci spojené se zanétem, mozko-
vy edém, astma, rhinitida, konjunktivitida, artritida, glaukom, rizné formy patologickych zmén
tlaku v intrakranialnim prostoru, (hypotenze a hypertenze), zmény tlaku ve stfednim uchu, jako
naptiklad morbus meniere, dermatitida, chemické nebo fyzikalni poruchy kiZze a koZnich Zlaz,
jako napfiklad mastitida, riizné formy endokrinnich poruch, jako napiiklad diabetes insipidus,
Connliv syndrom, Cushingiiv syndrom a morbus Addison, poruchy ledvin, jako napfiklad
pyelonefritida a glomerulonefritida, metabolické poruchy, jako napfiklad myxedém a akutni
interminentni porfyrie. Dale jsou to vedlejsi GCinky zpisobené riznymi léky, jako naptiklad
antidiabetiky, cytostatiky, barbituraty, narkotiky a analogy narkotik.

Prijem je zpiisoben zménou permeability pro vodu a ionty ve stfevé. Tato porucha je dasto
zpisobena bakteridlnimi enterotoxiny, které produkuje napiiklad Escherichia Coli, Campylo-
bacter jejuni, Vibrio cholerae, Shigella dysenteria a Clostridium dificile. Porucha miize byt také
zptsobena stfevnim zanétem. ProtoZe transport vody je spjat se vstiebavanim elektrolytd a Zivin,
trpi zvifata pravidelné prijmy a malnutrici, ktera se projevi sniZenim hmotnostnich ptiristki
u rostoucich zvitfat. Organismus miiZe ovlivnit tuto nerovnovahu neurohormonalnimi mechanis-
my, napiiklad uvoln€nim somatostatinu a peptidi opidtového typu z interneuronti ve stievni
sliznici. Tyto polypeptidy jsou zodpovédné za zpomaleni sekrece tekutiny a zmirnéni prijmu.

Nedavno popsany antisekrecni faktor (AF) byl z&asti purifikovan z vepfové hypofyzy a ukazalo
se, Ze zastavuje patologickou sekreci indukovanou riiznymi enterotoxiny. Vysoké hladiny AF ve
veprovém mléce chrani kojena mlad’ata proti neonatalnim prijmim.

Pii 16€b€ prijmt u lidi i zvifat se bézné pouziva riznych antimikrobialnich latek. Jsou také Casto
uzivany jako potravinova aditiva u vepit, skotu a dritbeZe. S ohledem na rychly vyvin rezistent-
nich bakterii ve stfevech je nyni pouZzivani antibiotik pfi terapii enteritidy omezovano jak u lidi,
tak ve veterinarni medicing.

Jind antidiarhetika eli sekreci ve stfevni sliznici. PonévadZ tyto latky jsou zaméfeny proti
organismu hostitele, je nepravdépodobné, Ze se v tomto piipadé Casem rozvine rezistence. Mezi
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tyto latky patfi neuroaktivni léky, jako naptiklad fenothiaziny a thioxantheny. Diky zna&nym
nezadoucim uCinkim téchto latek nebyly v mnoha zemich zahrnuty mezi 1éky pro anti-
diarhetickou terapii. Dal3i latky jsou derivaty opiétii, jako napiiklad kodein a loperamid. ProtoZe
mnohé z téchto latek maji také inhibiCni vliv na stfevni motilitu, zamezuji tak rychlé clearenci
patogennich bakterii ze stfevniho prostfedi a rozhodné nemohou byt proto doporudeny pro terapii
enteritidy dyzenterického nebo parazitdirniho plivodu. Derivaty somastatinu byly zavedeny
nedavno, ale jejich pouZiti je limitovano obtiZnym podavanim téchto latek a moznymi inter-
akcemi s endokrinni regulaci riistu.

Antisekre¢ni faktor AF nebyl dosud pfimo pouZit k 1é¢bé malnutrice a prijmi pro obtiznou
piipravu tohoto proteinu v dostate¢né distoté. Nicméné bylo mozné indukovat podobné proteiny
u domaécich zvifat, kterym bylo podavano specialni krmivo (SE patent . 9000028-2). Vepfi,
kterym byla takova potrava podavana, méli vysokou hladinu AF—podobného proteinu a vyka-
zovali zna¢né€ vyssi hmotnostni piiristek oproti kontrolnim zvifatim. AF u krys provokovanych
toxinem A z C. difficicile poskytuje ochranu nejen proti intestinalni sekreci, ale potladuje i zanét
a krvaceni ve stieve.

Podstata vynalezu

Hlavnim objektem vyndlezu je novy rekombinantni protein a jeho homology a fragmenty
(peptidy) pro pouziti k normalizaci patologickych transporti tekutiny. Tyto proteiny a peptidy se
souborné oznacuji jako antisekre¢ni faktory (AF). Pii pouziti AF dochazi také k ¢asteéné inhibici
nebo totalni eliminaci vyvoje zanétlivych reakci riizné etiologie. Navratu k normalnimu stavu
(normélni transport tekutin a nepiitomnost zanétu) je docileno pfi pouZiti téchto proteind nebo
peptidii. AF proteiny &i peptidy jsou efektivné absorbovany pfes sliznici stieva bez ztraty svého
t¢inku (v porovnani s intraven6éznim podanim). V disledku toho existuji riizné rezimy lécby
a spravné podani tohoto proteinu nebo peptidii milize rychle restaurovat naru$enou rovnovihu
tekutiny (vody a iontl) v organismu a zvratit vyvoj zanétu nebo oboji.

Souhrnné 1ze uvést, Ze rekombinantni AF (rAF) a jeho homology a fragmenty mohou byt pouzity
k imunodetekei, jako pfisady do krmiv pro urychleni ristu zvifat a jako protiprijmova lé¢iva, a to
proti onemocnénim spojenym s edémem, dehydrataci a/nebo zanétem.

Piedmétem vynalezu je rekombinantni protein, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 1, nebo jeho homology, nebo fragmenty, které maji antisekreéni aktivitu.

Ve vyhodném provedeni je fragment uvedeny vySe vybran ze skupiny zahrnujici: a) amino-
kyseliny ¢. 35 az 42, b) aminokyseliny €. 35 aZ 46, c) aminokyseliny ¢. 36 aZ 51, d) aminokyse-
liny €. 36 az 80 a e) aminokyseliny ¢. 1 az 80 aminokyselinové sekvence znazornéné v SEQ ID
NO: 1.

Zvlasté pak je pfedmétem vynéalezu peptid X;VCX,X;KX4R odpovidajici fragmentu, ktery
obsahuje aminokyseliny ¢. 35 az 42 rekombinantniho proteinu znazornéného v SEQ ID NO: 1,
kde X; je nebo neni zastoupen, X, je H, R nebo K, X; je S, L nebo jina neutralni aminokyselina
a X, je T nebo A.

Predmétem vynalezu je dale také protilatka specifickd vzhledem k proteinu, ktery ma amino-
kyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo jeho homologim nebo fragmentim, které maji
antisekre¢ni aktivitu.

Kromé toho je pfedmétem vyndlezu také kompozice pro normalizaci patologického transportu
tekutin a/nebo zanétlivych reakci u zvifat, véetné ¢lovéka, ktera jako aktivni slozku obsahuje
u¢inné mnoZstvi rekombinantniho proteinu nebo jeho homologu nebo fragmentu definovaného

vyse.
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Ve vyhodném provedeni obsahuje tato kompozice jako fragment vyhodny fragment uvedeny
vyse.

Dale je pfedmétem vynalezu také pouZiti rekombinantniho proteinu uvedeného vyse pro vyrobu
kompozice pro normalizaci patologického transportu tekutin a/nebo zanétlivych reakci u zvitat,
véetne Cloveka.

Piedmétem vynalezu je také krmivo pro normalizaci patologického transportu tekutin a/nebo
zanétlivych reakci u obratlovci, které obsahuje jako ucinnou piisadu rekombinantni protein
definovany vy$e nebo rekombinantni bakteridlni nebo nehumanni eukaryontni organismus, ktery
je schopen ho produkovat.

Predmétem vynalezu je dale také pouziti protilatky specifické, vzhledem k vySe uvedenému
rekombinantnimu proteinu, pfi in vitro zkouskach pro detekci uvedeného proteinu nebo jeho
homologil nebo fragment.

Dale je pfedmétem vynalezu také nukleova kyselina kddujici tento rekombinantni protein, homo-
log nebo fragment.

Déle je pfedmétem vynélezu také pouZziti této nukleové kyseliny pro vyrobu odpovidajicich
proteinti nebo homologii nebo fragmenti.

Dal$im pfedmétem vynalezu je vektor obsahujici vySe uvedenou nukleovou kyselinu a rekombi-
nantni bakterialni nebo nehumanni eukaryontni organismus, ktery obsahuje tento vektor.

Konecné je predmétem vynalezu i rekombinantni bakteridlni nebo nehuménni eukaryontni
organismus schopny produkovat vySe uvedeny rekombinantni protein.

Jako organismi, které jsou schopny produkovat rekombinantni protein, lze pouZit riznych typd
organismi, jako rekombinantnich bakterii a eukaryontnich organismu, jako napfiklad kvasinek,
rostlin a obratlovcii, kromeé ¢loveéka.

V poslednich deseti letech probéhlo mnoho pokusi o izolaci &istého proteinu AF konvenénimi
biochemickymi metodami, ale protein se nepodafilo ziskat v homogenni formé. Pomoci nové
metody se podafilo ziskat polodisty protein AF pro imunizaci a selekci antisér pomoci imuno-
histochemické metody bylo vybrano vhodné antisérum. Pomoci tohoto antiséra bylo moZno
vyklenovat rekombinantni lidskou cDNA, exprimujici AF v E. coli.

Byla stanovena sekvence nové cDNA a zjistilo se, Ze je jedine€na. Se znalosti této sekvence byly
zkonstruovany oligonukleotidové sondy, které hybridizovaly s lidskou hypofyzarni RNA.
Velikost této RNA okolo 1400 parii bazi je ve shodé s velikosti sekvenované cDNA, ktera
obsahuje 1309 part béazi plus poly(A)zakonéeni. Castetna cDNA sekvence z krysi hypofyzy se
ukazala jako identickd s lidskou cDNA, coZ ukazuje, Ze se jedna o vSudyptitomnou strukturu
konzervovanou v AF genech z riznych druhi. Tato podobnost umoziiuje pouZit stejné oligo-
nukleotidové sondy k identifikaci AF kodujici RNA a DNA z riznych druhi.

Kromé toho bylo mozno exprimovat rAF v biologicky aktivni formé. AF protein jako fuzni
protein s gluthation S—transferdzou byl exprimovan ve velkém mnoZstvi v E. coli a &istén do
homogenniho stavu pomoci afinitni chromatografie. Po roz§tépeni fizniho proteinu trombinem se
ukézalo, 7e rekombinantni AF (rAF) je extrémné G&inny, 44 ng (107 mol) mé ve stievé krysy
polovi¢ni maximalni inhibi¢ni schopnost na sekreci kapaliny indukovanou cholera toxinem.

Pomoci genové technologie byly produkovany malé fragmenty rAF. Ukazalo se, Ze aktivita sidli
v malé sekvenci obsahujici 7-8 aminokyselin. To bylo prokdzano pomoci chemické syntézy na
pevné féazi, pii které byl produkovan technicky oktapeptid. Ukazalo se, Ze tento oktapeptid je na
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molarni bazi viceméné stejné biologicky aktivni jako rAF. Pomoci mistné orientované syntézy
byly vytvofeny riizné sekvence uvniti aktivniho mista a zjistilo se, Ze zmény uréitych amino-
kyselin se obeSly bez ztraty biologické aktivity.

o oy o o o ko

byla seSita dvéma stehy. Do klicky bylo injikovdno urCit€é mnoZstvi enterotoxinu. Pfi testovani
antisekretorickych latek jsou tyto latky podany mezi jednou hodinou pied a dvéma hodinami po
provokaci toxinem. Injekce byla aplikovana tfemi riznymi zplsoby intravendzné, intraintesti-
nalné a intranasalné. Tekutina se akumulovala ve stfevni klicce pét hodin po podani toxinu.
Sekrece byla po¢itana podle hmotnosti akumulované tekutiny na 1 cm stfeva.

Sekvence proteinu byla uréena jednak sekvenovanim aminokyselin a jednak nepfimo dedukci ze
sekvence cDNA.

Rekombinantni AF ma velmi malé toxické nebo systemické u€inky. Nebyly zaznamenany zadné
toxické reakce u krys, kterym byla podévana 100x vy33i davka neZ ta, kterd vyvolava polovinu
maximalni inhibice. ProtoZe je latka u€inna i po podéni do prisvitu stfeva, bude moZné tuto latku
podavat i peroralnég.

Rekombinantni AF inhibuje sekreci také pii podani po provokaci toxinem, na rozdil od
ptirozeného AF, ktery se zda byt u€inny pouze, pokud je injikovan pfed podanim toxinu. AF by
tedy mohl byt podévan jak profylakticky, tak terapeuticky.

Ukazalo se, Ze rAF a jeho peptidové fragmenty inhibuji cytotoxické reakce a zanét zpisobeny
toxinem A z Clostridium difficile ve stfevé. Pomoci testu permeability barviva bylo zji$t&no, Ze
rAF a jeho fragmenty mohou zvratit patologické zmény permeability indukované cholera toxi-
nem nejen ve stievni sliznici, nybrz i v plexus choroideus, ktery reguluje tlak likvoru v mozku.
U kralikii byla vyrobena antiséra proti rAF a pouZita pfi imunostanoveni ELISA (enzyme linked
immuno assy). Tato metoda miiZze byt pouzita k méfeni hladiny AF v télesnych tekutinich nebo
krmivu.

Metoda purifikace protilatek proti AF (pfirozenému nebo rekombinantnimu), ktera se provadi
pomoci afinitni chromatografie na kolonach s agarézou, s kopulovanym rAF, je popsana niZze.

Také se potvrdilo, Ze tyto protilatky jsou vhodné pro detekci AF v tkanovych fezech pomoci
imunohistochemickych technik a pro detekci AF ve Western—blotu.

Vynalez je dale popsan na neomezujicich pfikladech doprovazenych obrazky.

Piehled obrazki na vykresech

Obr. 1a a dale obr. 1b

Sekvence nukleové kyseliny a dedukovand aminokyselinova sekvence nového lidského proteinu.
Potvrzena aminokyselinova sekvence je podtrzena.

Obr. 1c
Horizontalni mapa ukazujici klonovanou cDNA a oligonukleotidové primery.
Obr. 2

Coomassie briliantovou modii zbarveny SDS-polyakrylamidovy minigel (A) a imunoblot
zkousSeny s antisérem proti AF (B) vepfe. Linie s neindexovanymi &isly obsahuji fizni proteiny
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glutathion—agaréza—¢istény GST-AF s proteinem AF-1, AF-2 a AF-3, zatimco linie
s indexovanymi Cisly obsahuji fOzni proteiny rozStépené trombinem. Nalevo jsou uvedeny
molekulové hmotnosti (R), (BDH). GST-AF-1 fiizni protein je vysoce degradovan, ale
immunoblotova analyza ukazuje jen detekci celé délky proteinu a spontanniho trombénového
St€peni. V GST-AF-3 je 26 kDa produkt, pravdépodobné glutathion S—transferdzovy konec,
ktery je nezavisle exprimovan.

Obr. 3a

Western blot pouZivajici antisérum proti rekombinantnimu proteinu AF-2. Byly pouzity tyto
slozky: nalevo porcin (P) a tfi lidské hypofyzy (HI, H2, H3) a napravo tfi rekombinantni proteiny
AF-1, AF-2 a AF-3 obr. 2. V centralni ¢asti standard molekularni hmotnosti (R).

Obr. 3b

ELISA u rAF pouzivajici surové antisérum a afinitné Cisténé protilatky vypéstované v téle
kralika.

Obr. 4

Autoradiogram Nothern bloti RNA z lidské a veptové hypofyzy (p = smésny, i = individuilni
material). Bylo pouZito 5 pg Cisté mRNA v kazdé jamce a 3-konce 32P-— znalené oligo-
nukleotidové sondy. Autoradiogram byl vyvijen po 7 dnech.

Obr. 5

Kryorezy adenohypofyzy obarvené antisérem proti rekombinantnimu proteinu GST-AF-2.
A. Rezy inkubované s imunnim sérem ukazujici rozptylené buiiky s riznym stupném pozitivni
imunoreaktivity (plné Sipky). Mnoho bunék neni obarveno (svétlé Sipky). B. Postupné fezy k A
inkubované s imunnim sérem preabsorbovanym v piebytku rekombinantniho proteinu GST-AF-
2. Nedochézi k zadnému specifickému obarveni bun&k. C a D. Imunopozitivni buiiky ve v&tSim
zvétSeni ukazuji obarveni cytoplazmy endokrinnich bunék, kde n = jadro a ¢ = cytoplazma.

Obr. 6

Biologicka aktivita rAF-1 testujici inhibici CT—indukované sekrece tekutiny. Rostouci dévky
proteinu byly potkaniim podény i.v.; 3 pg CT byly vstfiknuty do stfevni kli€ky, po 5 h byla
méfena akumulace tekutiny (mg/cm stfeva). KaZzda hodnota reprezentuje stiedni hodnotu
+ smérodatnou odchylku v skupiny Sesti zvifat.

Obr. 7

Biologicka aktivita intraven6zné injikovaného rAf-1; 0,5 pg rAF bylo podano 20-30 s pied nebo
90 min po provokaci 3 ug CT do stievni kli¢ky potkana.

Obr. 8
Biologicka aktivita intralumindrné injikovaného rAf-1; 3 pg rAF byly podény 20-30 s pied nebo

90 min po provokaci 3 pg CT do stievni klicky potkana; rAF byl injikovan 5 cm proximalng od
mista, kam byl aplikovan CT.
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Obr. 9

A (x2,5) je kontrolni klicka (PBS) ukazujici bun&né zbytky v prisvitu (L) stfeva, zbarveni na
zbyvajici sliznici neni patrné, coz svéd¢i pro Gplnou destrukei epitelidlni vystelky. B (0,5 ul P1
pted CT provokaci) ukazuje jasné ohrani¢enou epitelidlni vystelku tvofici klky, coz svéd¢i pro
normalni neporusenou sliznici. L = prasvit stieva. Carka 500 pm. C (x10) ukazuje destrukci
sliznice v PBS—oSetfené kontrolni skupiné a D zndzoriiuje sliznici stfeva ve zkoumané skuping
(podéni P1). Cerna $ipka smeruje k epitelidini vystelce, LP = lamina propria, mm = muscularis
mucosa, svétld Sipka sméruje ke kryptickym buiikam. Carka= 100 pm. E (x25) znazortiuje
destrukci mukogy v kontrolni skupiné (oSetfené/BS) a F ukazuje totéz v odpovidajicim zvétSeni
u potkana lé&eného Plpied CT provokaci. Carka = 50 pm.

Obr. 10

Fluorescence Evansovy modii (EB) ve vzorku jejunalni klicky ze tfi skupin potkani o3etienych
CT nebo kontrolnim pufrem (PBS); pfedlécenych antisekretorick}'rm peptidem P1 nebo
kontrolnim pufrem (PBS). LP = lamina | propria. Cerna $ipka sméfuje k epitelialni vystelce; svétla

Sipka smé&fuje ke kryptickym buiikdm. Carka = 100 pm.

Obr. 11

Fluorescence Evansovy modfi (EB) ve vzorku plexus choroideus od stejného potkana jako na
obr. 10. Carka = 50 pm.

Priklady provedeni vyndlezu

Piiklad 1
Protilatky proti AF pfipravenému pro klonovani cDNA

Antisekre¢ni faktor byl pfipraven z vepfové krve pomoci afinitni chromatografie na agardze
a izoelektrickou fokusaci. Do jednoho litru vepfové krve (obsahujici antikoagulagni latky) byl
pfidan 1 g thiosulfatu sodného a 1 mg fenylmethyl-sulfonylfluoridu. Krevni buiiky byly separo-
vany pomoci centrifugace a Cistd plasma byla eluovana pies kolonu se Sepharosou 6B
(Pharmacia LKB Biotechnology Stockholm). Objem gelu odpovidal asi 10 % objemu roztoku. Po
promyti pomoci trojndsobku objemu fosfatovym pufrem pufrovaného roztoku chloridu sodného
(PBS =0,15M NaCl, 0,05M fosfat sodny, pH 7,2) byla kolona eluovana pomoci dvojnasobku
objemu loZe 1M roztokem alfa—methyl D—glukosidu v PBS. Eluat byl koncentrovan a dialyzovan
vii¢i vodé v priitokovém ultrafiltra "Omega" (Filtron technology Corp.).

Frakce byla poté frakcionovana pomoci izoelektrické fokusace v amfolinu (Pharmacia). Gradient
pH byl 4-6 ve 400 ml izoelektrofokusacni koloné. Frakce majici izoelektricky bod mezi 4,7 a 4,9
byla sebréna a dialyzovana proti PBS. Caste¢ng &isty AF byl rozdélen na malé &asti a pouZit na
produkei antisér u kralikd vySe popsanou metodou. Kralici byli imunizovani a kapacita séra byla
otestovéana z hlediska schopnosti barvit intracelularni material v fezech lidské hypofyzy (metoda
Jje popsana v prikladu 6). Jen jedno ze sér bylo specifické a barevné rozlisilo intracelularni &asti
sloZky bez obarveni extracelularnich matrix proteind. Toto antisérum bylo vybrano pro screening
knihovny cDNA/lambda fag GT1 1 z lidské hypofyzy expresi proteinii v E. coli.
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Ptiklad 2
Screening cDNA knihoven z lidské hypofyzy a mozku

5'-Gsek cDNA knihovny izolovany z normalni lidské hypofyzy a pochazejici z tkani ziskanych
od deviti bélochii byl zakoupen od Clontech Laboratories. Pro screening knihovny byly nao&ko-
vany tdgy v mnozstvi 3 x 10° PFU na 150 mm misku s E. coli Y1090. Vyge popsané kralic¢i
antisérum proti vepfovému AF bylo absorbovano v poloving objemu E. coli Y1090 lyzitu po
4 hodiny p#i 23 °C a rozfedéno v poméru 1 : 400.

Screening probihal podle Younga a Davise (Young, R.A. a Davis, R.W. (1983) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 80, 11941 198.). S alkalickou fosfatazou konjugovana kozi protikrali¢i protilatka
byla pouzita jako druha protilatka (Jackson). Byly vybrany pozitivni plaky, eluovany do fago-
vého suspenzniho média (20mM Tris-HCI (pH 7,5), 100 mM NaCl, 10 mM MgS0,, 2 %
Zelatina), pfeockovany a podrobeny dalSimu screeningu, dokud nebyly vsechny plaky pozitivni.

c¢DNA- reklonovani— Fag DNA z AF rekombinantii byl izolovan pomoci Wizard Lambda Preps
(Promega) a St€pen pomoci EcoR1. Inserty byly ¢iSt€ny pomoci soupravy Sephaglas BandPrep
Kits (Pharmacia), reklonovany do pGex—1lambdaT vektoru (Pharmacia) tak, jak bylo popsano
vyrobcem a transfekovany do bun€k Epicurian Coli XL1- Blue, Top 1 nebo BL21 (v§echny t¥i od
firmy Stratagene. rAF nebo r peptidy byly pfipraveny v BL21 buiikach, pokud neni uvedeno
jinak.

Amplifikace cDNA pomoci PCR— Pro ziskani chybgjici 5'-koncové cDNA bylo pouZito metody
na bazi PCR zvané RACE (rapid amplification of cDNA ends). Modifikovana RACE metoda,
ktera generuje R'—RACE-Ready ¢cDNA s kotevnimi oligonukleotidy napojenymi na 3'-konce
molekuly lidské mozkové cDNA byla zakoupena od Clontech Laboratories. 5'-Konec byl
amplifikovan z ¢asti SRACE-Ready cDNA ve dvou PCR amplifikaénich krocich pouZivajicich
5'primery komplementarni kotevnimu a dvéma genové specifickym (vnofené geny) 3/PCR
primerim A a B (A = baze 429-411 a B =béaze 376-359, obr. 1a). Riizné mensi &¢asti RACE
fragmentu byly dale amplifikovany pro expresi odpovidajicich peptidi a testovani jejich biolo-
gickych vlastnosti. Pozice bize a aminokyselin na po¢atku a na konci téchto oligonukleotidovych
fragmentl a jejich odpovidajicich peptidii jsou ukdzany v tabulce 1. Vepfovy a hovézi cDNA
(ClonTech Laboratories) byla pouZzita jako templat pro amplifikaci fragmentd odpovidajicich N3
v tabulce 1. Obmeéna této sekvence byla také uméle vloZena pomoci mistné orientované
mutageneze. Pii této metod¢ byly syntetizovany rizné oligonukleotidy korespondujici polohdm
168-193 za ucelem jednotlivého nahrazeni aminokyselin v pozicich 3542 (pozice jak jsou
znazornény v SEQ ID NO: 1). Amplifikovany DNA fragment byl klonovan do pGex—1lambdaT
vektoru za pouZiti mista EcoR1 zabudovaného do kotevniho a genové specifického primeru.
K ovéreni sekvence ziskané RACE metodou byla amplifikovana dvoufetézcova cDNA z lidské
hypofyzy a mozku (Clontech) pomoci dvojice piimérii C/D obsahujici navic §tépné misto EcoR1
(obr. 1b). Primery byly vytvofeny tak, aby umoznily amplifikaci celého otevieného ¢&teciho
ramce (ORF). Produkty PCR z hypofyzy a mozku o ofekavané velikosti byly $té€peny EcoR1
izolovany a klonovany do plazmidového vektoru pGex—1lambdaT.

DNA sekvenovani a oligonukleotidy DNA z plazmidu pGex1lambdaT byla pouzita jako templat
pro sekvenovani vloZenych segmenti metodou dideoxyterminace fetézcii za pouZiti kitu
Sequenase verze 2.0 (U.S. Biochemichal Corp.). Pocateéni dopfedné a reverzni piiméry
kopirujici oblasti pGex—1lambdaT bezprostiedné pred a za vloZenou DNA byly ziskany od
Pharmacia. DalSi pfiméry byly syntetizovany (Scandinavian Gene Synthesis AB) na bazi
sekvenc¢ni informace. Byly sekvenovany tfi rizné PCR4 klony tak, aby nedo$lo k vyméné bazi
Tag polymerazou pti 5-RACE metods.

Data nukleotidové sekvence a dedukované proteinové sekvence byla sestavena a analyzovéna
pomoci programu MacVector 4.1 (Eastman Chemical Co.). K pfedpovédéni odpovidajicich
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aminokyselinovych sekvenci viozené cDNA bylo porovnavano vyuziti kodont v riiznych &tecich
ramcich. Tak byl ziskdn jeden velky otevieny &teci ramec. VySetfovani sekvenénich dat DNA
a proteinu bylo provadéno pomoci CD-ROM disku Entrez (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, USA).

Molekularni klonovani a sekvencni analyza ¢cDNA- Polyvalentni antiséra proti AF proteinu
z vepre se pouZiji pro screening cDNA z lidské hypofyzy.

Byly izolovany dva klony exprimujici imunoreaktivni AF, oddéleny z fagu lambda a reklonovéany
do EcoR1 mista vektoru pGex—1lambdaT, jak je to popsano v kitu od firmy Pharmacia. Pomoci
restrikéni analyzy byly zjistény velikosti inzertd 1100 a 900 bp. DNA sekvenovani dvou klont
ukazalo Gplnou homologii krom¢ jedné substituce (obr. 1, C nahrazujici T v pozici 1011).
Pomoci RACE metody byla ziskana sekvence pfedchazejici 5' konci klonu Z. Fragment mél
celkovou délku 376 bp (coz nezahrnuje syntetické nukleotidové raménko u 5' konce). Uplna
rekonstruovand cDNA obsahovala 1309 pard bazi nasledovanych pély A fetézcem, kterému
pfedchazi poly A signalni fetézec (obr. 1, pozice 1289 — 1295). Otevieny &teci ramec ORF
1146 bp byl nalezen v pozicich 63—1208.

Ptiklad 3
Exprese lidského AF proteinu z rekombinantnich plazmidd

Konstrukce a Cisténi faznich proteini— Klony ¢cDNA byly ziskany pomoci imunologického
screeningu a pomoci PCR amplifikace uplné cDNA byly ligovany do pGex—1lambdaT. Tento
vektor umoznil expresi cizich proteinii v E. Coli jakoZto fiiznich produktt k C konci Schistosoma
japonicum 26kDa gluthation S-transferazy (GST), kterd miize byt afinitné purifikovana za
nedenaturaCnich podminek pomoci kitu ziskaného od firmy Pharmacia. V kratkosti, no¢ni kultury
E. coli transformované rekombinantnimi pGex—IlambdaT plazmidy byly ziedény &erstvym
médiem a kultivovany 3 h pfi 37 °C. Exprese proteinu byla indukovina pomoci 0,1 mM IPTG
(izopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosidu) a po 4 h ristu pfi 30 °C byly buiiky peletizovany
a resuspendovéany v PBS. Buiiky byly lyZovany ultrazvukem, oSetieny 1 % Tritonem X 100-0
a centrifugovany pfi 12 000 x g po dobu 10 minut. Supernatant obsahujici exprimované fuzni
proteiny byl CiStén pasaZzi lyzati pres gluthationovou agar6zu (Pharmacia). Fizni proteiny byly
bud’ eluovany konkurenéné vzhledem k volnému gluthationu nebo byly $t&peny pres noc pomoci
10 U hovéziho trombinu pro odstranéni AF proteinu z GST afinitniho fet&zce. Cela metoda
pouzivajici pGex plazmidu a purifikace rekombinantnich proteind nebo peptidii byla provadéna
za pouziti kitu dodaného od firmy Pharmacia.

Sekvence a velikost rekombinantnich AF proteinii— Pro potvrzeni kddujici sekvence byl izolovan
transkript o celé délce za pouZiti PCR— amplifikace hypofyzalni a mozkové cDNA. Pomoci paru
primeri C/D, bylo izolovano 1215 bp identickych se sekvenci klonu—4 (obr. 1). ORF kédoval
382 aminokyselin s vypo¢tenou molekularni hmotnosti 41,14 kDa a vypo&tenou hodnotou pI—4,9.

AF klony 1,2 a 3 a oligonukleotidy N1-5 (obr. 1 a tabulka 1) byly ligovany do pGex—llambdaT
plazmidového vektoru tak, Ze ORF byl v ramci s proteinem glutathion S—transferazou (GST).
Konstrukty byly transformovany do E. coli a exprese fiiznich proteinii byla indukovéna pomoci
IPTG. Ci§téné fiazni proteiny a trombinem roz8tépeny AF protein nebo peptid byly podrobeny
analyze SDS-PAGE a Western blotu za pouziti antiséra proti vepfovému antisekreénimu faktoru
(obr. 2). Obarvenim proteinii pomoci modii Coomassie brilliant blue byly identifikovany diskrét-
ni pasy kazdého proteinu kromé proteinu GST-AF-1, coZ ukédzalo degradaci na mensi
komponenty.

Syntéza peptidii na pevné fazi— Mensi peptidy (P7-P18 v tabulce 1) byly vytvofeny na pevné fézi
(K.J. Ross- Petersen AS) v peptidovém syntetizatoru Applied Biosystems. Cistota kazdého
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peptidi byla 93—100 % podle hodnoceni HPLC na reverzni fazi Deltapak C18, 300 a za pouZiti
linearniho gradientu 0,1 % trifluoroctové kyseliny ve smési voda/acetonitril.

Sekvenovani aminokyselin— Analyza proteinovych sekvenci byla provedena za Géelem ovéfeni
identifikace ORF. Cisté AF proteiny byly zpracovavany na 10 % gelu macro—slab SDS-PAGE
a pfeneseny na membranu Problot (Applied Biosystems) pomoci elektroblotovani (Bio—Rad).
Skvrny byly zviditelnény pomoci barvenim Ponceau S, vyfiznuty z blotu a prvnich 20 amino-
kyselin proteinu bylo sekvenovano pomoci automatizované Edmanovy degradace na automa-
tickém sekvenovaci (Applied Biosystems).

Byly stanoveny N-terminalni sekvence klonu-2 a 3 a ukézalo se, Ze aminokyseliny jsou
v dobrém souhlasu s aminokyselinami 63-75 a 130140 predpovézené sekvence (obr. 1).

Porovnani s jinymi proteinovymi sekvencemi dostupnymi v GenBank ukazalo, Ze sekvence rAF
je unikatni (obr. 1) ve vSech svych ¢astech a zadné podobné sekvence nebyly oznameny.

Prvnich deset zbytkl proteini se ukéazalo jako relativn€ hydrofobnich pfi analyze podle Kyte-
Doolittla a mtiZe tvofit signalni peptid, ktery je odStépen jesté pred exocytézou proteinu. Tato
interpretace je podpofena analyzami Western blot (obr. 3), pfi nichz se zda, Ze tento rekombi-
nantni protein ma o néco vy3si molekularni hmotnost neZ protein extrahovany z hypofyzy.

Tento rozdil miZze jit Castecné na vrub 5 piidavnych aminokyselin obsaZenych v rekombinantnim
proteinu, které vytvareji trombinové rozstépitelné misto fizniho proteinu.

Priklad 4
Produkce a testovani antiséra rAF

Antiséra proti rekombinantnimu GST-AF fuznimu proteinu— V organismu kralika byly
vytvofeny protilatky proti CiSténym fiznim proteinim GST-AF-1, GST-AF-2 a trombinem
$t€penému Cistému AF1 proteinu (rAF) pro pouziti v ELISA, Western blotu a imunohisto-
chemickych studiich. KaZdému krélikovi bylo podano 100 pg antigenu v 1 ml PBS smiSeného se
stejnym objemem Freundova kompletniho adjuvans. Kazda imunizace byla rozdélena do 8-10
davek injikovanych do hibetu intrakutanng. Dvé udrzovaci davky o 50 pg antigenu byly injiko-
vany ve tfetim a patém tydnu, pfic¢emz ta posledni byla bez Freundova kompletniho adjuvans.

Kralikim byla odebrana krev 6. den po posledni udrzovaci davce a oddélené sérum bylo sklado-
vano pii —20 °C. Citlivost antiséra byla testovana pomoci dot-blot zkousky. Protein GST-AF-2
byl amplifikovan na ECL nitrocelul6zové membrané pfi zfedéni 1 : 5 a antisérum bylo ziedéno v
poméru 1 : 1000. Membrana byla blokovana pomoci 1 % hovéziho sérového albuminu (BSA) v
PBS pfi 4 °C po dobu 16 hodin a potom inkubovéna po dobu 1,5 hodiny pomoci 1 : 800 fedéného
kralic¢iho anti GST AF nebo vepfového antiséra. Blot byl vyvinut pomoci konjugatu alkalické
fosfatizy a koziho a protikrali€iho imunoglobulinu a nésledné pomoci brom—4-chlor—3—
indolylfosfatu a p-nitro-modf tetrazolia (Boehringer Mannheim). V pfipadé tohoto testu byl
odhadovany limit pro detekci antigenu okolo 1 ng.

Elektroforéza na SDS—polyakrylamidovém gelu a imiflunobloting— Elektroforéza na SDS—poly-
akryl-amidovém gelu (SDS-PAGE) extraktl z lidské a vepfové hypofyzy a Cistych AF proteint
byla provadéna na 10 % akrylamidovém gelu minislab, v podstaté jak je to popsano v Laemmii
(Laemmli, U.K. (1970) Nature 227, 680—685) s modifikaci, Ze bis—akrylamid jako sitovadlo byl
nahrazen N,N'-diallyltartardiamidem v odpovidajicim molarnim mnozZstvi. Pyronin Y (Sigma)
byl pouzit jako marker Cela elektroforézy. Piedem barevné oznadené etalony molekulové
hmotnosti byly nakoupeny od BDH. KaZdy protein byl potom obarven pomoci Coomasie
brilliantové modii nebo elektroforeticky pienesen na ECL nitrocelulézu s 0,45 mm velkymi pory
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(Amersham) pro imunoblotovani. Nasledujici inkubace pomoci BSA, konjugovaného anti-IgG
a substratu alkalické fosfatazy byly stejné jako pro dot-blot zkousku popsanou vyse.

Jak bylo vySe zminé&no, obarveni Coomassie Brilliant modii nevytvotilo Zadny oddéleny pas
GST-AF-1 proteinu, pravdépodobné v dusledku proteolytické degradace na mensi slozky. Pfi
Western blot analyze poskytl protein o Uplné délce mnohem silngjsi signal nez degradované
produkty (obr. 2b). Silna reakce s antisérem proti vepiovému AF ukézala, Ze rekombinantni
proteiny mély opravdu stejnou imunoreaktivitu jako AF. Molekulova hmotnost proteinu o uplné
délce byla asi 60 kiloDalton (kDa), coz je hodnota vys$§i nez skuteéna molekulova hmotnost
41139 Dalton (Da) odhadnuta na zaklad€ aminokyselinového sloZeni.

Proteiny byly dale imunoblotovany a testovany s antisérem vyvinutym proti GST-AF-2, které
vaze trombinem rozstépené proteiny (obr. 3).

Antisérum proti rekombinantnimu GST-AF-2 reagovalo s pfirodnim AF proteinem o zdéanlivé
molekulové hmotnosti 60 kDa a s n€kterymi menSimi slozkami, pravdépodobné produkty enzy-
matické degradace (obr. 3a).

ELISA pro urceni koncentrace AF— Pfi testu ELISA bylo pouZito anti-AF-1 a anti~AF-2 podle
vySe popsané metody (Zachrisson, G., Largergard, T. a Lonnroth, 1. (1986) Acta path. Microbiol.
Immunol. Scand. C, 94,227-231). Jak je ukazano na obr. 3b, citlivost tohoto testu se surovym

antisérem byla mezi 1-10 ug proteinu, zatimco test s afinitné ¢ist€nymi protilatkami mél citlivost
mezi 5-50 pg proteinu.

Ptiklad 5
Northern blot analyza RNA z hypofyzy

Northern blot analyza— Lidské hypofyzy byly ziskany postmortem z nemocnice Sahigrenska
(se svolenim komise Swedish Health and Welfare Board, paragraf 2 transplantationslagen,
1975 :190). RNA byla z hypofyzy extrahovana pomoci guanidinium thiokyanatu podle
Chomezynskiho a Sacchiho (Chomoczynski, P., Sacchi, N. (1987), Analyt. Biochem. 162,
156-159) Polyadenylovand RNA byla selektovana pomoci komeréniho kitu (Pharmacia) za
pouziti kolon s oligodT—celulézou. Dale bylo pouzito smésné lidské hypofyzalni mRNA od
107 darci odkoupené od Clontech. Kazdy vzorek o 5 pg pély (A+)RNA byl oSetfen glyoxalem
a podroben elektroforéze na 1,2 % agarozovém gelu (Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T.
(1989) Molecular cloning a laboratory manual, str. 7.40-7.42, Cold spring Harbor laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). Po prob&hnuti tfihodinového kapilarniho alkalického pfenosu
v 0,05M NaOH na Hybond N+ nylonové membrany (Amersham) prob&hla prehybridizace
a hybridizace b&hem 24 h vzdy pii 42 °C. Hybridizaéni roztok obsahoval 50 % formamidu,
5%SSPE, 10xDenhardiiv roztok s 250 pg/ml denaturované nizkomolekularni DNA a 50 pg/ml
polyadenylové kyseliny. Bloty byly testovany pomoci &tyf riznych antisenze 28 bp oligo-
nukleotidi obsahujicich pozice 132-105 (pfiméf E), 297-270 (primer F), 748-721 (pfiméf G)
a 833-806 (primer H) sekvence (obr. 1). Tyto sondy byly na 3’-konci oznadeny terminélni
transferazou (Boehringer Mannheim) plus (alfa’’P) ddATP (Amersham) a Cistény na kolonich
Nick (Pharmacia). P&t pfidavnych promyvacich cykld pomoci 5xSSPE/0,1% SDS-
0,5XSSPE/0,1 % SDS bylo provedeno pii 42 °C, kazdy 30 minut s opakovanim posledniho
promyvani. Filtry byly exponovany na Hyperfilm MP (Amersham) po dobu sedmi dnd.

Exprese v hypofyze— Nothern blot analyzy byly provedeny se smési &tyi oligonukleotidovych
sond, které hybridizovaly s riznymi sekvencemi podél klonované cDNA. Sondy hybridizovaly
s jedinym pasem mRNA, kterd byla separovana z hypofyzy, o délce asi 1400 bp. Nejsilngjsi
signaly byly ziskany z humanniho materidlu, ale vepfovy material také vykazoval kiiZzovou
reakci.

-10 -
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Ptiklad 6
Distribuce AF v fezech hypofyzy

Druh a tkané- Lidské hypofyzy byly ziskany postmortem v nemocnici Saigrenska (se svolenim
komise Swedish Health and Welfare Board, paragraf 2 Transplantationslagen, 1975 : 190). Zlazy
byly zmrazeny na —70 °C a tak uchovavény, kromé téch, které byly pouZity pro histologické
zkousky. Ty byly fixovany 24 h ve 4 % paraformaldehydu rozpusténém ve fosfatem—pufrovaném
roztoku chloridu sodného (PBS =0,15M NaCl, 0,05M fosfat sodny, pH="7,2) a poté byly
pfemistény do 7,5 % sachardézy v PBS. Hypofyzy z vepii o stafi 5 az 7 mésici ziskané na jatkach
byly béhem transportu a az do doby pouziti umistény na suchém ledu pii —70 °C. Potkani
Sprague—Dawiey pro biologické zkousky, 2-3 mésice staff, byli ziskani od firmy B&K Universal
AB, Sollentuna, Svedsko Kralici (New Zéland White) pro imunizaci byli ziskani od firmy
Lidkdping Kaninfarm, Svédsko.

Immunohistochemie— Fixované hypofyzy byly zmrazeny v tekutém dusiku a byly pripraveny
7 pm tlusté kryo—fezy. Z kaZdého vzorku bylo pfipraveno 5-10 fezi, které obsahovaly rizné
Casti zlazy Rezy byly upevnény na mlkroskoplcka sklicka. Vzorky byly blokovany 5 % odtu¢né-
nym suSenym miékem a inkubovany s primarnim krali¢im antisérem (anti-GST-AF-2 flzni
protein), ziedény 1 : 4000-1 : 8000 ve vlhké komote pies noc pii 4 °C. Po promyti v pufru byly
vzorky inkubovany jednu hodinu pfi 23 °C s alkalickou fosfatdzou konjugovanymi vepfovymi
antikrali¢imi immunoglobuliny a ziedénymi v poméru 1:5 (Dako A/S). Imunoreakce byly
vizualizovany pomoci fosfatdzovych substratl jak byl popséno jinde (Jennische, E., Matjka, G.L.
(1992) Acta Physiol. Scand. 146,79-86) Kontrolni vzorky byly inkubovany s imunnim sérem
absorbovanym s pfebytkem GST—AF—proteinu nebo s produkty vSech inkuba&nich kroki kromé
primarnich protilatek.

Distribuce AF v fezech hypofyzy— Distribuce AF v fezech lidské hypofyzy byla studovana
pomoci imunohistochemickych technik (obr. 5). Ve viech vySetfovanych vzorcich bylo obarveno
ur€ité mnoZstvi bun¢k adenohypofyzy. Imunohistochemicky materiél byl lokalizovan v granulich
v cytoplazmé. Signal byl zruSen preabsorpci imunniho séra a piebytkem GST-AF-2 proteinu.
Z4dné zbarveni nebylo pozorovano v zadnich astech zlazy (neurohypofyze).

Distribuce imunoreaktivniho materialu v hypofyze ukéazala vyhradné intraceluldrni distribuci AF
v sekre¢nich buiikach piedniho laloku hypofyzy (adenohypofyzy). Mezi proteiny uvoltiované
ztohoto laloku patfi riistovy hormon, thyreotropin, kortikotropin, prolaktin a luteiniza¢ni
hormon. Pasaz téchto hormoni z intracelularni lokalizace do vaskularniho systému je spousténa
uvolfiovacimi faktory, které jsou produkovany nueroendokrinnimi buiikami v hypothalamu.

Priklad 7
Biologicka aktivita rAF

Antisekre¢ni aktivita— Antisekre¢ni aktivita byla mé&fena na modelu intestinalni kli¢ky potkana,
popsaném jiZ dfive (Lange, S. (1982) FEMS Microbiol. Lett. 15, 239-242). Jejunalni klicka byla
intoxikovdna 3 pg cholera toxinu. Rizné davky &isténého AF—1- proteinu nebo BPS (kontrola)
byly injikovany pfed nebo po provokaci cholera toxinem. Hmotnost akumulované tekutiny
v intestindlni kli€ce (ng/cm) byla méfena po péti hodinach. Kazdy vzorek AF byl testovan
nejméné na Sesti potkanech. Fisheriv PLSD byl pouzit pro statistickou analyzu ziskanych dat.

Biologicka aktivita rAF proteinu— Biologicka aktivita Sistého rAF proteinu klonu—1 produko-
vaného v E. coli byla testovana na potkanu, jako modelu. Kapacita rAF inhibovat sekreci
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intestinalni tekutiny po i.v. injekci podané 20-30 s pfed intestinalni intoxikaci cholera toxinem je
zfejma z obr. 6. U kontrolnich zvifat, kterym byl podan pouze pufr, zpiisobil cholera toxin
vyraznou sekreci 412+ 9 mg tekutiny na cm stieva. Cisty rAF zpiisobil na davce zévislou
inhibici sekrece, kterd byla vyznamné rozdilna od vysledki ziskanych po podéani pouze pufru
(p <0,01, n= 6). Devét ng proteinu klonu—1 stadi k redukeci odpovédi na 34 %, zatimco 44 ng
(447" mol) a 220 ng redukuje odpovéd’ na 46 % a 78 %. Biologicka aktivita rekombinantniho AF
je vetsi nez jakéhokoliv doposud znamého enterotoxinu, a vétsi neZ aktivita jakéhokoliv neuro-
hormonu nebo intestinalniho hormonu nebo neuropeptidu regulujiciho transport vody a elektro-
lytu. Kromé& toho hodnota aktivity lidského rAF u potkana je ptekvapivé vysokd, coZ
pravdépodobné odrazi vSudypiitomnost struktury konzervované v rAF molekulich z riznych
druht. Tato hypotéza je podpofena skiiZzenou reaktivitou mezi lidskym a vepfovym vzorkem
zjisténou pti analyze Western blot a Nothern blot.

Byla porovnavana kapacita 0,5 pg rAF inhibovat intestinalni sekreci po i.v. injekci podané
20-30 s pred a 90 minut po intoxikaci cholera toxinem (obr. 7). Oba zpiisoby podani mély
znaény inhibiéni G¢inek oproti kontrolam (p < 0,01, n = 6).

Na rozdil od piirodniho AF, rekombinantni protein byl G¢inny i v tom pfipadg, Ze byl podén po
provokaci toxinem, coz jej €ini uZiteCnym pti lé€eni prijjmu.

3 pg rAF byly indikovany do 8—10 cm dlouhé stievni klicky umiSené bezprostiedné proximalng,
vzhledem ke stfevni kli€ce, kterd byla intoxikovana toxinem cholery. rAF byl indukovan
20-30 s pted nebo 90 min po intoxikaci cholera toxinem. Na obr. 8 je ukdzino, Ze v obou
zkousSenych skupinach doslo ke znaéné redukci sekrece tekutiny (p <0,01, n=6) a nebyl
pozorovan Zadny rozdil mezi nimi. Tento experiment ukazuje, Ze rAF je aktivni po peroralnim
podani a miize byt pouZit v krmivu jako aditivum a nema Zadné silng&j$i vedlejsi G&inky.

V ptikladech popsanych vySe byl rAF produkovan v buiikach Epicurian coli XL-1. V téchto
burikach byla velkd ¢ast produkovaného rAF degradovana na mens$i peptidy. Pokud byl rAF
produkovan v buiikdch BL21, jen jeho mala &ast byla degradovéana a v buiikach Top 1 nedoslo
vibec k Zadné degradaci. Piekvapivé byla biologicka aktivita imérnd rozsahu degradace. Tzn.
vys8i degradace byla spojena s vy33i aktivitou. Z té€chto ditvodi byly i rizné mensi fragmenty,
které vznikly, testovany na moznou biologickou aktivitu.

Jak je ukézéano v tabulce 1, byly tyto fragmenty testovany i v podanim pied intoxikaci cholera
toxinem stejnym zplsobem, jak je to popsano vySe pro intaktni rAF. Peptidy exprimované
klonem 2 a 3 byly testovany v mnozstvi 0,1, 1 a 10 pg a nemély zadny efekt na uéinek toxinu.
Naproti tomu 1 pg peptidi exprimovaného pomoci RACE fragmentu (klon 4) mél znaény efekt.
Z RACE fragmentu bylo vytvofeno mnoho kratsich konstruktii a exprimovano v pGex—1lambda.
Aktivni misto bylo nalezeno v poloze mezi aminokyselinovymi zbytky 35-51, jak je ukazano
v tabulce 1. Ve snaze ur€it presnéji aktivni misto byly vytvoreny t¥i malé peptidy pomoci metody
syntézy na pevné fazi. Dva z nich byly aktivni -peptid 35-46 (P3) a peptid 35-42 (P1). Posledn&
zminény oktapeptid IVCHSKTR (P1) byl aktivni v divce mens$i neZ 1ng a byl ve stejném
molarnim mnoZstvi téméf stejné Ucinny jako intaktni rAF. Naproti tomu krat$i hexapeptid
VCHSKT (P2) nemél Zadny t¢inek, pokud byl podan v davee mezi 1 nga 10 pg.

Peptid X1VCX2X3KX4R odpovidajici s ur¢itymi zménami a/nebo delecemi lidskému fragmentu
P1 byl také vytvofen mistné orientovanou mutagenezi a byla testovana jeho biologicka aktivita.
Byly také srovnany sekvence z hovézi a vepiové cDNA. Tyto studie ukazaly nasledujici zmény
a/nebo delece:

X1 je I nebo neni zastoupen,

X2 jeH,RnebokK,
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X3 je S, L nebo jina neutralni aminokyselina,

X4 je T nebo A.

Tabulka 1

Kod *Oligonukleotid **Peptid ***Inhibice CT sekrece
pmol ED50

N1 63-301 1-80 + 4

N2 168-301 36-80 + 6

N3 168-215 36-51 + 3

N4 122-170 21-36 -

N5 186269 42-69 -

P3 S.P.S**x* 35-46 + 7

P1 S.P.S. 35-42 + 5

P2 S.P.S. 3641 -

* Pozice pari bazi v SEQ ID d&islo 1, ktera byla exprimovéana v konstruktu vytvofeném

z AF cDNA a pGex—1-lambda.

**  Pozice aminokyselinovych zbytkii (SEQ ID &. 1) v AF na zaatku a na konci syntetizo-
vaného peptidu.

##% U aktivnich peptidii byla zaznamenavana inhibice cholera toxinem indukované sekrece
tekutiny v seSité stfevni kli¢ce potkana, u i¢innych peptidii je uvedeno jejich mnoZstvi
(pmol) inhibujici polovinu maximalni sekrece (ED50).

#H% Tyto peptidy byly produkovany syntézou na pevné fazi.

Vliv rAF na zanét stfevni sliznice byl také testovan na modelu stfevni kli¢ky potkana. Dvaceti
potkantim bylo podéano 0,5 pg toxinu A z Glostridium difficile (Torres, J.F., Jennische, E., Lange,
S. a Lonnroth, I. (1990) Gut 781-785.) a sekretovand tekutina a zanét byl mé&fen po 2,5 a 5 h
(10+10 potkanit). Polovina potkani v kazdé skuping dostala 100 ng i.v. 30 s pfed podanim toxinu
a druhé polovina dostala PBS pufr jako placebo. Po usmrceni potkani byly stfevni klitky
roziiznuty a stfedni 2-3 cm ¢ast klicky byla zmrazend na suchém led®. Zmrazené vzorky byly
nafeziny v Leica kryostatu na 8 um fezy. Rezy byly obarveny pro demonstraci alkalickych
fosfatdz pomoci enzymatické histochemie. Alkalické fosfatazy jsou exprimovény v intestinalnich
epitelidlnich butikdch a barveni umozZiiuje stanovit integritu stfevniho epitelu. Z vysledki je
patrno (obr. 9), Ze u kontrolnich potkani doslo k velmi rozsédhlému poSkozeni intestinalni
sliznice: po 2,5 hodinach byly epitelové buiiky oddéleny od zakladni membrany a byla pozoro-
vana nekrotické tkan, dale bylo po 5 hodinach zjisténo rozsahlé krvaceni. Naproti tomu u zvifat,
kterym byl podan rAF, nedoslo k Zaddnému oddéleni epitelidlnich bungk, nekréze nebo krvaceni.
Sekrece tekutiny indukovana toxinem A byla inhibovéana ze 199 + 4 na 137 + 5 mg/cm po 2,5 h
(p<0,01)az421+3 na203+ 6 mg/cm po 6 h (5 potkanii na skupinu, p < 0,01).

Stejny experiment byl proveden s 0,5 ug peptidi IVCHSKTR (=P1) misto rAF proteinu. Tento
oktapeptid mél stejny vliv na toxinem A indukovany intestinalni zan&t a sekreci tekutiny, jak je
ukazano na obr. 9.

Toxicita— Pro test toxicity byl rAF injikovan ve vysoké davce 50 pg na potkana. Nebyly zjistény
Z4dné ziejmé toxické reakce béhem obdobi jednoho tydne.
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Piiklad 8
Biologick4 aktivita rAF na intestinalni permeabilitu

Pro vyhodnoceni vlivu rAF na permeabilitu organické latky rozpusténé v krvi byl proveden
pokus s barvivem Evansova modf (EB) podle diive popsané metody (Lange, S., Delbro DS,
Jannische, E., Evans Blue permeation of intestinal mucosa in the rat. Scand. J. Gastroenterol
1994, 29 : 38-46.). Experiment byl zpocatku proveden tak, jak je popsano v ptikladu 7 a obr. 5
ato iv. podanim rAF pifed intoxikaci cholera toxinem (CT). Nebyla vSak méfena sekrece
tekutiny, nybrz po 90 min po provokaci toxinem bylo i.v. podano barvivo EB, a to 1 ml 1,5%
roztoku v PBS. Barvivo cirkulovalo po dobu 5 min v organismu. Po této dob& byli potkani
transkardialn€ perfundovani pfes levou komoru a pravou siii (byla pouzZita peristaltickd pumpa-—
Cole Parmer Instruments, Chicago, I11., USA) pomoci roztoku 200 ml PBS/Alsevierovo ¢&inidlo
(1/1 pomér) o teploté 4 °C po dobu 150 s. Ve probihalo v etherové anestezii. Tak byla odstranéna
vSechna Evansova modi (EB) pfitomna ve vaskuldrnim systému a ponechdna byla pouze EB
v intestinalni tkani pro detekci barviva extrakci formamidem.

Vysledky v tabulce 2 ukazuji, Zze CT- provokace signifikantn& zvySuje (p < 0,001) mnoZstvi EB,
které miiZze byt extrahovéano z intestindlni tkdné o asi 43 %, zatimco i.v. podani 1 BrT pted
CT-intoxikaci zabrafiuje tomuto naristu a mnoZstvi EB extrahované z tkané ve skuping 1
(kontrola) se nelisilo od skupiny 3 (1rAF + CT).

Tabulka 2
Skupina Provokace ng EB/g % zvyseni EB—konc
int. tkéf x 107
1 PBS + PBS 6 29,3+ 1,0
2 PBS + CT 6 51,8+ 1,3 43 (p0,01)
3 IrAF +CT 6 29,6 +1,5 0 NS

Vysledky z obr. 10 a 11 ukazuji extravazaci barviva EB v tenkém stfevé a v odpovidajicim
plexus choroideus z lateralni komory mozku po CT—provokaci stieva s nebo bez predchozi
terapie potkani pomoci P1 (IVCHSKTR).

Experimenty byly provadény nasledujicim zpisobem: Samci potkana Sprague-Dawiey, o hmot-
nosti 350 g, byli ponechani o hladu po 18 hodin pfed zaitkem experimentu, ale méli voln&
pfistupny zdroj vody. Potkani byli rozdéleni do skupin po Sesti. Peptid P1, cholera toxin (CT) a
PBS byly podavany podle tabulky 3.

Tabulka 3
Skupina i.v.ing. 1+ p.o. inj. Lv. inj. 2+
A P1 CT EB
B PBS CT EB
C PBS PBS EB

+ Pl iv. injekce 1 byly podany v objemu 2 ml PBS, p.o. injekce roztoku EB v objemu 5 ml;
i.v. injekce 2 se skladala z 1,5 ml 3% roztoku EB v PBS. Ether byl pouzit jako anestetikum
behem injekénich podavani.

Lv. injekce P1 (0,5 pg) nebo PBS byly podany 10-15 s pied p.o. provokaci 100 pg CT nebo
PBS. 60 min po perorilni provokaci byli potkani uvedeni do anestezie pomoci etheru a i.v. jim
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bylo podéano barvivo EB. Barvivo bylo ponechéno ekvilibrovat dal$ich 30 min. Po této dob& bylo
potkanim podéno znovu anestetikum (ether) a potkani byli perfundovani intrakardialng pres
levou komoru pomoci 250 ml roztoku Alseverova ¢inidla v PBS=50/50 tak, aby bylo odstran&no
vSechno barvivo piitomné ve vaskularnim systému. Po této perfizi, ktera probé&hla bshem
2-3 min, bylo moZno pomoci fluorescenéni registrace detekovat jen barvivo navdzané mimo
vaskularni systém.

Z mozku a &asti tenkého stfeva byly odebrany vzorky a zmrazeny na suchém ledu a v kryostatu
byly nafezany 8 pm tlusté fezy. Tyto fezy byly vysuseny vzduchem, umistény v médiu s xylenem
a pozorovany v Zeissov€ fluorescenénim mikroskopu za pouZiti kombinace filtrd, ktera je pouzi-
vana u fluorescence emitované rodaminem.

Vysledky na obr. 10 a 11 demonstruji, Ze intenzita fluorescence (bila barva) je podobnéa v obou
vzorcich — v tenkém stfevé (obr.10) i plexus choroideus (obr.11) ve skupingé A
(P1 iv.+CT p.o.) a C (PBS i.v. + PBS p.o.). Ve srovnani s vysokou fluorescenéni intenzitou v
tenkém stfevé a v plexus choroideus ve skupiné B (PBS iv. + CT p.o.), vysledky jasnd
demonstruji, Ze injekce oktapeptidu pfed provokaci CT inhibuje CT-indukovanou extra-
vaskularni penetraci EB. Vysledky ukazuji, Ze to plati nejenom pro vaskularni systém tenkého
stfeva, ale i pro plexus choroideus v lateralni komoie mozku.

Zavérem: Efekt i.v. podaného oktapeptidu IVCHSKTR inhibuje CT—indukovanou extravasku-
larni penetraci barviva EB v tenkém stfevé stejné tak, jako v plexus choroideus v centralnim
nervovém systému. USinek rAF a jeho peptidovych derivati nenachazime tedy pouze v tenkém
stfeve, ale ovliviiuje i permeabilitu cév v centrilnim nervovém systému. Tato zjisténi ukazuji, Ze
rAF a jeho derivaty mohou byt pouZity i k odstranéni patologického intrakranialniho tlaku,
zmény tlaku ve stfednim uchu a riznych forem zmén permeability.
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Legenda k obrazkim
Obr. 1a a dale obr. 1b.

Sekvence nukleovych kyselin a odpovidajici aminokyselinové sekvence nového lidského
proteinu.

Obr. Ic.
Horizontalni mapa ukazujici klonovanou cDNA a oligonukleotidové primery.

Obr. 2. Coomassie modie zbarveny SDS—polyakrylamid minigel (A) a imunoblotova proba
s antiséry proti &asti AF (B). Linie s neprimerovymi &isly obsahuje glutathion- agaréza—&igténou
GST-AF fizi proteini AF-1, AF-2 a AF-3, dale linii s primerovymi &isly obsahujici fizi
proteini rozstépenou trombinem. Nalevo jsou uvedeny molekulové hmotnosti (R), (BDH).
GST-AF-1 faze proteinu je vysoce degradovana, ale imunoblot ukazuje jen detekei celé délky
proteinu a spontnnich produkti trombinového $t&peni. V GST-AF-3 je 26 kDa protein, pravdé-
podobné konec glutation S-transferazy, ktery je nezéavisle exprimovan.

Obr. 3a. Western blot pouZivajici antisérum proti rekombinantnimu proteinu AF-2. Byly pouzity
tyto slozky: nalevo porcin (P) a tfi lidské hypofyzy (H1, H2, H3) a napravo tfi rekombinantni
proteiny AF-1, AF-2 a AF-3 (Obr. 2). V centréalni &4sti standarta molekularni hmotnosti (R).

¥ owerw

Obr. 3b. ELISA u rAF pouZivajici antisérum a afinitn& &isténé protilatky vyrobené v t&le kralika.

Obr. 4. Autoradiogram Northern blotu RNA z lidské a veprové hypofyzy (p = pooled, i = indivi-
dualit, material). Bylo pouZito 5 ug &isté mRNA v kazdé bazi, 3"—koncové oligonukleotidové
préby znaené **P byly pouZity a autoradiograficky vyvijeny po 7 dni.

Obr. 5. Kryofezy z adenohypofyzy znalené s antisérem proti rekombinantnimu proteinu
GST-AF-2. A. Rezy inkubované s imunnim sérem ukazujici butiky s riznym stupném imuno-
reaktivity (silné Sipky). Mnoho bungk postrada znaleni (svétlé Sipky). B. Rizné fezy k A
inkubované s imunnim sérem preabsorbovanym s prebytkem rekombinantniho GST-AF—-2. Zde
neni Zadné specifické znaCeni bunék. C a D. Znatnd imunosenzitivita bungk je znizorn&na
znazornénim cytoplazmy endokrinnich bunék, kde n = nukleus a ¢ = cytoplazma.

Obr. 6. Biologicka aktivita rAF-1 testujici inhibici CT-indukované sekrece tekutiny. Rostouci
davky proteinu byly krysém podany i.v. 3 ug CT byly podény do stfevni klicky, po 5 h byla
mefena akumulace tekutiny (mg/cm stfeva). Kazdd hladina reprezentuje hlavni S.A.E. +/—
skupiny Sesti zvifat.

Obr. 7. Biologické aktivita intraluminarng injikovaného rAf-1; 0,5 pg rAF byl podan 20-30 sec
pred nebo 90 min po intoxikaci 3 pg CT do stéevni kli¢ky krysy.

Obr. 8. Biologicka aktivita intraluminarng injikovaného rAf-1; 3 pg rAF byly podany 20-30 sec
pied nebo 90 min po intoxikaci 3 ug CT do stfevni klicky krysy; rAF byl injikovan 5 cm
proximalné€ od mista, kam byl aplikovan CT.

Obr. 9. A (x2.5) je kontrolni kli¢ka (PBS) ukazujici celuldrni zbytky uvnitt lumen (L), znadeni na
zbyvajici sliznici neni patmné, coZ svédéi pro dplnou destrukci epitelu. B (0,5 ul P1 pred CT
podéanim) ukazuje jasné epitelie tvofici villi, coZz sv&d&i pro normalni neporuenou sliznici.
L=lumen stfeva. Carky 500 pm. C (x10) ukazuje destrukci epitelu v PBS—osetiené kontrolni
skupin€ a D znazoriiuje sliznici stfeva ve zkoumané skuping (podani P1). Cerna teka oznatena
Sipkou v epitelu, LP=lamina propria, mm=muscularis mucosae, svétl4 Sipka na buikach krypt.
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Carky =100 um. E (x25) znézoriuji destrukei mukézy v kontrolni skuping (oSetfené PBS) a F
ukazuje odpovidajici vysledky ze skupiny krys oSetfenych P1 pfed CT podénim. Carky =100 pm.

Obr. 10. Fluorescence Evans Blue ve vzorku jejunalni klicky ze t¥i skupin krys oSetfenych CT
nebo kontrolnim pufrem (PBS); proSetfenych antisekretorickym peptidem P1 nebo kontrolnim
pufrem (PBS). LP=lamina propria. Cern4 $ipka znazortiuje epitelie; svétla Sipka ukazuje buiiky
krypt. Carky = 100 pm.

Obr. 11. Fluorescence Evans Blue ve vzorku plexus choroideus od krys znazornénych na obr. 10.
Carky = 50 pm.

PATENTOVE NAROKY

1. Rekombinantni protein, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo jeho
homology, nebo fragmenty, které maji antisekreéni aktivitu.

2. Fragment podle ndroku 1, ktery je vybran ze skupiny zahrnujici: a) aminokyseliny &. 35 az
42, b) aminokyseliny ¢. 35 az 46, c) aminokyseliny ¢. 36 az 51, d) aminokyseliny &. 36 a 80
a €) aminokyseliny ¢. 1 aZ 80 aminokyselinové sekvence znazorn&né v SEQ ID NO: 1.

3. Peptid X;VCX,X3KX4R odpovidajici fragmentu, ktery obsahuje aminokyseliny &. 35 aZ 42
rekombinantniho proteinu zndzornéného v SEQ ID NO: 1, kde X; je I nebo neni zastoupen, X, je
H, R nebo K, Xj je S, L nebo jina neutralni aminokyselina a X, je T nebo A.

4. Protilatka specifickd vzhledem k proteinu, ktery ma aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 1, nebo jeho homologiim nebo fragmentim, které maji antisekredni aktivitu.

5.  Kompozice pro normalizaci patologického transportu tekutin a/nebo zandtlivych reakci
u zvitat, véetn€ Clovéka, vyznadujici se tim, Ze jako aktivni slozku obsahuje G¢inné
mnoZstvi rekombinantniho proteinu znazornéného v SEQ ID NO: 1 nebo jeho homologii nebo
fragmentu, které maji antisekreéni aktivitu.

6. Kompozice podle niroku5,vyznacujici se tim, Ze fragment je vybran ze skupiny
zahrnujici a) aminokyseliny ¢. 35 aZ 42, b) aminokyseliny &. 35 aZ 46, ¢) aminokyseliny &. 36 aZ
51, d) aminokyseliny ¢. 36 aZ80 a e) aminokyseliny ¢. 1az80 aminokyselinové sekvence
SEQID NO: 1.

7. Poutziti rekombinantniho proteinu, ktery méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1,
nebo jeho homologii nebo fragment, které maji antisekre&ni aktivitu, pro vyrobu kompozice pro
normalizaci patologického transportu tekutin a/nebo zanétlivych reakci u zvitat, véetné élovéka.

8. Krmivo pro normalizaci patologického transportu tekutin a/nebo zanétlivych reakei
u obratlovell, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje jako Gdinnou p¥isadu rekombinantni
protein, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo jeho homology, nebo
fragmenty, které maji antisekre¢ni aktivitu.

9. Krmivo pro normalizaci patologického transportu tekutin a/nebo zanétlivych reakci
uobratlovcli, vyznacujici se tim, Ze obsahuje jako ucinnou p¥isadu rekombinantni
bakterialni nebo nehuménni eukaryontni organismus schopny produkovat rekombinantni protein,
kteryZto protein méa aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo jeho homology, nebo
fragmenty, které maji antisekre¢ni aktivitu.
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10. Pouziti protilatky specifické vzhledem k rekombinantnimu proteinu, ktery mé aminokyseli-
novou sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo jeho homologiim nebo fragmentiim, které maji antisekredni
aktivitu, pfi in vitro zkouskach pro detekci uvedeného proteinu nebo jeho homologii nebo
fragmentti.

11. Nukleova kyselina koédujici rekombinantni protein, ktery ma sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo
jeho homology nebo fragmenty vykazujici antisekredni aktivitu.

12. Nukleova kyselina podle naroku 11, kde kodované fragmenty jsou vybrany ze skupiny
zahrnujici: a) aminokyseliny €. 35az42, b) aminokyseliny &. 35 az46, c) aminokyseliny
¢.36 az 51, d) aminokyseliny €. 36 aZ 80 a e) aminokyseliny ¢&. 1 az 80 aminokyselinové sekven-
ce SEQ ID NO: 1.

13. Pouziti nukleové kyseliny, kodujici rekombinantni protein, ktery mé aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo jeho homology nebo fragmenty, které maji antisekredni aktivitu,
pro vyrobu odpovidajicich proteinii nebo homologii nebo fragmenti.

14. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu kédujici protein, ktery ma aminokyselinovou sekven-
¢i SEQ ID NO: 1, nebo jeho homology nebo fragmenty, které maji antisekredni aktivitu.

15. Rekombinantni bakterialni nebo nehumanni eukaryontni organismus, ktery obsahuje vektor
zahmujici nukleovou kyselinu koédujici rekombinantni protein, ktery méa aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo jeho homology nebo fragmenty, které maji antisekredni aktivitu.

16. Rekombinantni bakteridlni nebo nehumanni eukaryontni organismus schopny produkovat
rekombinantni protein, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1, nebo jeho homo-
logy nebo fragmenty, které maji antisekreéni aktivitu.

3 stranky sekvenci
a
9 vykresu
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Sekvence ID &:1
Typ sekvence: Nukleotid s odpovidajicim proteinem

Délka sekvence: 1309 pdrl bdz{ plus poly(A) konec

Vldkno : jednoduché
Topologie : linedrn{
lekul : CDNA
SyP molekuly c &lovék

Pivodni zdrojovy organismus:
Bezprost¥edni experimentdlni zdroj: hypofyza

Znaky: od 63 do 1208 bp maturovany protein
 od 1289do 1295 bp poly(A) signalni sekvence

ATTCOAGCACTTCTTGTTAGCCCETCCCOCACACCCOETCOCGAGGOAS

GAACCTGCLANG ATG GTG TTG GAA AGC ACT ATG TG TGT GTG GAC AAC AGT 3¢2
Mot Yol Lev Glu Ser Thr Met Vol Cys Yal Asp Asn Ser>
3 10 .

GAG TAT ATG CGG AAT GGA GAC TTC TTA CCC ACC AGE CTG CAG GCC CAG 149
Glu Tyr Met Arg Asn Gy Asp Phe Lew Pro Thr Arg Lev Gin Ald Glns
a5 29 Al

CAG GAT GCYT GTC AAC ATA GTT TGT CAT TCA AAG ACC £GC AGC AAC CCT 197
. G1n Asp Ale vYal Asa Ile Vol Cys His Sor lys Thr Arg Sor Ash Pros
30 3s 4¢ 45

GAG AAC AAC GTG €GC CTT ATC ACA CTG GCT AAT CAC TGT GAA 416 CTC 245
Cly Asa Asa Val'Gly Lev Tl¢ Thr Lev Ala Asn Asp Cys Glu Vol Lo
ki 55 58

ACC ACA CTC ACC CCA GAC ACT 66C COT ATC CTG TCC AAG CTA CAT ACT 293
Thr Thr Leu Thr Pro Asp The Gly Arg It¢ Lew Scr lys Lev Kis Thre
€5 78 75

TC CAA CCC AAG GGC AAG ATC ACC TTC TOC ACC GGC ATC €GC UTG 6CC 341
Yal Gln Pro Lys Cly Lys Ile Thr Phe Cys The Gly Ile Arg Yol Al
89 85 98

CAT CTG GCT CTC AAG CAC CUA CAA GOC AAG AAT CAC MG ATG CGC ATC 389
His Lev Ale Lew Lys His Arg Gln Gly Lys Asn His Lys Met Arg Ilo>
a8 ioe 185

ATT GCC TTY GTG GOA AGC CCA GTG GAS GAC AAT GAG AAD GAT CTG €TG 437
Ile Ala Phe Yal Gly Ser Pro Val Clv Asp Asn Glv Lys Asp Loy Vol»
118 115 128 25

AMA (TG 6CT ARA COC CTC AAG AR CAG AML CTA AAT CTT GAC ATT ATC 485

Lys Lev Als Lys Arg Low Lys Lys Glo Lys Yol Asa Yol Asp Ile Ile>
13¢ 138 140

AAT TTT GGG GAA GAC GAG GTC AAC ACR GAX AAGC CTC ACA 4CC TTT GTA 533
Asn Phe Gly Clu Glu Slu Vel Asn Thr Glu lys Lev Thr Ala Phe Yals
143 150 185

AAC ACG TTG AAT OG0 AAL CAT GGA ACC GCT TCT CAT CTG CT¢ ACA GG SBL

Asp The Lew Asn Cly Lys Asp Gly Thr Gly Ser His Lev Yol Thr Yals
168 165 178
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Obr. la
AATTGCAGCAGTTGTTOTTAGGCCGTCCCOOAGACCCOLTCGGGAGGGAG

CAAGCTGOCAAG ATG GTG TTC GAA AGC ACT ATG CTG TGT GTC GAC AAC AGT 101
Het Yal Leu Glu Ser Thr Met Yol Cys Yal Asp Asn Ser>
5 10

GAG TAT ATG CGG ART GOA OAC TTC TTA CCC ACC AGG (TG CAG GCC CAG 149
Glu Tyr Met Arg Asn Cly Asp Phe Lev Pro Thr Arg Lev Cln Ala Glm>
15 28 25

CAC CAT GCT GTC AAC ATA GTT TGT CAT TCA AG ACC COC AGC AAC €CT 197
Gin Asp Ala Val Asn Ilc Yol Cys His Ser Lys Thr Arg Scr Asn Pro>
3¢ 35 49 45

GAGC AAC AAC GTG C€GC CTT ATC ACA .CTC GCT AAT GAC TCT GAA.GTG CTG 245
Glu Asn Asn Yal Gty Leu Ile The Lev Ala Asn Asp Cys Glu Yal Leas
59 8s &8

ACC ACA CTC ACC CCA GAC ACT GOC CGT ATC CTG TCC AAG CTA CAT ACY 293
The The Leu Thr Pro Asp Tar Gly Arg Ile Lev Ser Lys Leu His Thr>
65 0 75

CTC CAL CCC ARG GGC AAG ATC ACC TTC TGC ACG GeC ATC C6C GTG GCC 341
Yal Gln Pro Lys Gly Lys Ile Thr Phe Cys Thr ‘Cly Ile Arg Yol Alo>
Y 85 99

CAT CTG GCT CTG AAG CAC CCA CAA GGC AAG AAT CAC MG ATG CCC ATC 389
His Lew Ala Leu Lys His Arg Gln Gly Lys -Asn His Lys Met Arg Ile»
85 102 105

ATT GCC TTT GTG CCA AGC CCA GTG GAC GAC AAT GAGC AAG GAT CTG GTG 437

Ilc Alo Phe Val Gly Ser Pro Yol Glu Asp Asn Glu Lys Asp Lev Yol
11e 1315 129 123

" AAA CTG GCT ABRA CGC CTC AAC ARG GAG AAA CTA AAT GIT CAC ATT ATC 485

Lys Lev Ala Llys Arg teu Lys Lys Glu Lys Yal Asn Val Asp Ile Iles
139 135 142

AAT TTT GGG GAA GAG GAG CTC AAC ACA GAA 2AC (TC ACA GCC TTT GTA 533

Asn Phe Gly Glu Glu Glu Yal Asn Thr Clu Lys Lev Thr Ale Phe Yols
145 150 155

MC ACE TTG AAT GCC AML GAT GCA ACC GET TCT CAT CTG GTG ACA GTG 581

f3n The Lew Asn Cly Lys Asp Gly Thr Cly Ser His Leu Yol Thr Yol>
168 165 i79
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CCT CCT GCG CCC AGT TTG GCT CAT CCT CTC ATC AGT TCT €CG ATT TTG
Pro Pro Gly Pro Ser Leuv Ala Asp Alo tev Ilc Ser Ser Pro Ile Lews
175 180 185

GCT GOT GAA GOT GGT C€CC ATG CTC GCT CTT GGT GCC AGT GAC TIT GAA
Ala Gly Glu Gly Gly Ala Met Lew Cly Leu Gly Ala Ser Asp Phe Glus
199 195 200 205

TTT GGA GTA GAT CCC AGT GCT GAT CCT GAG CTG CCC TTG GCC CIT COT
Phe Cly Yal Asp Pro Ser Ala Asp Pro Glu Lev Ala Lev Ala Leu Args
210 215 220

GTA TCT ATG GAA GAG CAG GG CAC GCA GGA CCA GGA GCG CGG CGC GCA
Yal Ser Mel Glu Glu Gln Arg His Ale Gly Gly Cly Ala Arg Arg Alos
225 230 235

GCT CCA GCT TCT ¢CTF GCT GAG GCC GGG ATT GCT ACG ACT €66 ACT GAA
Ala Acg Ala Ser Ala Ala Glu Ala Cly Ile Ale Thr Thr Gly Thr Gl
249 245 258

GAC TCA GAC GAT GCC CTG CTG ARG ATG ACC ATC AGC CAG CAA GAG 7T
Asp Scr Asp Asp Ala teu Ley Lys Met The Ile Ser Gla Gln Glu Phe»
255 26¢ 285

GGC CGC ACT GGG CTT CCT GAC CTA AGC AGT ATG ACT GAG GAA GAG CAG
Gly Arg Thr Gly Leu Pro Asp Leu Sci Ser Met Thr Glu Glu Glu Gins
272 275 280 285

ATT GCT TAT GCC ATG CAG ATG TCC CTG CAG GGA GCA GAG TTT GGC CAG
Ile Ale Tyr Ala Met Gln Met Ser Leu Gln Gly Ala Clu Phe Gly Gin>
290 295 398

GCC GAA TCA GCA GAC ATT GAT GTC AGC TCA GCT ATG GAC ACA TCT GAG
Ale Glu Ser Ale Asp Ile Asp Ala Scr Ser Ala Mot Asp Thr Ser Glux
305 319 315

CCA CCC AAG GAG GAG GAT GAT TAC GAC GTG ATG CAG GAC CCC GAG TTC
Pro Ala Lys Glu Glu Asp hsp Tyr Asp Yal Met ¢la Asp Pro Glu Phes
329 325 339

CTT CAG AGT GTC CTA GAG AAC CTC CCA GGT GTG GAT CCC AAC AT GAA
Leu Cln Ser Yal Leu Glu Asn Leu Pro Gly Yol Asp Pro Asn Asn Glus
335 349 345

GCC ATT CCA AAT GCT ATG GGC TCC CTC CCT CCC AGG CCA CCA AGG ACG
Alo Ile Arg Asn Ala Met Gly Ser Leu Pro Pro Arg Pra Pra Arg Thrs
359 355 360 365

GCA AGA AGG ACKA AGA AGG ACC AAGC ACA AGA AGT GAT ACT GGA GGG AAA

Ao Arg Arg Thr Arg Arg Arg Lys The Arg Ser Gt Thr Gly Gly Lyss
379 ars 380

CC0 TAGCTGACTCTCCTTACGCGACTECATOCCAACCACCCAATATAGGCTTAGATCTCTCT

Cly»

TATCTCTAACCATTACACCCTAMATAAAGCTTCCCAACTTTTAAALAMAA LA A A AAA
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