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Anotace:

Polynukleotidové sekvence kédujici polypeptid, ktery
obsahuje sekvenci aminokyselin od &fsla 1 do &isla 526
sekvence &. ID: 12 nebo které kéduje mutaci ¢i variantu
Feteného polypeptidu s pfedpokladem, Ze polypeptid,
kédovany touto polynukleotidovou sekvenci je schopen
redukovat dichloroindofenol a oxidovany glutathion. ReSent se
rovnéZ tykd DNA s obsahem uvedené polynukleotidové
sekvence, polypeptidu, ktery je touto sekvenci kédovan,
prislusnych vektord, hostiteldi, expresivnich systémil a
protilatek a farmaceutického prostfedku, ktery uvedeny
polypeptid obsahuje spolu s farmaceutickym nosi¢em. Mimo
to se Fedent tyk4 také zpifisobu &ist&ni G&innych polypeptidi a
hybridomu, ktery exprimuje p¥islu$né protilatky.
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Polynukleotidova sekvence, DNA, polypeptid, farmaceuticky prostiedek, vektor, hostitel,
expresivni systém, protilatka, zpisob ¢iSténi proteinu a hybridom

Oblast techniky

Tento vynélez se vztahuje na novy polypeptid majici schopnost redukovat dichloroindofenol a
oxidovany glutathion, na DNA kédujici tento novy polypeptid, na vektory obsahujici takovou
DNA, na hostitele transformované takové vektory a na farmaceutické prostfedky obsahujici
tento polypeptid. Tento vynilez dale pojedndva o monoklondlnich protilatkach proti tomuto
polypeptidu a zpilisobu izolace a &i§t&ni tohoto polypeptidu s pouZitim téchto protilatek.

Dosavadni stav techniky

Tvorba exogennich proteinii expresivnimi systémy mize byt s pouzitim technik znamych
pracovnikiim v tomto oboru jednoduchou zalezitosti. Nicméné existuje mnoho polypeptidi, které
v exogennich systémech nelze snadno exprimovat. Problém mize byt vtom, Ze takovy
polypeptid nemiize byt exprimovan ve velkém mnoZstvi, coz nelze upravit pouhym umisténim
regulaéniho genu ve sméru proti sméru exprese. Dale to mize byt zpiisobeno moznosti, Ze post-
transkripéni Upravy potfebné pro ziskani zralé formy se neuskutediiuji nebo se uskuteéiiuji
nespravng.

Napfiklad u mnoha eukaryotickych polypeptidi se translace zpofatku uskuteéni s methioninem
na N-konci, ktery je nasledné deletovan a vznika tak zrala forma polypeptidu. Toto zpracovani se
nemilZze u prokaryot odehrat, proto se musi hledat alternativni prostfedky pro ziskani potfebné
exprese. Jedna ztakovych technik zahrnuje sloudeni poZadovaného exogenniho proteinu
s proteinem vazicim malt6zu nebo s glutathion—S—transferazo naptiklad pro¢isténim exprimova-
ného fuzniho proteinu a naslednym $té€penim proteazou, jako je faktor Xa, enterokindzou nebo
thrombinem. Hlavni nevyhodou této nepohodlné metody je skutenost, Ze vyzadUJe dva distici
kroky, které vedou k vyraznym ztratim kone&ného produktu.

Kyslik pro metabolickou energii je v bunéEném prostiedi obecné poskytovan ve formé vyuzivan,
je vétsinou volny radikal, jako je superoxid (O7), peroxid (H,O,) nebo hydroxylové radikaly
(OH"), které jsou viechny redukovény, aby po reakci vytvofily vodu (H;O). Plynny kyslik sam je
siln¢ oxidacni, ale termin ,aktivovany kyslik* je zde pouzivan ve vztahu ke kysliku a molekulam
obsahujicim kyslik, které maji vy33i oxidaéni potencial neZz atmosféricky kyslik. Nejsilngjsi
formou aktivovaného kysliku je jeho volny radikal, coZ je molekula nebo atom majici jeden nebo
vice neparovych elektroni.

Volné radikély jsou nestabilni, a pokud nejsou pod fddnou kontrolou, mohou denaturovat lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny. Z toho vyplyva, ze akoli je aktivovany kyslik, Zivotné dilezitym
prvkem, je zéroveil potencidlné zdravi $kodlivy a musi byt pod pfisnou kontrolou. Dokonce i
malad mnozstvi aktivovaného kysliku mohou vyvolat vzhledem ke své vysoké reaktivité poruchy.
Z toho diivodu nejsou organismy schopny pfezit, pokud nejsou vybaveny obrannymi mechanis-
my zamifenymi proti aktivovanému kysliku.

V bun&éném prostiedi musi byt umisténi, mnoZstvi a &as tvorby aktivovaného kysliku pfisné
vyvazeno schopnosti bunék neutralizovat nebezpeéi predstavované aktivovanym kyslikem. Tuto
schopnost typicky zabezpeduji obranné mechanismy, které vyuzivaji vlastni antioxidanty nebo
antioxidaéni enzymy. V kontextu tohoto vyndlezu je termin ,,antioxidant™ obecn& pouZivén pro
prirozené se vyskytujici latky, které maji schopnost zabranit nebo potlacit autooxidaci naptiklad
lipidd. Termin ,antioxidani enzym“ je obecné pouzivan pro enzym katalyzujici reakci, ktera
eliminuje aktivovany kyslik. Termin ,antioxidaéni ptsobeni® je sestaven na zakladé téchto
termind.
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V tad€ abnormalnich situaci dochézi ke tvorb& nadbyte&ného mnoZstvi aktivovaného kysliku.
Takovymi ptipady jsou pro &lov&ka naptiklad stresové situace, pouzivani drog, koufeni, chirur-
gické zakroky, transplantace orgénii, ischemické choroby zdivodu mozkové mrtvice nebo
infarktu myokardu. Tato vysokd mnoZstvi aktivovaného kysliku jsou vét$i, nez jaka mohou dané
kontrolni systémy zpracovat, takZe pfebytedny aktivovany kyslik mize zpisobit dal$i poskozeni
organismu vaZnym naruSenim normalnich bun&k. Vysledny tzv. oxidadni stres je odpovédny za
velké mnozstvi dalsich zdravotnich potiZi.

Jako piiklad Ize uvést arterioskler6zu. Za jednu z pti€in tohoto onemocnéni je povazovan vyskyt
lipoproteinti s nizkou hustotou, které byly oxidovany aktivovanym kyslikem [Steinbeerg, D.
(1983), Arteriosclerosis 3, 283-301]. Rovné&Z se pfedpoklada, Ze oxida&ni stres se ptimo podili na
komplikaci pfi diabetu [Kondo, M. vyd., ,,Aproaches from Modern Medicine (4) Free Radicals®,
Medical view Pub., str. 138-146].

Aktivovany kyslik se rovn&z G&astni vzniku dalsich patologickych stavii a okolnosti, jako jsou
ischemické poruchy (poruchy provazejici reperfizi, ischemicka srdedni onemocnéni, cerebro-
ischemie, ischemické enteritida, apod.), edémy, vaskularni hyperpermeabilita, zanéty, poruchy
Zaludetni sliznice, akutni pankreatitida, Crohnova nemoc, vfedova kolitida, poruchy jater,
Paraquatova nemoc, rozedma plic, chemokarcinogeneze, karcinogenni metastizy, syndrom
nedostatednosti dychaciho ustroji u dospé&lych, disseminovana intravaskulami koagulace (DIC),
Sedy zakal, predtasna retinopatie, autoimunitni onemocnéni, porfyrémie, hemolytickd onemoc-
néni, stfedomofskd anemie, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova nemoc, epilepsie, poruchy
z ultrafialového zéfeni, poruchy z ozafeni, omrzliny a popaleniny.

Jak na povrchu, tak uvnitf builky existuje n&kolik obrannych mechanismi slouZicich vyhradng
i¢elim zneskodné&ni aktivovaného kysliku vytvoteného fyziologickymi cestami.

NiZe uvedené antioxidanty a antioxidaini enzymy z vnitiniho prostfedi butiky jsou znimy pro
své schopnosti zpracovat a eliminovat aktivovany kyslik. Napfiklad v peroxisomech se vyskytuje
katalyza, kter4 redukuje a odstrafiuje peroxid vodiku. Tlutathionperoxidéza se vyskytuje v cyto-
plazm& mitochondrii. Tento enzym redukuje a detoxikuje peroxid vodiku a peroxidy lipidd
v pfitomnosti redukovaného glutathionu. Napfiklad transferin, feritin a laktoferin potladuji tvorbu
aktivovaného kysliku tim, Ze stabilizuji ionty Zeleza, zatimco cerolplazmin pisobi podobng pfi
pouZiti jontl médi. Superoxiddismutdza, kterd je rovn&Z ptitomna v cytoplazmé mitochondrii,
katalyzuje redukci superoxidii za vzniku peroxidu vodiku, ktery je dale eliminovan naptiklad
kataldzou. Déle vitaminy C a E, redukovany glutathion a n&které dalsi latky s nizko molekulovou
hmotnosti maji rovnéz schopnost redukovat a eliminovat aktivovany kyslik.

Na druhé¢ strané takové latky, jako je extracelularni superoxiddismutéza, extracelularni gluta-
thionperoxidéza a redukovany glutathion existuji v extracelularnim prostfedi a maji podobné
mechanismy piisobeni jako jejich protéjsky vyskytujici se uvnitf bungk. Aviak ve srovnani se
situaci uvnitf buiiky je podet antioxidantli a antioxida&nich enzymii vné buiiky podstatné nizsi a
pouze nékolik z nich vykazuje antioxida¢ni G&inky v extracelularnim prostiedi.

Redukovany glutathion mé vyznamnou funkci p¥i udrzovéni redukovaného stavu jak vné, tak
uvnitf buiiky. Jeho vzorec je uveden nize. Glutathion byl poprvé objeven jako latka vyskytujici se
v kvasinkdch vroce 1888 de—Ray—Pailhadem a byl po izolaci vroce 1921 pojmenovan
Hopkinsem jako glutathion.

Vzorec glutathionu:
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Glutathion se sklada ze tif aminokyselin: kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu. Thiolové skupi-
ny dvou molekul glutathionu mohou byt oxidovany za vzniku disulfidové vazby v pfitomnosti
aktivovaného kysliku, ¢imZ tento aktivovany kyslik redukuji.

Glutathion vznika pfedevs§im v jatrech a v téle cirkuluje prostfednictvim plazmy. V normalnim
organismu se glutathion vyskytuje téméf vyhradné v redukované formé. Paklize se zvysi hladina
jeho oxidované formy, znovu se vytvofi redukovana forma plsobenim glutathionreduktazy
v piitomnosti NADPH (nikotinadenindinukleotidfosfat). Tak ochrafiuje redukovany glutathion
bunééné membrany, pfed oxidadnimi poruchami prostfednictvim své redukéni funkce, ktera
redukuje aktivovany kyslik na volné radikdly. Dalsi vysledkem této antioxida¢ni vlastnosti
redukovaného glutathionu je obrana proti G&inkiim radioaktivity a jeho vyuZzitelnost jako Iéceb-
ného piipravku pii $edém zikalu. V poslednich letech bylo rovn&Zz publikovano, Ze u pacientii
s AIDS jsou zna¥né sniZzeny systémové hladiny redukovaného glutathionu, &¢imzZ se dokazuje, Ze
redukovany glutathion ma pro organismus zisadni dilezitost. Pfi nenormalnich podminkach
miZe byt viak mnoZstvi aktivovaného kysliku tak vysoké, Ze doslova veskery glutathion je
v oxodovaném stavu, takze aktivovany kyslik neni odstrafiovan tim nejrychlej§im moznym
zplisobem.

Dalsim piikladem je lidsky thioredoxim. Je to latka, ktera vyuziva svou redukéni Gcinnost
k n&kolika fyziologickym procesiim, které zprostiedkovava jak na povrchu, tak uvnitf buiiky.
Lidsky thioredoxin (rovnéz znimy jako Adult T Cell Leukemie Derived Factor, ADF) byl
klonovan jako faktor, ktery ma schopnost indukovat receptory interleukinu 2 (IL-2R) u
dospélych T bunék leukemickych buné&&nych linii. Je to reduktaza zavisla na thiolu, obsahujici ve
svych aktivnich mistech dva cysteinové zbytky a majici schopnost redukovat aktivovany kyslik a
volné radikaly.

Kromé& indukce receptord IL-2 muze lidsky thioredoxin rovn&z: podporovat bunéény rist u B
bunék kmene 3B6, které byly infikovany Epstein—-Barr virem (EBV), chrénit pfed faktorem
nadorové nekrézy (TNF) odvozeného od monocytd linie U937 a chrénit proti poskozeni
vaskularnich endothelidlnich bunék neutrofily. Dale piisobi lidsky thioredoxin v intracelularnim
prosttedim na transkripéni faktor NFkB, JUN a FOS prostfednictvim své redukéni a€innosti,
&imZz podporuje vazebnou aktivitu DNA a umoZiiuje tak zvySeni transkripni Cinnosti.
V soucasné dobé se vyviji lidsky thiredoxin jako 1é¢ebny pfipravek pro poruchy z ozareni a pfi
poruchéach provazejicich reperfiizi, revmatické artritidé a zanétech. Viem témto poruchim lze
zabranit schopnosti jeho redukéni (i¢innosti vedouci k ochran€ bunék pfed poSkozenim.

Jak bylo jiz diive zminéno, z fyziologického hlediska je nesmirng dilezité udrZovat nitrobunééné
i mimobun&&né prostfedi v redukovaném stavu eliminaci aktivovaného kysliku a volnych
radikald. Piedpoklada se, Ze existuje mnoho dosud nepopsanych antioxidantii a antioxidaCnich
enzymil jak uvnitf, tak vn& buiiky, které hraji dileZitou roli pfi odstrafiovani aktivovaného
kysliku a volnych radikali. Bylo by tedy nadmiru uzite¢né nalézt redukujici latky, které by mély
schopnost op&tovng vytvaret napiiklad redukovany glutathion. Takovy latka by mohla pomoci pfi
takovych abnormalnich stavech, jaké byly popsany vyse v tomto textu.
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Podstata vynélezu

Podstatu vynélezu tvofi polynukleotidova sekvence kddujici polypeptid, ktery obsahuje sekvenci
aminokyselin od &isla 1 do &islo 526 sekvence &. ID: 12 nebo kterd kéduje mutaci &i variantu
fe¢eného polypeptidu s predpokladem, Ze polypeptid, kédovany touto polynukleotidovou sekven-
ci je schopen redukovat dichloroindofenol a oxidovany glutathion.

Soudast podstaty vynalezu tvofi zejména sekvence, kterda ma 55% nebo vy3$8i sekven&ni
homologii se sekvenci aminokyselin &. 1 aZ 526 sekvence &. ID: 12, sekvence, ktera sdili vice nez
70% sekvenéni homologii se sekvenci aminokyselin &. 1 az 526 sekvence &. ID. 12 a zvlasts
sekvence, ktera sdili vice nez 80% sekvendni homologii se sekvenci aminokyselin &. az 526
sekvence ¢&. 12.

Vyhodnym provedenim je sekvence, jejiZ kodujici sekvence obsahuje nukleotidovou sekvenci 70
az 1647 vyznaCenou v sekvenci €. ID: 11 a sekvence, ktera koduje polypeptid majici sekvenci —
23 az 526 ze sekvence &. ID: 12 nebo jeji mutaci &i variantu.

Podstatu vynélezu tvoti také DNA, ktera hybridizuje s uvedenou polynukleotidovou sekvenci a
ve které fetézec s odpovidajicim smyslem kéduje polypeptid majici redukujici G&inek, zejména
DNA, pfi jejimZ hybridiza&nich podminkéch se pouZiva 6x SSC pii 60 az 70 °C.

Soutast feSeni tvoii také polypeptid, ktery je kédovéan uvedenou polynukleotidovou sekvenci a
ktery je uréen pro vyuZiti v profylaxi nebo 1é¢b& stavii zpiisobenych nebo souvisejicich s oxida-
tivnim stresem nebo s kterymkoliv onemocnénim zpiisobenym aktivovanym kyslikem, zvI43té
pro vyuZiti v profylaxi nebo 1é¢b¢ arteriosklerézy, diabetu nebo ischemickych poruch. Polypeptid
Je specificky uréen pro vyuziti v profylaxi nebo 16&b& arteriosklerézy, diabetu, ischemickych
poruch, edemd, vaskularni hypermeability, zan&td, poruch Zalude&ni sliznice, akutni pankreatiti-
dy, Crohnovy nemoci, viedové kolitidy, poruch jater, Paraquatovy nemoci, rozedmy plic, chemo-
karcinogeneze, karcinogennich metastiz, syndromu nedostatenosti dychaciho dstroji u
dospélych, disseminové intravaskuldrni koagulace (DIC), $edého zakalu, predéasné retinopatie,
autoimunitnich onemocnéni, porfyrémie, hemolytického onemocnéni, stfedomofské anemie,
Parkinsonovy nemoci, Alzheimerovy nemoci, epilepsie, poruch z ultrafialového zafeni, poruch
z ozéfeni, omrzlin a popalenin.

Podstatu vynélezu tvofi rovnéZ pouZiti tohoto polypeptidu pro vyrobu farmaceutického prostied-
ku a farmaceuticky prostfedek pro 1é&bu a profylaxi stavii zplisobenych nebo majicich souvislost
s oxidaénim stresem nebo jakoukoli nemoci zplsobenou aktivovanym kyslikem, a ziroveii
1é¢ebné piipravky obsahujici takovy polynukieotid.

Vynilez se dale tyka vektort, obsahujicich svrchu uvedenou polynukleotidovou sekvenci.
Podstatu vynélezu tvori také protilatky, obzvla$t& monoklonalni protilatky, a jejich ekvivalenty

proti polypeptidu. Tento vyndlez dale popisuje zpiisob vyroby takovych protilatek, hybridomy
pro jejich produkci a zpiisoby ¢&i§téni takového polypeptidu s vyuZitim téchto protilatek.

Piehled obrazki na vvkresech

Tento vynalez bude ilustrovan nasledujicimi obrazky, ve kterych:

Obr. 1 je konstrukéni diagram plazmidu pSRa31-7.

Obr. 2 je diagram zatlenéni sekvence kodujici histidinovy hexamer do pUCKM31-7.
Obr. 3 je konstrukéni diagram pMAL31-7.

Obr. 4 je graf hodnoceni redukéni G¢innosti dichlorfenol-indofenolu.

Obr. 5 uvadi stanoveni redukéni G&innosti oxidovaného glutathionu.
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Prirozené se vyskytujici redukujici polypeptid méa sekvenci uvedenou pod ¢islem ID: 12 a sklada
se z 526 aminokyselin s valinem na svém N—konci.

Pfirozend se vyskytujici DNA kédujici tento polypeptid méa sekvenci nukleotidd 70 az 1647
vyznadenou jako sekvence ID: 11.

Polypeptid podle vynalezu ma schopnost redukovat oxidovany glutathion a dichloroindofenol.
Takovyto popis tohoto peptidu je sice pfisny, aviak ponékud t&zkopadny, takZe polypeptid podle
vynalezu bude ozna&ovan jako polypeptid nebo protein KM31-7.

Protein KM31-7 mé piivod v organismu nebo je mutaci &i variantou takového proteinu, takze

vvvvv

V druhém provedeni tohoto vynélezu je za prekurzor proteinu TM31-7 pokladan polypeptid o
sekvenci —23 aZ 526 se sekvenénim &islem ID: 12. Jako takovy zahrnuje tento vynélez rovnéz
tento prekurzor a jeho mutace &i varianty zroveti se sekvenci polynukleotidii kodujici takovy
prekurzor.

Déale budou uvedeny zakladni postupy pro ziskéni exprimovaného specifického polypeptidu
z zivodisnych bunék technikami genetickych rekombinaci.

mRNA kédujici peptid KM31-7 miize byt tvofen znAmymi metodami a reverzni transkripci
pfevedena na ds—DNA. Jak zdroj piivodni mRNA mohou byt pouzity jakékoli vhodné Zivocisné
buiiky, bun&¥né linie nebo tkang, dava se viak prednost butikim bun&né linie KM-102
odvozenym od lidskych bunék kostni dfené [Haryguaya, K. a Handa, H. (1985), Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82: 3447-3480].

Pro extrakci mRNA za savéich bunék mohou byt pouzity riizné metody. Ve vétSiné pfipadd se
pouzivaji metody pouZivajici guanidinthiokyanat a horky fenol nebo metoda guanidinthiokyanét—
kyseliny chlorovodikové, ale obecné je nejvice pouzivana metoda pouZivajici guanidinthiokyanat
a chlorid cesny.

Vzhledem k tomu, e v&t§ina mRNA piitomné v cytoplazmé eukaryotickych bunék mé 3'-konci
sekvenci polyA, mize byt purifikace savéi mRNA provedena adsorpci na kolonu celulézy
obsahujici oligo(dt), ¢imZ se vyuZije tato vlastnost mRNA. Eluované mRNA mize byt dale
frakcionovéna takovymi metodami, jako je centrifugace v sacharosovém hustotnim gradientu.

Kontrola, zda takovd mRNA skute&né koduje pozadovany peptid, miZze byt provedena translaci
této mRNA ve vhodném systému, jakym je napiiklad oocyt Xenopus laevis, krali¢i retikulocyty
nebo pSeni¢né klicky.

Méfteni redukujici aktivitu exprimovaného produktu miize byt provedeno nésledujicim zpiisobem.
i) Stanoveni u&innosti redukujici dichlorindofenol

Metodika tohoto stanoveni byla popséna Beinertem, H. v ,,Methods in Enzymology“ (1962), 5,
546.

Ptipravek 50 uM dichlorindofenolu (Sigma) je nafedén 20mM fosfatovym pufrem a 0,5 M NaCl
(pH 7,8). Do kyvety (SARSTEDT, 10 x 4 x 45 mm) se napipetuje 1 ml tohoto roztoku a pfida se
vzorek na méfeni. Do kyvety se pii teploté mistnosti pfida 15 pl 1 mM NADPH (Boeringer~
Mannheim) fed&ny stejnym pufrem pro zapoceti reakce. Utinnost reduktazy pak mbze byt
stanovena absorpci oxidovaného dichloroindofenolu pfi 600 nm nebo stanovenim poklesu
absorpce NADPH pfi 340 nm.
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ii) Stanoveni G&innosti redukujici oxidovany glutathion

Metodika tohoto stanoveni byla popsana Nakajimou, T. a kol. v ,,New Basic Experimental
Methods in Bichemistry (6) — Assay Methods Using Biological Activity®, 3-34.

10 mM oxidovany glutathion (Boehringer—Manngeim) se pfipravi s 20 mM fosfatovym pufrem a
0,5 M NaCl do pH 7,8. Vzorek reduktazy se napipetuje do kyvety (10 x 4 x 4 mm), kam se dale
prevede 15 pl tohoto roztoku. Pro spusténi reakce se do kyvety dale pfi teploté mistnosti pfida
15 pl 1 mM NADPH pfipraveného ve stejném pufru. Redukéni aginnost reduktazy pak mize byt
stanoveny naslednym poklesem absorpce pfi 340 nm.

Pro odvozeni ds~-DNA od mRNA mohou byt pouZity rizné vy$e uvedené metody. Mezi tyto
metody patii metoda pouZivajici nukledzu S1, Landova metoda a metoda O. Joon Yooa, dava se
viak v tomto pfipad€ pfednost metodé Okayama—Berga [Okayama, H. a Berg. P. (1982), Mol
Cell. Bio. 2, 161-170].

Takto ziskana ds—~cDNA pak miZe byt zavedena do klonovaclho vektoru a vysledny rekom-
binantni plazmid pak mtzZe byt vnesen do Escherichia coli.

Kmen obsahuj ici pozadovanou DNA kédujl’ci dany peptid podle vynéalezu mize byt selektovan
riznymi zpilsoby. Naprlklad je-li pro prlpravu nukleotidové sondy pouZita PCR, pak vhodnou
templatovou DNA je cDNA, nebo genomova DNA.

Je mozné pouzit primarni screening, aby se sniZzil podet transformovanych kmeni, které se budou
muset testovat. Primarni screening, je moZny ztoho divodu, Ze peptid podle vynilezu je
pfibuzny s cytokiny, takZe jeho mRNA obsahuje AUUUA motiv spoleény pro mRNA cytokin(i
[Shaw, G. a Kamen, R. (1986), Cell 46: 659—667]. Proto miize byt pro primarni screening pouZita
syntetickd oligonukleotidova sonda, kterd je komplementarni k motivu AUUUA. Potom miize
byt proveden test na produkci exogenniho proteinu v savéich buitkach.

DNA kédujici dany peptid miize byt potom z vektoru vy$tépena a sekvenovana. Fragment DNA
miiZze byt pak opé&t zaveden do vhodného vektoru a pouzit pro transformaci prokaryotickych nebo
eukaryotickych hostitelskych bunék podle potieby.

Protein KM31-7 miZe byt pouzit bud’ samostatng, nebo v kombinaci s jednim nebo vice
lé¢ebnymi ptipravky jako prevence 1éEby stavii zpiisobenych nebo majicich souvislosti s oxida-
tivnim stresem &i jakoukoliv dal$i nemoci zpiisobenou aktivovanym kyslikem. Takové stavy
zahrnuji, aviak nejsou omezeny pouze na arteriosklerézu, diabetes ischemické poruchy (jako
poruchy p#i reperfuzi, ischemicka choroba srdeéni, cerebroischemie a ischemicka enteritis),
edémy, vaskulirni hyperpermeabililty, zanéty, poruchy Zaludeni mukdzy, akutni pankreatitidu,
Crohnova nemoc, viedovou kolitidu, poruchy jater, Paraquatovu nemoc, rozdmu plic, chemo-
karcinogenezi, karcinogenni metastazy, DIC, Sedy zédkal, pfed¢asnou retinopatii autoimunitni
onemocnéni, porfyremii, hemolytickd onemocnéni, sttedozemni anemii, Parkinsonovu nemoc,
Alzheimerovu nemoc, epilepsii, poruchy zpiisobené ultrafialovym zafenim, poruchy zplsobené
radioaktivitou, omrzliny a popaleniny.

Farmaceuticky prostfedek podle vynalezu obsahuje farmakologicky aktivni mnoZstvi peptidu
KM31-7 a jeho pfijatelny nosic.

Prostfedek mize byt aplikovan v rizné formé&. Orélni aplikace mize byt provedena ve formé
tablet, kapsli, granuli, prasku nebo sirupu. Parenteralni aplikace zahrnuje injekce, infuze a &ipky.
Odbornikiim budou jisté znamy dal$i vhodné zplisoby aplikace.
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V ptipadé, Ze polypeptid podle vyndlezu ma byt aplikovan injekci nebo infuzi, pak je potieba
pripravit apyrogenni pfipravek polypeptidu v 1ékafsky pfijatelném vodném roztoku polypeptidu
tak, aby vyhovoval poZadavkim na pH, izotonicitu a stabilitu, bude pfedmétem technické
expertizy odbornikii v tomto oboru.

Davkovani a forma aplikace mizZe byt odborniky snadno stanovena s pfihlédnutim na stav
pacienta, t€lesnou hmotnost, pohlavi, vék, dietu, zévaznost daldich infekei, ¢as podani a dalgi
klinicky dilezitych faktorii. Normalni oralni davka pro dospélé se bude pohybovat v rozmezi od
0,001 mg do 1000 mg denné. Toto mnozstvi mize byt podano v jediné davce nebo jako nékolik
davek v rozmezi 24 hodin. Pfi parenterdlnim podéni tohoto polypeptidu miize byt podano v jedné
podkozni, nitrosvalové nebo nitroZilni injekci 0,01 mg az 100 mg.

Pro celkovou charakterizaci proteinu KM31-7 bylo dulezité ziskat specifické protilatky proti
tomuto proteinu. Takové protilatky jsou uzitetné pii stanoveni funkei proteinu KM31-7, jeho
mnozstvi, distoty a distribuce v tkdnich.

Proto byly ziskany hybridomy produkujici protilatky proti KM31-7 technikou o€kovani labora-
tornich zvifat polypeptidem vyprodukovanym E. coli transformovanymi pMAL31-7, pfipravou
hybridomt produkujicich protilatky spole¢né s myelomovymi buitkami, screeningem a klonova-
nim takovych hybridomi. Protilatky produkované vyslednymi hybridomy mély schopnost
rozpoznat polypeptid ziskany z bezsérového supernatantu kultury COS-1 bunék transformova-
nych pSRa31-7.

Tak tento vynalez rovné€z popisuje protilatky, pfedeviim monoklonalni, nebo jejich ekvivalenty,
které specificky rozpoznavaji protein KM31-7 nebo jeho mutaci ¢i variantu.

Protilatky popsané v tomto vynalezu jsou zaméfeny proti proteinu KM31-7, jeho mutaci nebo
variant€. Je vhodné, aby tyto protilatky byly polyklonalni nebo monoklonalni, pfi¢emZ vyhod-
n&j§i jsou monoklonélni protilatky, protoZe polyklonalni protilatky jsou vétSinou spojeny
s nespecifi¢nosti. Pro jednotnost vysledki at’ jit pfi terapii, nebo pfi &isténi proteinu KM31-7
jsou vhodné&j$i monoklonalni protilatky.

Protilatky pro Gcely tohoto vynalezu mohou byt pfipraveny z kteréhokoli Zivocicha. U protilatek
vytvofenych u jinych organismi nez lidskych vSak mohou nastat problémy s antigenitou. Proto
je lépe vytvofit protilatky, které co nejvice pfipominaji lidské protilatky, ¢ehoz mize byt
dosaZzeno bud’ chemickymi, nebo genetickymi ipravami odbornikiim dostate¢né znamymi.

Tento vynélez rovnéz piedpoklada anti—idiotypové protilatky, tj. protilatky jejichZ rozpoznavaci
misto rozpoznivad vazebnd mista vySe uvedenych protilatek. Takovéto protilatky lze ziskat
aplikaci pusobenim protilatek vhodnym zvifatim. Je pochopitelné, Ze tento proces muze ucinné
pokraCovat nepfetrzité, pfitemz kazda odpovidajici generace protilatek bude bud’ plivodni, nebo
anti-idiotypova. AvSak pokud s nebude provadét selekce protilatek na spravné rozpoznévaci
misto po kazdé generaci, miize se specifi¢nost takovych protilatek postupné vytratit. Anti—
adiotypové protilatky mohou byt uzite¢né na priklad pti testu volnych protilatek proti KM31-7.

Tento vynalez zaroveii pfedpokladd tvorbu fragmentd protildtek podle vynalezu, které maji
schopnost rozpoznavat protein KM31-7, a molekul nesoucich vazebna mista pro takové proti-
latky. Takové fragmenty a molekuly jsou v tomto textu oznatovany jako ,ekvivalenty* protilatek
podle vynélezu.

Pro transformaci E. coli byl pouZit plazmid pMAL31-7. Produkt exprese byl &isté€n a pouZit
k imunizaci laboratornich zvifat. Slezinné buriky ofkovanych zvifat byly pouzity pro ptipravu
hybridomd ftzi s myelomovymi buiikami, byly ziskdny klony produkujici anti-KM31-7
monoklonélni protilatky ve vysokém mnozZstvi a o dobré stabilité (tento klon byl pojmenovan
MKM150-2 a uloZen v Fermentation Research Instituce of the Agency of Industrial Science and
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Technology, Japonsko, pod registraénim &islem FERM BP-5086). Kultura tohoto klonu
poskytuje ze svého supernatantu monoklonalni protilatky proti KM31-7.

Vysledné monoklonélni protilitky proti KM31-7 reaguji imunochemicky s fliznim proteinem
ziskanym zavedenim expresivniho vektoru pMAL31-7 do E. coli. Tyto protilatky zéroveii
imunochemicky reaguji s proteinem KM31-7 ziskanym ze supernatantu kultury sav&ich bunék
transformovanzch cDNA kédujici KM31-7.

Pti pfipravé monoklonalnich protilatek je nutné dodrzovat dale uvedené postupy, které se skladaji

z

(a) ¢isténi biopolymeru, ktery ma byt pouZit jako antigen,

(b) imunizace mys$i injekcemi antigenu a ve vhodné chvili pfipravy bunék produkujicich
protilatky ze sleziny pomoci krevnich vzorki a jejich test,

(c) ptipravy myelomovych bunék,

(d) faze slezinnych a myelomovych bunék,

(e) selekce skupin hybridomit produkujicich poZadované protilatky,

(f) pripravy jednotlivych klond,

(g) velkoobjemové kultivace hybridomii pro pfipravu monoklonalnich protilatek nebo podle
potfeby pé&stovani mysi infikovanych hybridomy,

(h) testovani fyziologické aktivity nebo vlastnosti vysledné monoklonalni protilitky oznadenim
reaktantu.

Déle bude popsédna piipravy monoklonalnich protilatek anti-KM31-7 sodkazem na vyse
uvedené metody. Je zfejmé, Ze neni nutné piesné dodrZovat nasleduji popisy a Ze je mozné pouZit
jakoukoli vhodnou metodu. Pro pfipravu protilatek je napriklad mozné pouzit jiné butiky nez
slezinné a myelomové stejné tak, jako je moZné pouzit slezinné nebo myelomové buiiky jinych
Zivotichi. Nasledujici postup piedstavuje v soutasné dob& nejpouzivangj$i metodu pfipravy
monoklonalnich protilatek proti KM31-7.

(a) Purifikace antigenu

Fazni protein ziskany expresi pMAL31-7 v E. coli a jeho purifikaci je G€innym antigenem.
Kultura E. coli TB-1 transformovand pMAL31-7 byla indukovéna izopropyl-p—d-thiogalakto-
pyronosidem (IPTG). Exprimovany fuzni protein byl &istén afinitni chromatografii s pouZitim
kolony samylosou (New England BioLabs). Protein KM31-7 &istény z bezsérového super-
natantu kultury COS~1 bunék transformovanych pSRa31-7 je rovnéz i¢innym antigenem.

(b) Priprava bunék produkujicich protilatky

Cistény fazni protein ziskany podle bodu (a) se smisi s kompletnim nebo nekompletnim Freudo-
vym adjuvans nebo s latkou jakou je pota$ a vyslednou vakcinou jsou imunizovéna laboratorni
zvifata. Nejpouzivané€j$imi laboratornimi zvifaty jsou mySi BALB/c, protoZze vétSina pouZitel-
nych myolomil ziskanych z my$i byla odvozena pravé od kmene BALB/c a navic byl tento kmen
my3i dopodrobna prostudovan. Dalsi vyhodou pfipadu, kdy jsou myelomy i buiiky produkujici
protilatky ziskany z BALB/c mysi, je, Ze takto ziskané hybridomy mohou byt péstovany v bfi¥ni
dutiné mys$i BALB/c. Tim poskytuje pouziti my$i kmene BALB/c vyhody prfedstavované
snadnym ziskanim monoklonalnich protilatek zascitu bez nutnosti vyuZivat sloZité postupy.
Tento vynalez se nicméné neomezuje pouze na pouziti mySi BABL/c.

Antigen mize byt aplikovan v jakékoli vhodné formé& jakou je tfeba podkozni injekce, intra-
peritonedlni injekce, nitrozilni, nitrosvalové injekce nebo nitrokozni injekce. Prednost se dava
podkoznim nebo intraperitonealnim injekcim.
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Imunizace miZe byt provedena jednou nebo pfi vice pfileZitostech ve vhodnych intervalech.
Nejvhodngj$im reZimem je ofkovani a nésledné pfeotkovani jednou nebo vickrét v intervalech
od 1 do 5 tydni. Uinnost tohoto postupu miZe byt zvydena, je-li pravidelné testovan titr
pouzitého antigenu v séru imunizovanych zvifat a zvifata s dostatetn& vysokym titrem protilatek
jsou pak pouzita pro ziskani bun&k produkujici protilatky. Buiiky produkujici protilatky pro
naslednou fiizi jsou ze zvifat izolovany pfevaZné 3 az 5 dnit po oCkovani.

Zplsoby testovani titru protilatek zahrnuji napfiklad rizné znamé techniky, jako je RIA
(radioizotopova imunolegicka zkouska), ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), techni-

ky fluorescendnich protiltek a pasivni hemaglutinace, ale nejvyhodnéjsimi technikami pro svoji
citlivost, rychlost, pfesnost a moznost automatizace jsou RIA a ELISA.

Déle bude uveden popis vhodného ELISA testu. Antigen se adsorbuje na pevnou fazi. Povrch
pevné fize je pak vysycen proteinem nepfibuznym s danym antigenem, jako je napiiklad hovézi
sérumalbumin (BSA), aby se blokovaly veskeré povrchové oblasti, na kterych neni adsorbovan
antigen. Pevna faze je pak omyta a vystavena postupné fedénému vzorku primami protilatky
(napf. my$imu séru). Veskeré protilatky proti KM31-7 ve vzorku se vaZou s antigenem. Po omyti
jsou pridany anti-my3i protilatky ve vazb& s enzymem, aby se mohly navazat na vizané mysi
protilatky. Po omyti je pfidan substrat enzymu a titr protilatek pak miize byt spoitan méfenim
takovych parametri, jako je zména barvy zplisobena rozkladem substratu.

(c) Priprava myelomovych bun¢k

Jako zdroj myelomovych bungk jsou pfedeviim pouZiviny zavedené linie my3ich bun&k.
Vhodnymi ptiklady takovychto linii jsou tfeba myelomové bunééné linie P3-X63 Ag8-U1 (P3-
U1) odvozené piivodn& od mysi BABL/c rezistentnich proti 8-azaguaninu [Current Topics in
Microbiology and Immunology, 81, 1-7 (1978)], P3-NSI/I-Ag4.1 (NS-1) [European J.
Immunology, 6: 511-519 (1976)], SP2/0-Ag14 (SP-2) [Nature, 276: 269-279 (1978)], PS-X63~
AG8.653 (653) [J. Immunology, 123: 1548-1550 (1979)] a PS-X63-AG8 (X63) [Nature 256,
495-497 (1975)]. Tyto bun&né linie mohou byt kultivovany ve vhodném médiu, jakym je
naptiklad 8-azeguaninové médium (médium RPMI-1640 obsahujici 8-azeguanin, 1,5mM
glutamin, 5x10° M 2-merkaptoethanol, 10 ug/ml gentamycin a 10 % fetalni teleci sérum),
médium IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) nebo médiu DMEM (Dulbecco’s
Modified Engle’'s Medium. Poget bunék se ke dni fize zvysi na nejméné 2x10” predkultivaci
v b&zném médiu zndmém jako kompletni GIT [5,5 ml MEM roztoku neesencidlnich amino-
kyselin (NEAA, Gibco), 27,5 ml NCTC109 (Gibco), 6 ml roztoku penicilin—Streptomycin
(Sigma) a 11 ml 200 mM roztoku glutaminu (Sigma) v 500 ml média GIT (Wako Pure Chemical
Industry)] 3 az 4 dny pied fazi buné€k.

(d) Fuaze bunék

Buiiky produkujici protilatky jsou plazmatické buriky a jejich prekurzory jsou lymfocyty. Mohou
byt ziskany z vhodnych mist jednotlivych zvifat, jako je slezina, lymfatické uzliny, periferni krev
nebo z jakékoli vhodné kombinace t&chto organti. Nejpouzivangjsimi jsou v3ak slezinné buriky.

Buiiky produkujici protilatky jsou sklizeny 3 aZ 5 dni po posledni imunizaci od mys3i, které maji
alespoil zde popsany titr. Vysledné buiiky produkujici protilatky jsou pak fazovany s myelomo-
vymi buitkami ziskanymi podle c). V soudasnosti je nejvice pouzivan postup fiize slezinnych
bunék s myelomovymi buikami pfi pouZiti ethylenglykolu vzhledem k nizké hladiné bun&né
toxicity a snadné manipulaci s témito slozkami. Tento postup se provadi nasledujicim zpisobem:

Slezinné butiky a myelomové buiiky se diikladn& promyji médiem nebo fyziologickym roztokem
s fosfatovym pufrem (PBS) a smichaji tak, aby se pomér mezi slezinnymi buiikami a myelomo-
vymi buiikami pohyboval pfiblizn& mezi 5 aZ 10:1. Pak se tato smés centrifuguje. Odstrani se
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supernatant a usazenina bun&k se rozrui a za stalého michéni se p¥idé roztok polyethylenglykolu
(PEG, molekulov4 hmotnost od 1000 do 4000). Po nékolika minutach se buiiky opét centrifugu;i.
Supernatant se opét odstrani a usazené buiiky jsou resuspendovany ve vhodném mnoZstvi
kompletniho GIT obsahujiciho 5 aZ 10 ng/ml mysiho IL—6, 10°® az 10 M hypoxantin, 10® az 10"
M aminopterin a 10 az 10™* M thymidin).

(e) Selekce skupin hybridomt

Kultivaéni plotna je inkubovéna v inkubatoru s CO, atmosférou pii 30 az 40 °C po dobu 10 az
14 dnii. B&hem této doby se pridava kazdy 1. az 3. den &erstvé HAT médium v mnoZstvi
odpovidajicim poloviné ptivodniho objemu.

Myelomové buiiky prochédzeji z bun&né linie rezistentni proti 8—azaguaninu a jako myelomové
buiiky, tak hybridomy sloZené pouze z myelomovych bun&€k nemohou prezivat v médiu HAT.
Av3ak hybridomy obsahujici ¢ast bunék produkujicich protilatky a hybridomy sloZzené z myelo-
movych bunék a bun&k produkujicich protilatky mohou vtomto médiu prezit. Hybridomy
sloZené pouze z bunék produkujicich protilatek nejsou schopny Zivota, takZe potfebné hybridomy
obsahujici buriky produkujici protilatky a myelomové buiiky mohou byt timto zptisobem snadno
selektovany.

HAT médium je nahrazeno HT médiem (ve kterém je vynechan aminopterin) v té€chto
komtirkach, ve kterych byl pozorovan riist kolonii. Cast supernatantu z kultury je odebrina a
testovana na pkitomnost protilatek proti KM31-7 naptiklad pomoci ELISA testi.

Vyse uvedeny postup pouZivd buiiky z bun&né linie rezistentni proti 8-azaguaninu, aviak
mohou byt pouZity i jiné bunééné linie za predpokladu, Ze umoZiiuji selekci hybridomu. Slozeni
média se v t&chto ptipadech samoziejmé rovnéz zméni.

(f) Klonovani

Hybridomy podle (e), u kterych byla stanovena produkce specifickych protilatek proti KM31-7,
jsou pfeneseny na novou kultivaéni plotnu. Mohou byt pouzZity rizné klonovaci metody, jako je
ockovéni, (kde jsou hybridomy podrobeny analyze omezeného fedéni, tak aby kazda komiirka
obsahovala pouze jeden hybridom), metoda mé&kkého agaru, (kde jsou naofkované kolonie
pfeneseny do mékkého agarového média), ofkovaci metoda, (kde jsou jednotlivd buiiky
pfemistény pomoci mikromanipulatoru), a tfidici klonovaci metoda, (ve které jsou jednotlivé
buitky oddélovany bunéénym tfidicem). Analyza omezeného fedéni se vzhledem ke své jedno-
duchosti pouziva nejéastéji.

Klonovani pomoci omezeného fedéni se opakuje 2x aZ 4x u téch komiirek, ve kterych je
opakované pozorovan titr protilatek. Klon soustavné vykazuji tvorbu protilatek proti KM31-7 je
pak vybran jako hybridom volby.

(g) Priprava monoklonalnich protilatek kulturou hybridomu

Hybridom vybrany podle (f) je pak kultivovan v b&Zzném médiu. Velkoobjemova kultivace se pak
provadi za rotace kultury bud’ ve velkoobjemovych lahvich, nebo v michaéce. Monoklonalni
protilatky proti KM31-7 se mohou ziskat ze supernatantu z kultury filtraci na gelu a pak
odebranim a ¢isténim frakce IgG. Hybridomy mohou byt navic péstovany v bfidni duting stejného
kmene myS$i (napf. vy$e uvedené mySi BALB/c) nebo naptiklad mySi Nu/Nu. Jednoduchou
metodou pfipravy monoklonalnich protilatek je pouZiti soupravy na pfipravu monoklonélnich
protilatek (napt. MAbTrap GII z Pharmacia).

-10 -
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(h) Identifikace monoklondlni protilatky

Identifikace izotypu a podtfidy monoklondlni protilatky ziskané podle (g) miiZze byt provedeno
nésledujicim zplisobem. Priklady identifikace monoklonélnich protilatek zahrnuji Ouchterlonyho
metodu, ELISA test a RIA test. A¢koli je Ouchterlonyho metoda velice jednoduchd, ma jednu
nevyhodu, a tou je nutnost zahu3tdni monoklonalni protilatky v piipadé jeji pfili$ nizké
koncentrace.

At uZ je pouzit test ELISA nebo RIA, miize byt v oboru pfipadech suspernatant pfimo vystaven
pevné fazi, na kterou byl adsorbovan antigen. P¥i uréovéni typu podttidy protilatky mohou byt
pouzity sekundarni protilatky specifické pro kazdy typ podtfidy IgG. Miize se rovnéz pouZit
souprava izotypt (naptiklad izotypova souprava myS$ich monoklonalnich protilatek od firmy
Amersham). MnoZstvi proteinu miize byt stanoveno metodou Flin—Lowryho nebo méfeni
absorbance pii 280 nm [1,4 (ODas) = 1 mg/ml imunoglobulinu].

V nasledujicich ptikladech byla monoklonélni protilatka ziskand zhybridomii oznaCenych
MKM150-2 definovéna jako izotyp tfidy IgG jako pfislusnik podttidy IgG1.

Monoklonalni protilatka ziskana podle vynalezu ma vysokou specifi¢nost pro protein KM31-7.
Tuto monoklonalni protilatku lze navic ziskdvat dlouhodobé a ve vhodném mnoZstvi pomoci
kultivace vySe zmin&nych hybridomi. Tato monoklonalni protilatka miZe byt pouZita pro izolaci
a &i$téni proteinu KM31-7 a tato izolace a purifikace proteinu KM31-7 uvedenou monoklonalni
protilatkou pomoci imunoprecipitace s pouZitim antigen—protilatka tvoti soutast tohoto vynalezu.

Tento vyndlez bude déle doplnén nasledujicimi piiklady. Vedkeré roztoky jsou vhodné,
ptipravené z deionizované vody a tam, kde jsou uvedena mnoizstvi v %, jednd se o objemova
procenta, pokud neni uvedeno jinak. Pokud nejsou metody uréeny jinak, jedné se o metody, které
lze nalézt v ,Molecular Cloning — A Laboratory Manual“ [druhé vydani, Sambrook, J., Fritsch,
E. F., a Maniatis, T. (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press]. Metody pfipravy roztoki a
ostatnich médii, které nejsou specifikovany pfimo u jednotlivych pfikladi, jsou uvedeny v dal3i
&asti tohoto testu pod hlavi¢kou ,,Pouzité chemikalie a roztoky*.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Extrakce poly(A) +/— RNA z bunék KM-102

Buitky KM-102 byly pé&stovany v 36 plastikovych kultivaénich miskich o priméru 15cm
v upraveném Iscovo minimalnim zékladni médiu (Boeringer Mannheim) obsahujicim 10 %
fetalniho hovéziho séra. Po narlistu bungk do zdkalu byl pfiddn forbolmyristylacetit (PMA) a
ionofor vapniku A23187 (Sigma) do kone&né koncentrace 10 ng/ml a 0,2 uM. Kultivace pokra-
&ovala pti 37 °C. Po 3, 6 a 14 hodinach bylo sklizeno 12 misek, obsah kazdé misky byl oddélené
rozpustén v roztoku guanidinthiokyanétu a byla odebrana kapalna faze.

Izolace poly(A) 'RNA byla provedena v podstaté podle postupu z ,Molecular Cloning — A
Laboratory Manual“ [Maniatis, T., a kol. (1982): 196-198]. Nasleduje podrobny popis tohoto
postupu.

Kazd4 odebrana kapaln4 faze byla zpracovéna nasledujicim zpiisobem. Tekutina byla opakované

natazena a vypusténa z 10 ml injek&ni stfikacky s jehlou 21G. Byly pfidany 3 ml roztoku 5,7 M
CsCl - 0,1 M EDTA (pH 7,5). Smés byla centrifugovana v kyvetach Polyaromar v centrifuze
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RPS 40-T (Hitachi Koki). Pfipravek bung&k byl poté navrstven na roztok v kyvetach az do jejich
Gplného naplnéni.

Po centrifugaci pfi 30 000 ot/min. po dobu 18 h pfi teplotd 20 °C byla vznikld usazenina
resuspendovana v 400 pl destilované vody a vysraZena etanolem. Vysledna peleta byla rozpus-
té€na ve 400 pl destilované vody a za stalého michani bylo pfidano stejné mnoZstvi smési chloro-
form/1-butanol (4:1 v/v). Vodna vrstva byla oddé&lena centrifugaci. Poté bylo opét provedeno
sraZeni ethanolem a peleta byla rozpusténa v 600 pl destilované vody, éimz byla ziskdna cela
RNA. Z kazdého vzorku odebraného po 3, 6 a 14 hodinich a stimulovaného PMA/A 23187 bylo
ziskdno kolem 4,5 mg celkové RNA.

Déle bylo odebrano 600 pg od kazdého ze 3 typii celkové RNA ziskanych vy3e uvedenych
postupem a poly(A) "RNA byla &i$téna chromatografii na sloupci oligo(dT) celulézy.

Celkovd RNA byla rozpusténa v adsorpénim pufru a inkubovéna pf#i 65 °C po dobu 5 minut.
Vysledny roztok byl aplikovan na sloupec oligo(dT) celulézy (Pharmacia, typ 7) v adsorp&nim
pufru a eluovén elu¢nim roztokem. Timto postupem bylo ziskéano 100 pg poly(A) "RNA.

Priklad 2

Priprava cDNA knihovny
¢DNA knihovna byla pfipravena metodou Okayama-Berga.

Pro reakei bylo pouzito 5 pg poly(A)'RNA a 24 jednotek reverzni transkriptizy (Seikagaku
Corp.). Reakce probihala pii 42 °C po dobu 1 hodiny ve 20 pl reakénich roztoku reverzni
transkriptazy.

Reakce byla zastavena piidanim 2 ul 0,25M EDTA a 1pl 10% SDS. Roztok byl poté
deproteionizovan 20 pl smési fenol/chloroform (1:1 v/v). Proteinova frakce byla odstranéna
centrifugaci a k supernatantu bylo pfidano 20 ul 4 M octanu amonného a 80 pl ethanolu. Smés
byla ponechana v teplot¢ —70 °C po dobu 15 minut. Po této dob& byla sraZenina oddélena
centrifugaci, promyta 70% alkoholem a vysuSena za sniZeného tlaku.

VysuSena srazenina byla rozpusténa v 15 pl reakéniho roztoku termindlni transferdzy a zahtivana
na 37 °C po dobu 3 minut. Pak bylo k reakéni smési pfiddno 18 jednotek terminaini deoxy-
nukleotidyltransferazy (Pharmacia). Reakce probihala 5 minut. Poté byla ukoné&ena pfidavkem
1 u1 0,25 EDTA a 0,5 ml 10% SDS a roztok byl deproteinizovan fenol/chromoformem (podle
postupu uvedeného vyse). Proteinova frakce byla odstranéna centrifugaci. Supernatant byl odeb-
ran a diikladné promichéan s 15 pl 4 M octanu amonného a 60 pl ethanolu. Smés byla chlazena v
—70°C po dobu 15 minut a srazenina byla oddélena centrifugaci.

Vysledna usazenina byla rozpusténa v 10 pl pufru pro restrikéni enzym a k roztoku byly ptidany
2,5 jednotek restrikéniho enzymu HindIll. Uéinného tépeni bylo dosaZeno inkubaci smési v
37 °C po dobu 1 hodiny.

Reakéni roztok byl poté deproteinizovan fenol/chloroformem a sraZenim ethanolem. Supernatant
byl ponechén v teplot€ —70 °C po dobu 15 minut. Vysledna sraZenina byla oddélena centrifugaci
a rozpusténa v 10 pl TE pufru [10 mM Tris-HCI (pH 7,5) a 1 mM EDTA]. 1 ul vysledné smési
byl doplnén do objemu 10 pl reakénim roztokem obsahujicim 10 mM Tris—HCI (pH 7,5), 1 mM
EDTA, 100 mM NaCl a 10 ng spojovaci DNA zakon&enou oligo(dG) [spojovnik 3'~oligo(dG)
pL—1 HindIll, Pharmacia]. Smés byla inkubovana po dobu 5 minut v 65 °C a poté 30 minut ve
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42 °C. Reakéni smés byla zchlazena smési vody a ledu. Poté bylo ptiddno 10 pul 10x liga&niho
pufru, 78 pl destilované vody a 8 jednotek T4 DNA ligizy. Reakéni roztok byl ponechan pies
noc v teploté 12 °C.

Nasledujici den bylo k reakéni smési pfidano 10 pl 1 M KCl, 1 jednotka ribonukleazy H a
33 jednotek DNA polymerazy I, 4 jednotky T4 DNA ligazy, 0,5 pl roztoku dNTP (20 mM dATP,
20 mM dCTP, 20 mM dGTP) a 0,1 pl 50 pl/ml hov&ziho sérového albuminu (BSA) a vysledna
smés byla zahtivana pti teplot& 12 °C 1 hodinu a dal3i hodinu pti teploté 25 °C. Po této dobé€ byl
reakéni roztok 5x ziedén destilovanou vodou a okamZité pouZit pro transformaci E. coli HDSa
s pouzitim Hanahanovy metody [Hanahan, D. (1983), J. Mol. Biol. 166: 557-580], &imz byla
pfipravena cDNA knihovna bun¢ék KM-102.

Piiklad 3
Priprava oligonukleotidové sondy

Na zakladé sekvence AUUUA na nepfenaené 3’ oblasti mRNA cytokini byl chemicky
syntetizovan oligonukleotid S'~TAAATAAATAAATAA-3' (sekventni €. ID:13) skladajici se z
15 bazi a oznateny ATT-3. Syntéza byla provedena s pouZitim automatického syntetizatoru
380 B (Perkin—Elmer Japan Applied Biosystem) podle niavodu dodavatele. PouZzitou metodou
byla metoda fosfoamiditova podle Carutherse a kol. 103, 3185-3191)]. Po syntéze 15-mer byly
nukleotidy oddé&leny od nosite a byly odstran&ny ochranné skupiny. Vysledny roztok oligo-
nukleotidi byl lyofilizovan, byl vytvofen prasek, ktery byl pak rozpustén v destilované vodé a
skladovén pfi teploté ~20 °C aZ do chvile pouZiti.

Ptiklad 4
Screening cDNA knihovna

6500 kolonii vytvotenych z cDNA knihovny pFipravené v pfikladu 2 bylo fixovano na nitro-
celulézovy film podle metody popsané Grunsteinem a Hognessem [Grunstein, M. a Hogness, D.
S. (1975) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72: 3961-3965]. Sonda ATT-3 pfipravena podle pfikladu 3
byl na 5'-konci oznatena *’P standardnim postupem (viz ,Molecular Cloning — A laboratory“), a
ozna&ena sonda byla pouZita pro hybridizaci kolonii.

Predbéna hybridizace byla provedena pfi 37 °C po dobu 3 hodin v nésledujicim prostfedi: 6x
SSC, 1x Denhardtiv roztok, 0,25% SDS, 0,5% pyrofosfat sodny a 100 pug/ml denaturované DNA
lososiho spermatu. Hybridizace probihala p¥es noc pfi 31 °C v nésledujicim prostfedi: 6x SSC, 1x
Denhardttiv roztok, 17 mg/ml tRNA kvasinek a 0,05% pyrofosfat sodnym obsahujici ATTT-3
sondu znacenou 32P

Nasledujici den byl nitrocelulézovy filtr 2 hodiny omyvan roztokem 6x SSC obsahujicim 0,05%
pyrofosfat sodny pti laboratorni teplot€.

Plazmidova DNA byla extrahovéna z pozitivnich klonii nasledujicim zpisobem. Nahodn& bylo
vybréano nékolik kloni a dideoxy metodou byly ureny diléi sekvence cDNA. Tyto dil¢i sekvence
byly testovany na homologii nukleotidovych sekvenci se sekvencemi registrovanymi v EMBL
nebo GenBank databézi pres poéitad a bylo stanoveno, Ze nékteré z téchto dil¢ich sekvenci klont
detekovanych pomoci ATT-3 mé&lo homologni &asti s &astmi Alu repetice [Schmid, C. W. a
Jelinek, W. R. (1982) Science 216, 1065-1070)].
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Fragmenty DNA obsahujici sekvenci Slu repetice byly pfipraveny z lidské genomové DNA a
oznatené P standardnim postupem. Tato znaend DNA byla pouzita jako sonda v hybridizaci
kolonii s pouzitim 33 klonii definovanych vySe a ukazalo se, Ze 12 z t&chto klonii obsahovalo tuto
Alu repetici. Byla stanovena délka inzertu cDNA kaZzdého ze zbyvajicich klond. Tato délka byla
rizna a pohybovala se v rozsahu 50 az 3 600 bazi.

Na inzertech cDNA ze zbyvajicich 21 klond bylo provedeno mapovani restrik&nimi enzymy a
byly stanoveny dil¢i nukleotidové sekvence stejnym zpiisobem jako bylo uvedeno vyse. Tyto
dil¥i sekvence pak byly testovany ohledn& homolognich oblasti s nukleotidovymi sekvencemi
registrovanymi v EMBL nebo GenBank databdzi pomoci pogitate a byly vybrany klony
obsahujici nové sekvence.

Priklad 5
Nothern hybridizace klonu €. 31

Jeden z klond, klon &. 31 (oznageny pcD-31) mél cDNA inzert kolem 560 bp. Z tohoto cDNA
inzertu z pcD-31 byl ziskén fragment (292 bp) a byl oznaten *’P pro pouziti v Northern blotu
jako sonda s pouZitim poly(A) "RNA pripravené z bunék KM-102 podle postupu jako v ptikladu
1. Tato hybridizace byla pouzita pro stanoveni délky pfirozen& se vyskytujici mRNA, kterd
odpovida inzertu pCD-31.

Postup pti Northern hybridizaci byl nasledujici. Z KM-102 bun&k bylo pfipraveno 5,5 mg
poly(A)'RNA a inkubovano pfi 50 °C 1 hodinu ve smé&si 1 mg glyoxalu, 50% dimetylsufoxidu
(DMAO) a 0,01 M hydrogenfosfitu sodného (pH 7,0). Na konci této doby byly k inkuba&ni
smé&si piidany 4 pl elektroforetického barviva a smé&s byla pak rozdélena elektroforézou na 1%
agarézovém gelu v 1x TAE:

Po elektroforéze byla RNA z agar6zového gelu pfes noc pfevedena na mylonovou membranu
(BiRad, Zeta—Probe) pii pouziti 20x SSC pomoci metody kapilarniho pfenosu (viz ,,Molecular
Cloning — A Larobratory Manual*). Po pfenosu byl filtr opatrné omyt 2x SSC, ususen vzduchem
a pak dodate¢né& susen pti 80 °C 2 hodiny, aby se fixovala mRNA.

Fragment PstI-AaTI z pcD-31 byl zna&en *2P s pouzitim DNA znagiciho systému Multiprime
(Amersham).

Ptedb&Zzna hybridizace byla provadéna na filtru po dobu 3 hodin pfi 37 °C v roztoku obsahujicim
5x SSCP, 2,5x Denhardtiv roztok, 50% formamid, 10 mM hydrogenfosféat sodny (pH 7,0), 0,5%
SDS a 100 pg/ml denaturované DNA lososiho spermatu. Nasledujici den byl filtr nejdiive
omyvan 1 hodinu pfi 37 °C roztokem obsahujicim 50% formamid, 5x SSC a 0,1% SDS, a pak 2
hodiny omyvan pfi téze teploté roztokem obsahujicim 40% formamid, 5x SSC a 0,1 % SDS.
Nakonec byl filtr omyvan pfi laboratorni teploté po dobu 15 minut roztokem 2x SSC. Nésledn4
autoradiografie ukdzala, Ze inzert cDNA klonu pcD-31 zde neni v celé délce a Ze kompletni
délka odpovidajici mRNA je 3,9 kg (stanovena z kalibragni kiivky zaloZené na molekulové
hmotnosti markert).

Priklad 6
Priprava Cerstvé knihovny pro screening cDNA klonu pcD-31

Cerstva knihovna byla pfipravena s pouzitim systémd cDNA Synthesis Systém Plus a cDNA
Cloning Systém (Agt10, adapterova metoda, dodavané Amershamem).
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Do reakee bylo vloZeno 5 pg poly(A) RNA extrahované z bungék KM-102 (podle postupu jako
v ptikladu 1) a 100 jednotek reverzni transkriptazy. Reakce probihala pfi teploté 42 °C 40 minut
v 50 pl reakéniho roztoku reverzni transkriptazy. Po této dobé bylo k reakénimu roztoku pfidano
20 pCi [a-32P]dCTP, 93,5 pul pufru druhého Fetdzce, 4 jednotky ribonukledzy H a 115 jednotek
DNA polymerézy I (viechny roztoky dodavény v soupravé). Smés pak byla inkubovéna pfi 22 °C
1 hodinu a nakonec zahiivana na 70 °C po dobu 10 minut. Po této tepelné reakci bylo k reak&ni
smési pfidano 10 jednotek T4 DNA polymerazy (doddvané v souprav€) a reakce dale probihala
dalgich 10 minut pti 37 °C.

Reakéni smés pak byla zbavena proteinii fenol—chloroformovou deproteinizaci. Reakéni roztok
byl centrifugovéan, odebran supernatant a smichan s 250 ul 4 M octanu sodného a 1 ml ethanolu.
Smés byla ponechana pres noc v teplot& —20 °C, sraZenina byla oddélena centrifugaci. Vysledna
usazenina byla rozpusténa v 30 pl sterilni vody. Z vysledného roztoku bylo odebrano 10 ul a
ptidéno ke smési 2 p pufru pro ligdzukinazu, 250 pM EcoRI adaptéru a 5 jednotek T4 DNA
ligzy (v3e dodavéno v soupravé) a vysledna smés byla inkubovéna pfes noc pfi 15 °C.

Cely reakéni roztok byl pak aplikovan na frakciona&ni kolonu, aby byl odstranén EcoRI adapter.
Reakéni roztok byl pak rozdélen na alikvotni objemy po 120 p! a kazdy podil byl smichén s
200 pl 0,25x TE pufru. Byly shromézd&ny frakce od &. 10. do 17., koncentrovany butanolem na
celkovy objem 120 pl.

Cely koncentrovany ptipravek pak byl smichén s 55 pl sterilni vody, 20 pl pufru ligaza/kinaza a
40 jednotek T4 polynukleotidkinazy (vie dodavano v soupravé) a vysledn smés byla inkubovana
30 minut pii 37°C. Poté byla reakéni smé&s tfikrat deproteinizovana fenolchlorformovou
metodou, sraZena ethanolem a ponechéna pres noc pfi teploté —20 °C. Vysledna sraZenina byla
oddg&lena centrifugaci a rozpusténa v 10 pl sterilni vody, ¢imz vznikl vzorek cDNA.

Ke kazdému vzorku ¢cDNA o objemu 2 pl byl pfidan 1pg EcoRI ramene Agti0, 1 ml
ligza/kinaza pufru a 2,5 jednotek T4 DNA ligazy (v8e poskytovano v souprave) a pak nésledo-
vala inkubace p¥es noc pti 15 °C. Vzorek obsahujici 4 ul cDNA byl pfipraven stejnym zpisobem.
Kazdy vzorek byl pak dale zpracovan nasledovné. VeSkery vznikly reakéni roztok byl nejdfive
ptidan k 10 ml extraktu A (poskytovaného v soupravé) a takto vznikla smés pak byla ptidana k
15 pl extraktu B (poskytovaného v souprav&). Vysledna smés byla 20 minut inkubovana v 20 °C,
aby mohla prob&hnout reakce baleni in vitro.

Po této dobé bylo k reakénimu roztoku ptidano 470 pl SM pufru a pak byla smés uskladn€na pfi
4°C. Kmen E. coli NM514 byl po reakci s 10 mM MgSO, infikovén skladovanym roztokem
&imz vznikla Agt10 knihovna cDNA KM-102.

Ptiklad 7

Screening cDNA knihovny

Z kombinovanych cDNA knihoven pfipravenych podle piikladu 6 bylo ziskino 2 x 10° plaka,
které byly nasledng fixovany na nylonové filtry (Hybond N, Amersham) nasledujicim zpisobem.

Infikované E. coli pripravené podle ptikladu 6 byly kultivovany na 9 cm miskach obsahujicich
pevné LB médium tak, aby se na kazdé misce vytvofilo mezi 1 a2 x 10* plaky.

Priklad 8

Priprava nukleotidové sondy a hybridizace
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Sondy znatené *?P byly vytvofeny z pcD-31 (ziskaného podle pfikladu 4) oznadenim fragmenti
Pstl-Aatl a EcoT221-Aatl (223 bp) zpcD-31 pomoci systému Multiprime DNA labeling
systém. Byla provedena hybridizace plakii na filtrech ziskanych podle ptikladu 7 pfi pouZiti
uvedenych sond.

Prehybridizace byla provedena umist&nim t&chto filtri do reakéniho roztoku obsahujiciho sondy
znatené P a pripravované podle vyse uvedeného postupu, 50% formamid, 5x SSCP, Ix
Danhardtiv roztok, 0,01 M hydrogenfosfatu sodného (pH 7,0), 0,1% SDS a 100 pg/ml denaturo-
vané DNA z lososiho spermatu. Inkubace probihala pies noc pti 37 °C.

Nasledujici den byl filtr nejdfive omyvan 3 hodiny p#i laboratorni teploté roztokem obsahujicim
50 % formamid, 5x SSC a 0,1% SDS, a pak 5 minut promyvén pti laboratorni teplots 2x SSC.
Autoradiografie ukézala 80 pozitivnich kloni ziskanych timto prvnim screeningem.

S pouZitim klond, které byly opakovang identifikovany jako pozitivni, byly opakovany postupy
pfikladu 7 a 8 jesté tfikrat (Stverny screening) a na konci bylo uréeno celkem 17 pozitivnich
klonii. Z kazdého zt&chto 17 klonti byla izolovdna ¢cDNA a pomoci EcoRI byly vyitépeny
inzerty. Délka kaZdého cDNA inzertu byla ovéfena elektroforézou na agarosovém gelu a byl
izolovéan klon 31-7, ktery mé&l cDNA inzert o délce 3,9 kbp odpovidajici celkové délce plvodni
mRNA.

P¥iklad 9
Restrikéni mapovani klonu ¢&. 31-7

Klon &. 31-7 byl §tépen EcoRlI, aby byl izolovan a &i$tén fragment o 3,9 kb obsahujici cDNA
inzert. Tento fragment byl pak vloZen do pUC18 pomoci T4 DNA ligdzy. E. coli DH5a byly
transformovany timto novym plazmidem. Transformované buiiky byly podrobeny selekci podle
rezistence a ampicilin a klon pUCKM31-7 obsahujici inzert 3,9 kb cDNA byl uréen $tépenim
DNA EcoRI a naslednou elektroforézou v agarézovém gelu.

pUCKM31-7 byl 3tépen kazdym z téchto restrik&nich enzymii: HindIIl, Sacl, Xbal, Smal, Bglll,
EcoT221 a Aatl nebo jejich dvojice. Vysledné fragmenty byly analyzovany elektroforézou na
gelu a délka kazdého fragmentu byla zméfena pouzitim markeru ¢pX174Haelll jako indikatoru.
Vysledna restrik&ni mapa je uvedena na obr. 7.

Priklad 10
Stanoveni sekvence klonu €. 31-7

Celkovd nukleotidovd sekvence inzertu cDNA v pUCKM31-7 byl urdena dideoxymetodou
vyuzivajici fag M13. Cést této sekvence byla analyzovéna sekvenédtorem 373A DNA Sequencer
(Perkin-Elmer Japan Applied Biosystems). Vysledna sekvence nukleotidii mé sekvenéni &islo
ID: 11 a je uvedena v pfilozeném prehledu sekvenci.

Inzert cDNA zpUCKM31-7 je dlouhy 3815 béze a mi otevieny &teci ramec sloZeny z
549 aminokyselin po¢inaje methioninem. Zjevn& chybi poly(A) konec. Srovnani sekvenci bizi na
3'—konci inzertu pcD-31 se sekvenci klonu pUCKM31-7 ukazuje, ¥e inzert z pUCKM31-7
postrada pouze konec poly(A) a nic vic.

Porovnéani sekvenci bazi a aminokyselin bylo provedeno pomoci databazi nukleotidt EMBL,
GenBank, NBRF a SWISS-PROT. Nejtésn&jsi souhlasnost, ktera byla nalezena, ¢inila 353%
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homologii peptidové sekvence s lidskou glutathionreduktazou. Z tohoto bylo vyvozeno, Ze ORF
inzertu cDNA z pUCKM31-7 jasn& kéduje novy polypeptid. Tento novy polypeptid je uveden
pod sekvenéni &islem ID: 12 v pfiloZeném seznamu sekvenci.

Priklad 11
Exprese a purifikace nového polypeptidu
Konstrukce vysoce expresivniho vektoru a exprese v COS—1 burikéch

pUCKM31-7 byl tépen Hindlll a fragment 3003 bp obsahujici cDNA inzert byl izolovin a
&itén standardnimi technikami. Konce vysledného fragmentu byly zatupeny s pouZitim soupravy
DNA blunting kit (Takara Shuzo).

Mezitim byl vysoce expresivni vektor pcDL-SR0296 [Takabe, Y. a kol. (1988) Mol. Cell. Biol.
8, 466-472] $t&pen Pstl a Kpnl a konce byly zatupeny pomoci uvedené soupravy. Zatupeny
inzert byl pak ligovan do zatupeného plazmidu pomoci reakce T4 DNA ligazy. E. coli pak byly
pomoci metody chloridu vépenatého transformovany vyslednou DNA. Vzniklé transformanty
Amp® byly podrobeny selekci a byl analyzovan plazmid DNA zachyceny v butikéch.

Stépenim plazmidu enzymu HindIII a Gbll], po kterém nasledovala elektroforéza na agarézovém
gelu pro detekci 800bp fragmentu, byl vybran kmen, ve kterém byl smér transkripce cDNA
totozny s SRa promotorem. Vybrany plazmid byl oznacen pSRa31-7 (obr. 9). SRa promotor
obsahuje po&éte&ni promotor SV40 a sekvenci R-US5 LTR z HTLV-1 a aktivita jeho promotoru

wew e

je desetkrat az stokrat siln&j$i neZ samotného po&ate&niho promotoru SV40.

Dile byly COS—1 buiiky podrobeny transfekci vyslednym plazmidem pSRa31-7. Transfekce
COS-1 bundk byla provedena elektroporaci pomoci zafizeni pro zavadéni gend GTE-I
(Shimadzu).

COS-1 buiiky byly péstovany v sedmi lahvich o objemu 150 cm’, znichz kazda obsahovala
25 ml DMEM (s 10% fetalnim hovézim sérem) az do €asteCneho zakladu na dné lahvi. Kultury
pak byly sklizeny, ke kazdé z nich byly pfidany 3 ml roztoku tripsin-EDTA (10x koncentrovany
roztok dodavany Sigmou) a byly ponechany pfi laboratorni teploté dokud se neoddélily buriky.
Pak byl ptidan 1 ml inektivovaného fetilniho hovéziho séra a 9 ml &erstvého roztoku trypsin—
EDTA. Butiky pak byly odd&leny centrifugaci. Takto odd&lené buriky byly dvakrat promyty
PBS(-) pufrem a resuspendovany v pufru PBS(-) do hustoty 6 x 10" bungk/ml.

Mezitim byl metodou s chloridem cesnym pfipraven plazmid DNA a doplnén do 200 pg/ml
pufrem PBS(-).

Z obou vyse uvedenych PBS(-) pFipravkii bunék a plazmidu bylo odebréno 20 pl a jejich smés
byla umisténa do komory obsahujici elektrody v rozestupu 2 mm. Na smés pak byly aplikovany
dva pulsy v intervalu 1 sekundy o sile 600 V a trvani 30 psec.

Elektrodova komora byla chlazena 5 minut na 4°C a pak byla smés butiky-DNA uvnitf
smichana s 10 ml DMEM obsahujiciho 10 % fetalniho bovinniho séra. Tato smés byla pfenesena
na Petriho misku a kultivovana pies noc pti 37 °C v atmosféte 5% CO,. Nasledujici den byl
z kultury odebran supernatant, buiiky byly omyty bezsérovym DMEM médiem a pak resuspen-
dovany v 10ml DMEm a kultivovany pfi 37°C dalsi 3 dny. Po této dob& byl odebréan
supernatant.
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Supernatant byl rovnéz odebran z negativni kontroly. Jako negativni kontrola byl pouZit plazmid
pCDL-SRa296 neobsahujici Zzadny inzert cDNA, ktery viak byl jinak pfipraven podobnym
zpisobem jako testovana kultura.

Jeden ml supernatantu zka?dé testované kultury a znegativni kontroly byl zpracovéan
néasledujicim zpGsobem. K supernatantu byla pro vysraZeni proteini nejdfive pfidéna kyselina
trichloroctova (TCA) a sraZenina byla oddélena centrifugaci. Tato sraZenina byla promyta
eldovym acetonem, vysusena vzduchem a poté rozpusténa ve vzorkovém pufru pro elektroforézu
v SDS—polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) obsahujicim 2—-merkaptoethanol. Pak byl prove-
den SDS-PAGE na 12,5% gelu za reduk&nich podminek.

Po elektroforéze byly pruhy obarveny stiibrem s pouZitim stfibrného barviva ,,Daiichi“ (Daiichi
Chemical Detection). Timto zpisobem bylo obarveno n&kolik specifickych pruhi z testovaného
vzorku (molekulova hmotnost kolem 60 000).

ProtoZe molekulova hmotnost polypeptidu kédovaného v pSRa31-7 je kolem 60 000 a protoze
bylo vydedukovéno, Ze je nepravdépodobnd pFitomnost aminosekvence, kterd by zpiisobovala
posttranslaéni modifikace pfiddvanim postrannich sacharidovych fetézci, bylo stanoveno téchto
nekolik specifickych pruhii odpovida danému polypeptidu kédovanému cDNA z pSRa31-7.

Ptiklad 12
Pfiprava vysoce expresivniho plazmidu pro butiky COS-1

Dal3im krokem bylo ovéfeni, zda t&chto nékolik specifickych 60 kDa pruht ur€enych v pfikladu
11 je stejnych jako jsou polypeptidy kédované inzertem z pSRa31-7. Dal$im zamérem bylo
stanoveni N—konce sekvence aminokyselin tohoto polypeptidu. Proto byl vytvofen klon s dal§imi
Sesti histidinovymi zbytky pfimo pfed terminanim kodonem kédovanymi pro C—konec poly-
peptidu kédovaného inzertem pSRa31-7. Histidinové zbytky maji vysokou afinitu pro Ni** a
cilem bylo exprimovat polypeptid majici histidinovy hexamer (6x His), ktery by mohl byt &istén
pomoci afinitni chromatografie na koloné s nabojem NI*",

Nejdtive byl syntetizovan oligonukleotid se 66 bazemi: 5'—
CTAGCGCTCTGGGGCAAGCATCCTCCAGGCTGGCTGGCTGCCACCACCACCACCACC
ACTGATCTAGACT-3' (sekvenéni &. ID:14) a komplementarni fetézec o 66 béazich a tyto latky
byly &idt€ny s pouzitim automatického syntetizitoru DNA Automated DNA Synthesizer 394
(Perkin—Elmer Japan Applied Biosystems). Oba ptipravky oligonukleotidd byly smichany a
inkubovany 3 minuty v 70 °C a dodatedné zahiivany 30 minut pii 37 °C, aby probéhla teplotni
hybridizace. Nasledné byly fosforylovany konce pomoci T4 polynukleotidkinazy.

Vysledny dvoufetézovy (ds) fragment byl pomoci T4 DNA ligazy ligovan do pUCKM31-7,
ktery byl pfedem §tépen Eco47IIl. Tento konstrukt byl uveden na obr. 10. E. coli DH5 byly
transformovany DNA metodou vyuZivajici chlorid vdpenaty a vysledné transformované kmeny
byly podrobeny selekci a testovany, aby byl ziskan pUCKM3 1-7His.

Analyzou ¢&asti relevantni sekvence bazi tohoto pUCKM31-7 bylo potvrzeno, Ze v &sti
pUCKM31-7His nejsou Zadné abnormality.

Vysoce expresivni plazmid pro COS-1 buiiky byl pfipraveny subklonovanim inzertu
z pUCKM31-7 His do pcDL-SRa296.

pUCMK31-7His byl rozitépen Xbal a HindIIl, fragmenty byly &istény a konce fragmenti byly
zatupeny pouZitim jedné jednotky Klenowova fragmentu za pfitomnosti 2 mM dATP, 2 mM
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dCTP, 2mM dGTP, 2mM dTTP, 50 mM Tris-HCI (pH 7,2), 10 mM MgSO,, 0,1mM
dithiothreitolu a 50 pg/ml BSA.

Mezitim byl vysoce expresivni vektor pcDL-SRa296 rozitépen Pstl a Kpnl a konce byly
zatupeny soupravou DNA blunting kit. Zatupeny fragment byl pak ligovan do zatupeného
plazmidu pomoci T4 DNA ligazy. Vysledny plazmid byl pak pouZit pro transformaci E.coli
DH50. Transformanty byl selektovany a testovany. Kmen, ve kterém byl smér transkripce cDNA
totozny se smérem promotoru SRa, byl vybrén a plazmid tohoto kmene byl ozna€en pSRa31-
7His. Buiiky COS—1 byly podrobeny transfekci vyslednym plazmidem pSRa31-7 a bezsérovy
supernatant byl ziskan postupem stejnym jako v piikladu 7.

Ptiklad ‘13
Cisténi a analyza aminokyselinové sekvence na N-konci

600 ml supernatantu ziskaného podle ptikladu 12 bylo dialyzovano proti 17 objemiim dialyza&-
niho pufru po dobu 15 hodin p#i teploté 4 °C. Pufr byl nahrazen dalimi 17 objemy dialyzaéniho
pufru a dialyza pokradovala pti 4 °C dalsi 4 hodiny.

Dialyzovany ptipravek pak byl podroben afinitni chromatografii pouzivajici FPLC (Fast Protein
Polynukleotide Liquid Chromatography — Pharmacia) v nasledujicich podminkach.

Kolona: 20 ml ProBond™ Resin (Invitrogen) naplnéna XK16/20 (42,0 x 20 cm, Pharmacia)
Eluéni pufr:

A) 20 mM fosfatového pufru (pH 7,8) obsahujici imidazol, 0,5 M NaCl
B) 20 mM fosfatovy pufr (pH 7,8) obsahujici 300 mM imidazol, 0,5 M NaCl.

Pritok: 1 ml/min
Frakéni roztok: 5 mg/zkumavka

Eluéni podminky: po odebrani 4 frakei eludnim pufrem A) bylo odebrino 16 frakei elu¢nim
pufrem B) a frakce byly oéislovany v pofadi od 1 do 20.

300 pl kazdého vzorku z vyslednych frakci byl vysrdzeno TCA a vznikld sraZenina byla
pripravena pomoci SDS-PAGE vyuzivajici 12,5% gel v redukénich podminkéch jako svrchu.
Barvenim stiibrem byly detekovéany pruhy, z nichZ tfi byly pobliz frakce €. 10. Pfitomnost t&chto
t¥ pruhti ukazala, e inzert pSRa31-7His kéduje polypeptid majici tfi riizné délky s riznymi
sekvencemi na N-konci.

Zbytek frakci 7 az 14 byl koncentrovan TCA sraZenim a sraZenina byla pouZita v SDS-PAGE s
10% gelem v redukénich podminkéach. Proteinové pruhy pak byly z polyakrylamidového gelu
preneseny na polyvinyldiifluoridovy film (PVDF) (proBlot"™, Applied Biosystems) pomoci
prenosového zafizeni a gelové membrany (Merisol, KS-8441) pfi 9 V a v pfitomnosti transfero-
vaného pufru [0,02 % SDS, 20% methanol, 25 mM Tris—kyselina borita (pH 9,5)] pfi 4 °C po
dobu 2,5 hodiny.

Po této dobé byla membrana obarvena 0,2% naftolovou modroerni (Sigma) a tfi pruhy
odpovidajici tém, které byly dfive ur&eny, byly z membrany vystiizeny. Byla stanovena sekvence
kazdého pruhu k $esté aminokyselingé od N—konce pomoci plynného sekvenitoru protiend
(Shimadzu, PPSQ-10). Sekvence N-konce pruhu sdruhou zjevné nejvétSsi molekulovou
hmotnosti (molekulova hmotnost kolem 60 000) byla nasledujici:
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Val-Val-Phe—Val-Lys—GIn (aminokyseliny 1 az 6 sekvence &. ID: 12).

Téchto 3est aminokyselin odpovida prvnim Sesti aminokyselinam ORF zklonu 31-7 a také
odpovidé sekvenci Sesti aminokyselin poéinaje 24. aminokyselinou (Val) z N—konce prekurzoro-
vého polypeptidu kédovaného inzertem cDNA z pSRa31-7His. Proto by méla delece amino-
kyselin 1 az 23 z N—konce tohoto prekurzoru polypeptidu vést k sekreci zralé formy proteinu
zaCinajici valinovym zbytkem.

Priklad 14
Stanoveni redukéni uéinnosti
i) Konstrukce expresivm'ho vektoru

Polypeptid ¢istény v predchozim prikladu byl ziskatelny v extrémné malych mnoZstvich, jak byl
exprimovan z COS—-1 bung&k. Nebylo tudiZ mozné pouZit tento polypeptid k dal§im Géeliim, jako
jsou testy G¢innosti. Bylo tedy nezbytné najit zplsob, jak exprimovat tento polypeptid kédovany
cDNA inzertem v pSRa31-7 v alternativnim hostiteli, ktery by umoziioval produkci mnoZstvi
vhodnych pro €isténi a testy. Nasledujici postupy byly pouZity pro dosaZeni tohoto ziméru.

pUCKM31-7 byl rozitépen HindIll, fragment 3003 bp obsahujici cDNA inzert byl izolovan a
¢istén a konce byly zatupeny pomoci DNA soupravy pro tento ucel. Tento fragment byl dale
roz$tépen Xbal.

Expresivni vektor pMAL—c [Guan, C. a kol. (1987) Gene 67, 21-30] byl rozit€pen Xbal a Stul.
Pomoci Xbal upraveny fragment HindIIl byl poté ligovan do tohoto rozitépeného plazmidu
pomoci T4 DNA ligazy. Vysledny konstrukt je uveden na obr. 11. Tento konstrukt byl pak pouzit
pro transformaci E. coli TB—1 a byli vybrény a testovany transformanty Amp®. Kmen, ve kterém
byl smé&s transkripce cDNA totoZny s transkripci promotoru byl vybrén a takto ziskany plazmid
byl oznaden pMAL31-7.

ii) Exprese a ¢isténi fuzniho proteinu

Naockovana kultura E. coli nesouci pMAL31-7 byla pfipravena kultivaci pfi tfepani pfes noc pti
37 °C v 3 ml LB média obsahujiciho 50 pg/m! ampicilinu. Nasledujici den byl pfidan 1 ml po&a-
teéni kultury do 100 ml &erstvého kultivaéniho LB média obsahujiciho 50 ul/ml ampicilinu a
kultivace pokradovala za stalého tfepéani a teploté 37 °C, dokud nebylo dosazeno zakalu 0,5 pfi
ODgg nm. V té chvili bylo ke kultufe piidano IPTG do konecné koncentrace 0,1 mM a kultivaéni
bujon byl kultivovan déle za tfepani pii 37 °C.

Nasledujici den byly bakterialni buiiky oddé&leny z kultury centrifugaci pti 6500 ot/min po dobu
20 minut pti 4 °C. Usazenina pak byla resuspendovéana v 10 ml kolonového pufru a butiky byly
ve vysledné suspenzi rozruSeny pomoci ultrazvukového desintegratoru. Celé buiiky a bunééné
fragmenty pak byly ziskdny centrifugaci v 8800 ot/min po dobu 30 min pfi 0°C a frakce
rozpusténého proteinu byla odebrana v podobé supernatantu. Jeden ml této rozpustné frakce pak
byl aplikovan na chromatografickou kolonu s amylézou (New England Biolabs).

Eluéni pufr pro chromatografii byl pfipraven pfidanim maltézy k 10 ml kolonového pufru do
kone&né koncentrace 10 mM.

Negativni kontrolni vzorky byly rovnéz testovany chromatografii. Negativni kontrola byla

pfipravena podobnym zpisobem kromé toho, Ze byl pouzit vektor pMAL—c bez cDNA inzertu.
Pak byla testovana redukéni u€innost proteinu v chromatografickych vzorcich.
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iii) Stanoveni redukéni i&innosti

Stanoveni reduk&ni G&innosti bylo provedeno v kyvet& (SARSTEDT, 10 x 4 x 45 mm) s pouZitim
dichlorfenolindofenolu (DCIP) a oxidovaného glutathionu.

a) Stanoveni redukéni Gi¢innosti pomoci DCIP

Z ka?dého chromatografického vzorku ziskaného v ii) bylo podle nédvodu v soupravé Protein
Assay Kit (Bio—Rad) odebrano 90,4 pg a kazdy byl oddélené smichan s 1 ml 50 uM DCIP
(Sigma). Pak bylo ke kazdému vzorku pfiddno 15 pul 1 mM NADPH (Boehringer—-Mannheim) a
pokazde byly méfeny hodnoty absorbance pfi ODgoo nm a OD349 nm. Vysledny pokles absorbance
pti obou vinovych délkéch je uveden na obr. 12. Z obrézku je zfejmé, Ze pouze vzorek pMAL3 1
7 obsahuje faktor, ktery redukuje DCIP.

b) Stanoveni redukéni G€innosti pomoci oxidovaného glutathionu

K 90,4 ug kazdého chromatograficky ziskaného vzorku podle ii) a naneseného do samostatné
kyvety byly ptiddny 15 ml 10 mM oxidovaného glutathionu. Do kazdé kyvety bylo pfidano 15 pl
1 mM NADPH a pokazdé byla zm&fena absorbance pfi ODs4 mM. Vysledky jsou uvedeny na
obr. 13 a je znich zfejmé, Ze pouze vzorek pMAL31-7 obsahuje protein, ktery je schopen
redukovat oxidovany glutathion. Bylo rovn&Zz pozorovano, Ze nedochazi k Zadné spotfebe&
NADPH, pokud neni ptitomen zadny oxidovany glutathion, takZe z tohoto bylo vyvozeno, Ze
protein ze vzorku pMAL31-7 miZe redukovat oxidovany glutathion pouze v pfitomnosti
NADPH.

Priklad 15
Cisténi a analyza sekvence aminokyselin na N—konci.

Z ptikladu 13 bylo vyvozeno, ze COS-1 buiiky po transfekci pSR 31-7His exprimovaly
polypeptid majici tfi typy N—konct.

V oddéleném experimentu byli imunizovény kralici fiznim proteinem ziskanym vE. coli
transformovanych pMAL31-7. Zamérem tohoto experimentu byla p¥ipravena polyklonélni proti-
latky proti proteinu KM31-7. Byl proveden Western blot s pouZitim této polyklonalni protilatky
a ukazalo se, Ze tfi typy pruhil jsou rovnéz zjistitelné v supernatantu bezsérové kultury ziskaného
zCOS-1 bunék po transfekci pSRa31-7. Tento vysledek je podobny vysledku ziskanému
v ptikladu 13.

COS-1 buitky byly proto podrobeny transfekci pSRa31-7 scilem ziskat vétSi mnozstvi
bezsérového supernatantu, které by umoZnilo purifikaci a analyzu N-konce sekvence proteinu
KM31-7.

COS-1 butiky byly podrobeny transfekci pSRa31-7 s cilem ziskat vét$i mnoZstvi bezsérového
supernatantu, které by umoznilo purifikaci a analyzu N-konce sekvence proteinu KM31-7.

COS-1 buitky byly podrobeny transfekci pSRo31-7 a byly péstovany 3 dny v Petriho miskéch o
priméru 15 cm, pfidemZ kazda obsahovala 30 ml DMEM. Supernatant této kultury byl po téchto
ttech dnech odebran a do kazdé misky bylo pfidano &erstvé medium v objemu 30 ml. Kultivace
pokradovala daldi téi dny. Opét byl sklizen supernatant z kultury. Ostatni aspekty transfekce a
kultury byly podle popisu v ptikladu 11, aviak bylo péstovano 199 misek.

221 -




10

20

25

30

35

40

45

50

CZ 293745 B6

Sklizené supernatanty byly slity dohromady. Po centrifugaci bylo ziskano 10 litréi bezsérového
supernatantu, které byly dialyzovany pfes noc proti 10 mM Tris-HC! (pH 9,0). Chromatografie
na iontoménici byla na dialyzovaném pfipravku provedena osmkrat v nasledujicich podminkach
a s pouzitim FPLC (Pharmacia):

Kolona: 20 ml DEAE Sepharosy Fast Flow (Pharmacia) plnéné do XK16/20 ¢$2,0 x 20 cm,
Pharmacia)

Eluéni pufry:

A) 10 mM Tris—HCI (pH 9,0)
B) 10 mM Tris-HCI (pH 9,0) — 0,5 M NaCl

Pritok: 1 mi/mi
Frakéni roztok: 3 ml/zkumavka

Eluéni podminky: elu¢ni pufr A s prechodem na eluéni pufr B v linedrnim koncentradnim
gradientu b&hem 60 minut.

Frakce eluované pro kazdou koncentraci NaCl od 0,1 M do 0,4 M byly odebrany a shromazdény.
Poté byly dialyzovany pfes noc proti dialyza&nimu pufru obsahujicimu 0,1 M Tris—HCI, 5 mM
EDTA (pH 7,6) a 1 mM 2-Merkaptoethanol. Dialyzovany pfipravek byl pak nanesen na afinitni
chromatografickou kolonu pinénou 2’, 5~ADP Sepharose 4B (Pharmacia) pii nasledujicich
podminkach:

Kolona: 20 ml 2',5'-ADP Sepharose 4B pln&na do XK 16/20 (¢2,0 x 20 cm, Pharmacia)

Elu¢ni pufry:
A) 0,1 M Tris—HCI, 5 mM EDTA (pH 7,6) 1 mM 2-merkaptoethanol
B) 0,1 M Tris—HCI, 5 mM EDTA (pH 7,6) | mM 2-merkaptoethanol

Pritok: 0,5/min
Frakéni roztok: 2 ml/zkumavka

Eluéni podminky: elu¢ni pufr A postupné zménény n eluéni pufr B v linedrnim koncentradnim
gradientu b&hem 120 minut.

100 pl podily z kazdé vysledné frakce byly vysrazeny TCA a sraZeniny byly naneseny na SDS—
PAGE pfi pouziti 12,5% gelu pti reduk&nich podminkach.

Po elektroforéze byl gel barven sttibrem pro detekci proteinovych pruhd. Poéinaje frakei &. 11
byly ziskany tfi poruchy.

Vsechny zbyl€ frakce od &. 11 do &. 14 pak byly koncentrovany sraZenim TCA a sraZenina byla
analyzovana na SDS-PAGE v 12,5% gelu v reduk&nich podminkach. Protein byl pak preveden
z gelu na PloBlot PVDF membranu (Applied Biosystems) ihned po elektroforéze. Po ptenosu
proteinu na membrinu byla membrina odebrina 0,2% amidogerni a byly vystiizeny tfi
proteinové pruhy. Analyza N-koncové sekvence byla provedena pomoci sekvenatoru proteinii
v plynné fazi.

N-konec daného pruhu majici zjevn& nejmensi molekulovou hmotnost ze viech tfi typa byl

stanoven na Lys-Leu-Leu-Lys-Met. Téchto pét aminokyselin odpovidd péti aminokyselindm
potinaje 49. aminokyselinou na N-konci polypeptidu kodovaného cDNA inzertem pSRa31-7.

-22.



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 293745 B6

Proto bylo vyvozeno, Ze rozitdpeni tohoto peptidu v misté 48. zbytku vede k jedné zralé forme
tohoto proteinu za&inajici lysinem na N-konci.

Piiklad 16
Pfiprava monoklonalni protilatky proti proteinu KM31-7
(a) Ptiprava antigenniho proteinu

Naotkovana kultura E. coli nesouci pMAL31-7 byla pfipravena kultivatni bakteriologické
smy&ky bungk tfepanim pres noc pfi 37 °C v 3 ml LB média obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu.
1 ml narostlé kultury byl naotkovan do 100 ml &erstvého LB média obsahujiciho 50 pg/ml
ampicilinu a tato kultury byla péstovéna za stélého tfepani pfi 37 °C do dosazeni zakalu 0,5 pfi
ODggo nm. V tomto stadiu bylo do kultivagniho bujonu pfidano IPTG do konetné koncentrace
0,1 mM a kultivace pokradovala pfi tfepani v 37 °C pfes noc.

Z takto vypéstované kultury byly buiiky ziskény centrifugaci pfi 6500 ot/min, 20 minut pfi4 °C a
usazenina byla resuspendovéna v 10 ml kolonového pufru. Buiiky ve vyhodné suspenzi byly
rozrudeny ultrazvukovym dezintegratorem a vzniklé tekutina byla centrifugovana pfi 8000 ot/min
pfi teplot& 0 °C po dobu 30 minut. Vysledny supernatant obsahoval frakci rozpust&ného proteinu.
Frakce rozpustného proteinu pak byla aplikovéna na chromatograficko amylézovou kolonu o
objemu 1 ml. Eluce byla provedena 10 mi kolonového pufru obsahujiciho 10 mM maltézou.
Fuazni protein ziskany chromatografickou cestou byl uloZen a pozdgji pouzit jako antigen.

(b) Ptiprava slezinnych bun&k z imunizovanych mysi

Ke 2 ml antigenu (odpovidajicim 200 pg) &isténému podie a) byly pfidiny 2 ml Freundova
kompletniho adjuvans, aby vznikla emulze. Tato emulze byla nabrana do 5Sml stfikatky se skle-
nénou spojkou a emulze byla pouZita k imunizaci osmitydennich savci my3i BALB/c podkoZzni-
mi injekcemi.

Poginaje druhym kolem imunizace byla jako adjuvans pouZito Freundovo nekompletni adjuvans,
ostatni postup byl jinak zachovén. Imunizace byla provedena dohromady &tytikrat zhruba kazdé
dva tydny.

Od druhého o¥kovéni byly odebirany krevni vzorky z retroorbitdlni Zilni pletené okamZit€ po
okovani a v séru byl méfen titr protilatek proti KM31-7 pomoci ELISA testii na pevné fazi.

Elisa anti-KM31-7 na pevné fazi

Do kazdé komirky 96komiirkové plotny (Costar) bylo jako antigen naneseno mezi 150 a 200 pl
(coz odpovida kolem 200 ng fuzniho proteinu) bezsérového supernatantu ziskaného z kultury
COS-1 bun&k po transfekci pSRa31-7. Plotna pak byla ponechana pfes noc v 4 °C, aby se
protahly dna komurek. Nésledujici den byla miska tfikrat omyta 0,1% Tweenem 20/fyziologicky
roztok s fosfitovym pufrem (0,1% Tween 20/PBS) a pak byly komiirky naplnény 100 u BSA
ptipravené na 10 pg/ml s PBS a plotna byla ponechéna jednu hodinu pfi laboratorni teploté.

Po této dobé& byla plotna opét ttikrdt omyta 0,1% Tweenem 20/PBS. Do kazdé komurky bylo
naneseno 30-100 pl primarnich protiltek ve formé seriové fedénych vzorki (na pfiklad mysi
sérum, supernatant hybridomové kultury nebo monoklonalni protilatka) a plotna byla ponechana
pfi laboratorni teploté 1 hodinu.
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Po této dob& byla plotna opét tfikrat omyta 0,1% Tweenem 20/PBS) a pak byla do kazdé
komiirky pfidéna sekundérni protilatka v mnozstvi 100 pl. Sekundarni protilatka byla pfipravena
3000n4sobnym fedénim roztoku koziho anti-my$iho IgG-peroxidiazového komplexu
(Amershamii nebo 3000n4sobnym fed&nim koziho anti-mysiho IgG komplexu alkalické fosfata-
zy (BIO-RAD). Pak byla plotna ponechéna 1 az 2 hodiny pfi laboratorni teploté.

Po této dobe byla plotna op&t omyta t¥ikrat 0,1% Tweenem 20/PBS a pak bylo do kazdé komurky
pfiddno 100 pul bud’ roztoku substratu peroxidazy (BIO-RAD, Peroxidase Substrate Kit ABTS),
nebo 10% diethanolaminu obsahujiciho 0,001% roztok para-nitrofenyifosfatu. Plotna pak byla
ponechana 15 aZz 30 minut pti laboratorni teplot&. Titr protilatek byl po¢itdn méfenim absorbance
pfi 415 nm nebo 405 nm pomoci odecitaciho zatizeni (BIO-RAD).

(c) Priprava my$ich myelomovych buné&k

Mysi myelomové buiiky P3-X63-Ag8.653 (653) (ATCC &. CRL-1580) rezistentni na 8-
aze;guanin byly kultivovany normélnim médiu (kompletni GIT) za uCelem ziskat minimalni 2 x
10" bunék.

(d) Piiprava hybridomi

1,4 x 10® slezinnych bunék imunizovanych mysi ziskanych po imunizaénim reimu v b) bylo
dikladng omyto DMEm (Nissui Pharmaceutical). Omyté buiiky pak byly smichany s 1,5 x 10’
mysich slezinnych buné&k P3-X63-Ag8.653 (653) ptipravenych podle c) a vysledna smés byla 6
minut centrifugovana pfi 800 ot/min.

Skupina bun&k obsahujici smés slezinnych bunék P3-X63-Ag8.653 (653) byla odebréna jako
usazenina a byla rozru$ena. Pfedem byl pfipraven 50% roztok polyethylenglykolu 4000 s DMEM
a tento roztok byl nakapan rychlosti 2 ml/min na rozru$ené butiky v prib&hu I minuty za
michani. Pak bylo k bun&&nému pfipravku pfidino DMEM rychlosti 2 ml/min podobnym
zplisobem po dobu 1 minuty. Tento postup byl jest& jednou opakovan u obou roztokd, tj. poly-
ethylenglykolu 2 DMEM. Nakonec bylo pfiddno 16 ml DMEm postupné€ v prib&¢hu 3 minut.
Vysledny bun&ény ptipravek pak byl centrofugovan 6 minut pti 800 ot/min. Vysledny super-
natant byl odebran, butiky resuspendovany v 35 ml kompletniho GIT obsahujiciho 5 az 10 ng/ml
mysiho IL-6.

(e) Screening hybridom

Do ka?dé komirky 96komirkové plotny (Sumitomo Bakelite) bylo naneseno 100 pul suspenze
pfipravené podle d). Pak byla plotna inkubovéna pti 37 °C v inkubétoru s 7,5% CO,. Po 7 dnech
inkubace bylo do kazdé komirky ptidano 50 pl HAT média. Po dalsich 4 dnech inkubace bylo do
kazdé komirky pfidano dalgich 50 pul HAT média. Poté nasledovaly dal3i 3 dny inkubace. Po této
dobeé byl z kazdé komiirky, u které byl pozorovan rist kolonii fizovanych bun€k, odebran vzorek
supernatantu a byl testovén titr protilatek proti KM31-7 ELISA testem na pevné fazi popsaném
v b). Médium odebrané na vzorky bylo ihned nahrazeno HT médiem.

(f) Klonovani

Klonovani bun&k z komiirek, které byl oznaéeny jako pozitivni bylo opakovano tfikrat analyzou
omezeného fedéni. Tyto klony, u kterych byl pozorovan staly titr protilatek, byly vybrany pro
pouziti jako hybridomové linie bun&k produkujicich monoklonalni protilatky proti KM31-7.
V tomto stadiu byl proveden test ELISA nejen, jak bylo popsano v b), ale rovnéZ jako kontrolni
ELISA, pti¢éemZ byl pouZit bezsérovy supernatant z kultury ziskany z COS—1 bunék po transfekci
pcDL-pSRa296 pro piipravu pevné faze. Proto byly pro klonovani vybrany ty bunééné linie,
které reagovaly v dFivéj$im ELISA testu, ale nereagovaly v pozdéjSim kontrolnim ELISA testu.
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() Cist&ni monoklonalni protilatky

Z kultury hybridomové buné&né linie produkujici monoklonalni protilatky proti KM31-7 byl
odebran supernatant, sterilizovan filtrem 0,22 pm (Millipore), a pak byla protilatka &iSténa
pomoci MAbTrap GI (Pharmacia).

(h) Analyza monoklonélni protilatky
1) Antigenni specifiénost monoklonalni protilatky

Imunologickym sraZecim testem s pouZitim bezsérového supernatantu odebraného zkultury
COS-1 bungk po transfekci pSRa31-7 bylo potvrzeno, Ze monoklonalni protilatka je specificka
pro KM31-7 protein.

2) Klasifikace monoklonalni protilatky

Tento test byl proveden s pouZitim soupravy izotypi monoklonalnich protilatek (Amersham).
Bylo stanoveno, Ze protilatka patti do podtiidy IgG1.

Ptiklad 17
Izolace a &iténi proteinu KM31-7 s pouZitim reakce antigen—protilatka

Byl pouzit postup uvedeny v ptikladu 15 h) 1). Stejny test byl opakovan s pouZitim supernatantu
s protilitkou a bezsérového supernatantu ziskaného z COS-1 bunék po transfekci pcDL-
pSRa296. ' '

1,4 pg monoklonélni protilatky bylo pfidano k 1,7 ml kazdého bezsérového supernatantu a reakce
probihala pfi teploté mistnosti 1 hodin pfi centrifugovani v 20 ot/min v mikrozkumavkéch 2,2 ml.
Kontrola byla provedena s pouzitim bezsérového supernatantu ziskaného z COS-1 bungk po
transfekei pSRa31-7, aviak bez pfidani monoklonéni protilatky.

Do kazdé zkumavky bylo pro adsorpci protilatky ptidano 30 pl Proteinu G Sepharose 4 Fast
Flow (Pharmacia), ktery byl pfedem promyt 0,1 Tweenem 20/PBS, a centrifugace pokratovala
daldich 30 minut pfi laboratorni teplot a rychlosti 20 ot/min.

Po této dob& byla ka?da smés centrifugovéna n&kolik sekund pti 10 000 ot/min v mikrocentrifuze
a supernatant byl opatrng odstranén, aby nedoslo k 2ddnym ztrdtim sedimentu. Usazeniny pak
byly jednotlivé promyty 0,1% Tweenem 20/PBS, centrifugovany v mikrocentrifuze a op&t
promyty, to vie celkem pétkrat.

Vysledny sediment byl resuspendovan ve vzorkovém pufru pro SDS-PAGE obsahujicim 10 pl
2-merkaptoethanolu. Kazd4 suspenze byla 2 minuty ohfivany na 90 °C a pak byla provedena
SDS-PAGE v 12,5% gelu v redukénich podminkach. Po elektroforéze byl produkt pfeveden
z polyakrylamidového gelu na nitrocelulozovy film (BIO-RAD). Western blot byl proveden
s pouzitim polyklonalni protilatky proti KM31-7 popsané v piikladu 1 &4st (a). Bylo stanoveno,
#e monoklonalni protilatka proti KM31-7 specificky sraZi protein KM31-7 2z bezsérového
supernatantu z kultury COS-1/pSRa31-7.
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Priklad 18
Priprava ftizniho proteinu CYVV-NIa/KM31-7

Aby mohl byt protein KM31-7 exprimovan technikou CYVV-NIa proteédzy, je nutné spojit 3'—
konec genu pro Nla ve stejném ORF jako je DNA pro protein KM31-7. Proto byly provedeny
nasledujici dvoustupiiové postupy.

i) Zavedeni 3'—postranniho fetézce (Smal-Xbal, 1006 bp) KM31-7 cDNA do pKSUN9

Plazmid pSRa31-7 byl rozitépen restrik&nimi enzymy Smal a Xbal, aby byl ziskdn Smal-Xbal
fragment o 1 006 bp obsahujici 3'konce KM31-7 cDNA. Vysledny fragment byl odebrin a
purifikovéan v 0,8% agar6zovém gelu pfi pouziti GENECLEAN II (Funakoshi Japan).

Mezitim bylo podobnym zplisobem rozitépeno Smal a Xbal 5 mg plazmidové DNA pKSUN9 a
vzniklé fragmenty byly defosforylovény hovézi alkalickou fosfatdzou (Alkaline Phosphatase E.
coli C75, Takara Shuzo, Japan). Vysledna defosforylovana linearizované DNA byla ligovina
s fragmentem Smal-Xbal KM31~7 pomoci ligaéni soupravy (Takara Shuzo) a takto pfipraveny
konstrukt byl pouzit k transformaci kmene E. coli JM109. Transformanty byly podrobeny selekci
a testovany, aby byl nalezen klon pNIa31-7SX obsahujici fragment Smal-Xbal.

ii) Spojeni proteazy Nla a KM31-7

Aby mohl byt C—konec sekvence NIA spojen s N—koncem sekvence KM31-7, subtypy majiciho
valin na N-konci ve stejném ¢tecim ramci, byl pFipraveny &tyki typy primerd pro PCR
vyuzivajici Perkin—Elmer Japan Applied Biosystems Model 392 DNA Synethesizer. Primery jsou
nasledujici: 5" GGT CAG CAC AAA TTT CCA 3’ sekv. &. ID: 14 (1)

- 3" AAA CAC AAC TTG GAA TGA ACA ATT 3' sekv. ¢. ID: 16 (2)

5'"TCA TTC CAA GTT GTG TTT GTG AAA 3’ sekv. €. ID 17 (3)
5' CAT AGG ATG CTC CAA CAA 3’ sekv. &.ID: 18 (4)

Prvni kolo PCR bylo provedeno s pouZitim 1 pg plazmidovd DNA pKSUN9 jako templatu. Do
reakce bylo vloZeno 100 pmol kazdého primeru (1) a (2) a 1/10 objemu desetindsobné koncen-
trace roztoku reakéniho pufru Taq polymerazy a nakonec S jednotek Taq polymerazy (Takara
Shuzo) vuvedeném potadi. PCR reakce byla nejdiive provedena 3 minuty pfi 72 °C. Pak
nasledovalo 30 cykld: 1 minuta pfi 94 °C, 2 minuty pti 55 °C a 3 minuty 72 °C, zakonéeno reakci
10 minut pfi 72 °C. Po PCR reakci byl zndsobeny DNA produkt podroben elektroforéze v 8%
polyakrylamidovém gelu. Prouzky gelu obsahujici DNA byly uréeny barvenim ethidiumbromi-
dem a byly vystfizeny. K rozlamanym prouzkim bylo pfiddno 300 pl eluniho pufru (0,5 octan
amonny, 1 mM EDTA, pH 8,0) a pak nasledovala inkubace ptes noc pti 37 °C. Centrifugaci se
ziskal supernatant, ktery obsahoval ¢isténou a amplifikovanou DNA.

Opét byla provedena PCR podobnym zplisobem pfi pouZiti 1 pg pUCKM31-7 plazmidové DNA
jako templéatu a primeri (3) a (4). Vysledna DNA byla &i$téna jako predtim.

Amplifikovany fragment z prvni PCR obsahoval sekvenci kddujici zbytky z N-konce protienu
KM31-7 pocinaje Val-Val-Phe pfes 31 bp proti sméru exprese od mista Xhol v Nla.
Amplifikovany fragment z druhé PCR obsahoval sekvenci kédujici Asn—Cys—Ser—Phe-Gln z C—
konce Nla pres 32 bp po sméru exprese od mista Smal v cDNA KM31-7.

Pti PCR provedené s pouzitim obou fragmentd CNA vzniklych z uvedenych dvou PCR reakci
spolu s primery (1) a (4) je vysledkem reakce hybridizovany fetézec sestavajici z 9 bp 3'~ konce
NIA a 15 pg sekvence kddujici pozadovany N-konec KM31-7. Tak je mozné vytvotit sekvenci
fazované DNA s touto &asti jako spojovnikem.
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Na zakladg této logiky bylo provedeno druhé kolo PCR stejnym zpiisobem a znésobeny fragment
byl pak ziskan z gelu.

iii) Zavadéni Nla/KM31-7 DNA do pNIa31-7SX

5 ng plazmidové DNA z pNIa31-7SX ziskané podle i) bylo rozstépeno Xhol a Smal a vysledna
DNA byla defosforylvodna reakei s hovézi alkalickou fosfatdzou. Produkt PCR pfipraveny podle
ii) byl rovn&z rozitépen Xhol a Smal vysledny fragment byl ligovén s rozSt€penym desoforylo-
vanym pNIa31-7SX pomoci ligaéni soupravy. Vysledny konstrukt byl pouZit k transformaci e.
coli kmene JM109.

Transformandy amp® byly selektovany a testovany. Screening byl proveden roztépenim Xhol a
naslednou elektroforézou. Byly vybrany klony majici pouze jeden pruh o 8,0 kbp. Plazmidy
vybranych klond byly pak roz$tépeny HindIll a opét elektroforeticky rozd&leny. Vybrany
plazmid mé&l pruh 330 bp odpovidajici &asti inzertu Nla cDNA. Tento plazmid byl oznaCen
pNIa31-7V a obsahoval Xhol a Smal PCR produkt.

Byla urena sekvence bazi klonu pNIa31-7 a bylo potvrzeno, Ze sekvence kédujici Nla a KM31-
7 byly spojeny ve stejném otevieném &tecim ramci a s nezbytnou Stépnou sekvenci GIn-Val
umisténou mezi Nla proteinem KM31-7.

iv) Produkce proteinu KM31-7

Western blotem bylo potvrzeno, ze pNIa31-7V byl v E. coli funkéni a Ze protein KM31-7 byl
exprimovan zkonstruovanym rekombinantnim genem.

Pogéte¢ni kultura E. coli nesouci plazmid pNIa31-7V byla péstovana pies noc za tfepani v 3 ml
LB média obsahujiciho 50 pg/ml ampicilinu. Jeden ml této poateéni kultury byl pfidén ke 100
ml &erstvého média obsahujictho 50 ug/ml ampicilinu a kultivace pokra¢ovala tfepanim pii 37 °C
az do dosaZeni zékalu 1,0 pfi ODgg nm. V tomto stadiu bylo pfidéno ke kultivainimu bujonu
IPTG do kone&né koncentrace 1 mM a kultura pak byla inkubovana v 28 °C pfes dalsi dvé noci
za stalého tfepani.

Po této dobé byl 1 ml kultury pfenesen do mikrocentrifugagni zkumavky a byl centrifugovan
5minut pfi 15000 ot/min. Supernatant byl odstranén a usazenina byla smichdna s 300 pl
sterilované vody a 300 ul roztoku vzorkového pufru pro SDS-PAGE obsahujiciho 2-merkapto-
ethanol, aby se rozrusily usazené buiiky. Vznikla suspenze byla zahtivana 2 minuty v 95 °C a pak
bylo 10 pl této suspenze pouzito pro SDS-PAGE v 8% gelu pfi redukénich podminkéch.

Po elektroforéze byl protein pienesen z geluna nitrocelulézovou membranu prostfednictvim
kontaktu gelu s touto membrénou a inkubaci v pfitomnosti roztoku transkrip&niho pufru (25 mM
Tris—HCl, 1,4% glycin a 20% methanol) pti 4 °C po dobu 2,5 hodin v 19 V a s pouZitim zafizeni
na transkripci gel-membrana (Marisol Japan).

Nitrocelulézova membréana pak byla omyta 20 ml PBS-T médiem a blokovani bylo provadéno
1 hod v 20 ml PBS-T obsahujiciho 5% odstfedéné mléko (Snow Brand Co., Ltd.). Po této dobé¢
byla membrana omyta dvéma davkami 20 ml PBS-T a pak ponechéna po 90 minut v reakci v
20 ml PBS-T obsahujiciho 1 pl 100x fed&ného kralidiho séra proti KM31-7 (primérni protiltka)
sterilni vodou. Nitrocelulézovy film pak byl omyvan dvakrat 15 minut a opét dvakrat po péti
minutach 20 ml PBS-T.

Omytéd membrana pak byla umisténa do lazn& s 3000x fedénou korozi protilatkou anti—kralici
IgG znagenou peroxidazou (BIO-RAD) v PBS-T (pouzité jako sekundarni protilatka vy3e) a
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ponechana v lazni 1 hodinu. Pak byla membrana omyta 20 ml PBS-T a pfenesena do ldzné&
detekéni latky ECL (Amersham). Pruhy, které reagovaly s protilatkou proti KM31-7, byly
uréeny autoradiograficky.

Byl proveden Western blot a byly oznadeny pruhy majici molekulovou hmotnost pfiblizng
60 000. Tento pruh vykazoval stejnou mobilitu jako protein majici druhou nejvy33i molekulovou
hmotnost ze tfi proteint KM31-7 detekovanych z bezsérového supernatantu ziskaného transfekci

bunék COS-1 pomoci pSRa3 1-7 pouzitého jako kontroly.
Pouzité chemikalie a roztoky

x M fosfatovy pufr
X M roztok Na,HPO, upraveny na poZadované pH pomoci x M roztoku NaH,PO,.

Inokulaéni pufr
0,1 M Tris-HCI pufr, pH 7,0, 0,05 M EDTA, 1% 2-merkaptoethanol

Extrakéni pufr
0,1 M Tris-HCl puftr, 0,05 M EDTA, 1% 2-merkaptoethanol, pH 7,0

Degrada&ni roztok
200 mM uhli¢itan amonny, 2% SDS, 2 mM EDTA,
400 mg/ml bentonit a 20 mg/ml proteaza K (pH 9,0)

1 xSSC
0,15 M NaCl, 0,015 M citrat sodny, pH 7,0.

Tekuté LB médium
10 g Bacto Tryptonu (Difco), 5 g kvasni¢ného extraktu Bacto yeast (Difco) a 5 g chloridu

sodného, vie doplnéno do 1 litru destilovanou vodou.

Pufr Tris-Kalcium
10 mM Tris, 50 mM chlorid vapenaty, pH upraveno na 7,4 kyselinou chlorovodikovou.

Lyzaéni pufr
0,17 g sachardzy, 250 pl 1 M pufru Tris—HCI (pH 8,0), 200 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0), vie
doplnéno 20 ml destilovanou vodou

Roztok alkalického SDS
0,2 M hydroxie sodny, 1"SDS

Roztok TBE
100 mM Tris, 100 mM kyselina borita, 1 mM EDTA

Denaturaéni roztok
1,5 M chlorid sodny, 0,5 M hydroxid sodny.

Neutraliza¢ni roztok
0,5 M Tris, 3 M chlorid sodny (pH 7,4)

50x Denhardtiiv roztok
1% polyvinyl pyrrolidon, 1% hovézi sérumalbumin,
1% Ficoll 400. Tento roztok je pak nafedén destilovanou vodou tak, aby se dosahla
pozadovana koncentrace.
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5x denaturaéni pufr
125 pl 1 M glycinu (ph 9,0), 25 pl 1 M chloridu hofe¢natého, 850 ul redestilované vody.

5x znackovaci pufr
25ul 1M Tris-HCI pufru (pH 7,9), 5ul 1 M chloridu hofetnatého, 2,5ul 1M
dithiotreitolu, 9,2 ul redestilované vody.

Solny roztok 10 x M9
0,145M hydrogenfosfat sodny, 0,172 M dihydrogenfosfat draselny, 0,187 M chlorid
amonny, 0,137 M chlorid sodny, pH 7,0.

M9 minimalni agarové médium

10 M 10x M9 solného roztoku, 100 ul 1M siranu hofeénatého, 1 Ml 20% glukézy, 50 ul
1% thiamin hydrochloridu, 1 ml 0,01 M chloridu vépenatého a 13 ml redestilované vody. Ve
smichané, sterilizovano filtraci a pak nalito na misky ihned po pfidani 50 ml 3% baktoagaru.

Tekuté SOB médium

10 g baktotryptonu, 2,5 g kvasniéného extraktu (bactoyeast), 100 ul 5 M chloridu sodného
a 125 ul IM chloridu draselného, vie smichéano dohromady a doplnéno do 500 ml destilovanou
vodou. Po autokldvovani bylo pfidano 5 ml 1M chloridu hofe€natého a 5 ml siranu hofe¢natého.

Pufr TFB1

5ml 1 M 2—(N-moroflino)ethansulfonova kyselina (MES — upravena na pH 6,2 pomoci
1 N HC], 6,045 g chloridu rubidného, 0,735 g bihydratu chloridu vépenatého smichano s 4,94 g
tetrahydratu chloridu vépenatého, pH upraveno ledovou kyselinou octovou na 5,8 a doplnéno do
500 ml redestilovanou vodou. Sterilovéno filtraci.

Pufr TFB2

1 m! 1 M 2—(N-morfolino)propansulfonové kyseliny (MOPS), 1,102 g bihydréatu chloridu
véapenatého, 0,12 g chloridu rubidného a 15 ml glycerolu, smichéno, pH upraveno na 6,5 ledovou
kyselinou octovou, do 100 ml doplné&no redestilovanou vodou a sterilizovanou filtraci.

Tekuté SOC médium
5 ml tekutého SOB média, 90 pl 20% glukézy.

Médium 2x YT
16 g byktotryptonu, 5 g kvasni&ného extraktu (bactoyest) a 5 g chloridu sodného, smichéno
a doplnéno do 1 litru redestilovanou vodou.

Médium PBS-Tw
80 mM hydrogenfosfit sodny, 20 mM dihydrogenfosfat sodny, 100 mM chlorid sodny,
0,1% Tween 20.

Médium PBS-T

4 g chloridu sodného, 0,1 g dihydrogenfosfatu draselného 1,45 g dodekahydratu hydrogen-
fosfatu sodného, 0,1 g chloridu draselného a 0,1 g azidu sodného, vie smichéno a doplnéno do
1 litru redestilovanou vodou, pH 7.4.

Roztok substrétu alkalické fosfatazy

0,01 % p-nitrofenylfosfatu rozpusténého v 10% vodném roztoku diethanolaminu, ktery byl
upraven na pH 9,8 kyselinou chlorovodikovou.
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Médium A
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, obsahujici 4,5 g/l glukdzy), 10%
inaktivované fetalni hovézi sérum (Hyclone) a 10 mM HEPES (pH 7,2).

Médium B

DMEM (obsahujici 4,5 g/l glukézy) 10 mM HEPES (pH 7,2), 3% inaktivované hovézi
fetdlni sérum, 5 pg/ml hovéziho inzulinu (vyroba Sigma), 8 ug/ml d-biotinu (vyroba Sigma),
4 mg/ml kyseliny panthotenové (vyroba Sigma), 1,0 mM dexamethason (Sigma) a 0,5 mM
izobutylmethyxantin (Aldrich).

Médium C

DMEM (obsahujici 4,5 g/l gluk6zy), 5% inaktivovaného hovéziho fetalniho séra, 10 mM
HEPES (pH 7,2), 100 ng/ml hovéziho inzulinu a 10 U/ml heparinu sodného (vyroba Novo
Industry Co.).

Roztok substratu LPL

13 mM glycerol tri-[9,10(n)-"H]oleat (51,8 kBg/umol, vyroba Amersham), 1,3 mg/ml L—
a—fosfatidylcholin distearoyl (vyroba Sigma Co.), 20 mg/ml hovéziho serumalbumin (vyroba
Sigma, co.), 135 mM Tris hydrochlorid [Tris~HCI(pH 8,1), vyroba Sigma Co.], 16,5% (v/v)
glycerol a 16,5% (v/v) inaktivované hovézi fetalni sérum.

Roztok guanidin thyikyanatu
4 M guanidin thiokyanat, 1% sarkosyl, 20 mM kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA),
25 mM citrat sodny (pH 7,0), 100 mM 2-merkaptoethanol a 0,1% antifoam A (Sigma).

Adsorpéni pufr
0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), | mM EDTA a 0,1% SDS.

Eluéni roztok
10 mM Tris—HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA a 0,05% SDS.

Reakéni roztok reverzni transkriptazy vzorku 2

50 ml Tris—HCI (pH 8,3), 8 mM MgCl,, 30 mM KCl, 0,3 mM dithiothreitol, 2 mM dATP,
2 mM dGTP, 2 mM dTTP, 10 uCi[oa—""P]dCTP a 1,4 ug vektoru primerové~DNA (3'~oligo(dT)-
koncovy pcDV-1, Pharmacia).

Reakéni roztok terminélni fransferézy
140 mM kakodylat draselny, 30 mM Tris—Cl (pH 6,8), 1 mM CoCl,, 0,5 mM dithiothreitol,

0,2 ug polyA a 100 mM dCTP.

Pufr pro restrikéni enzym
50 mM NaCl, 10 mM Tris—HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl, a 1 mM dithiotreitol.

10 objem ligaéniho pufru
10 mM ATP, 60 mM Tris—HCI (pH 7,5), 66 mM MgCl, a 100 mM dithiotreitol.

Elektroforeticky pigment
50% glycerol, 0,01 M hydrogenfosfat sodny (pH 7,0) a bromfenolova mod¥.

1 x TAE
0,04 M Tris—acetat, 0,01 M EDTA.
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120 mM NaCl, 15 mM citrat sodny, 13 mM dihydrogenfosfat draselny a | mM EDTA.

Reak&ni roztok pro reverzni transkriptdzu vzorku 6

1x pufr syntézy prvniho vlakna, 5% pyrofosfat sodny, 100 jednotek inhibitoru ribo-
nukle4zy, 1 mM dATP, 1 mM dGTP, 1 mM dTTP, 0,5 mM dCTP a 3,75 pg primeru oligo (dT),
vie poskytovano v cDNA Cloning Systém (Amersham).

SM pufr

100 mM NaCl, 8 mM MgS0,.7H,0, 50 mM Tris—HCI (pH 7,5) a 0,01% Zelatina.

Dialyza¢ni pufr

20 mM fosfatovy pufr (pH 7,8) a 0,5 M NaCl.

Kolonovy pufr

10 mM Tris—HCI (pH 7.4), 200 mM NaCl a | mM EDTA.

Roztok reakéniho pufru pro Taq polymerazu

Taq obsahujici 500 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500 mM KCl, 15 MM MgCl,, 100 mM dATP,
100 mM dCTP, 100 mM dGTP, 100 mM dTTp a 2 mg/ml Zelatiny.

Piehled sekvenci:

Sekvenéni &. ID:

Délka sekvence:

Typ sekvence:

Podet fetézch

Topologie:

Typ molekuly:

Piivodni zdrojovy organismus:
Vlastnosti:

Charakteristika exprese symbolu:
Umisténi:

Metoda pro stanoveni charakteristiky:

Charakteristika exprese symbolu:
Umisténi:

Metoda pro stanoveni charakteristiky:

Charakteristika exprese symbolu:
Umisténi:

Metoda pro stanoveni charakteristiky:

Umisténi:

Metoda pro stanoveni charakteristiky:

Sekvence:

11

1650

nukleova kyselina
dvouretézcova
linearni

cDNA na mRNA
Homo sapiens

CDS
1..647

E
mat—peptid
70..1647

E
mat—peptid
70..1647
sig peptid
1..69

E
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ATG TCA TGT CGAG GAC GGT CGG GCC

Met
<23

GCC
Ala

Ser

GCG
Ala

GGC
Gly

Cys Glu Asp
-20

GAA ACC GAT
Glu Thr Asp
-5

CAT GGT CCA
His Gly Pro

Gly

CTG
Leu

ACC
Thx
1s

Arg Ala

CCC GTT
Pro Val
1

TTG AAG
Leu Lys

CTG GAA GGA ACG
Leu Glu Gly Thr

-15

GTG TTT GTG AAA

Val Phe Val Lys

GCT TAT CAG GAG
Ala Tyr Gln Glu

-32-

20

S

CTC
Leu

CAG
Gln

GGC
Gly

TCG GAA TTG
Ser Glu Leu
-10

AGA AAG ATA
Arg Lys Ile

AGA CTT CAA
Arg Leu Gln
25

43

144



Lys

TAT

AAG
Lys

ACT
Thr

Gly

ACA
Thr

ATT
Ile

GTC
val

Lys
170

CTA
Leu

GAC
Asp

GAG
Glu

cCcC
Pro
75

GTG
Val

Gln

GTIT
Val

Gly

GTC
val
158

GCA
Ala

CTA
Leu

Leu

GCA
Ala
60

ACC
Thr

Lys

TCT

Ser

140

TAT
Tyxr

ACA

CZ 293745 B6

AAA ATG AAC GGC CCT GAA GAT CTT CCC ARG TCC TAT GAC
Lys Met Asn Gly Pro Glu Asp Leu Pro Lys Ser Tyr Asp

30

35

40

ATC ATC ATT GGA GGT GGC TCA GGA GGT CTG GCA GCT GCT
Ile Ile Ile Gly Gly Gly Ser Gly Gly Leu Ala Ala Ala

45

GCC CAA TAT
Ala Gln Tyr

GGC
Gly

AANG
Lys
6S

CCT CTT GGA-
Pro Leu Gly

ACT
Thr
80

AGA
Arg

TGC ATA CCT
Cys Ile Pro
9§

Lys Lys

TCT
Ser

CGA
Arg

CTG CAA GAC
Leu Gln Asp
110

CAT GAT TGG
His Asp Trp
125

GAC
Asp

AGA
Arg

GGC TAC
Gly Tyr
145

TTG AAT TGG
Leu Asn Trp

GAG AAT GCT TAT GGG
Glu Asn Ala Tyr Gly
160

AAT AAT AAA GGC AAA
Asn Asn Lys Gly Lys
175

50

AAG GTG ATG
Lys Val Met

GGT
Gly

CTT

Trp Leu

CTG
Leu

ATG
Met

CAT
His
100

AAT
Asn

TAT GGA
Gly

115

ATG
Met
130

ATA
Ile

GAA
Glu

CGA
Arg

GTA
val

GCT
Ala

ATT

Gln Phe Ile

GAA AAA
Glu Lys

ATT
Ile
180

-33-

S5

GTC CTG GAC TTT GTC
Vval Leu Asp Phe Val
70

GGA GGA ACA TGT GTG
Gly Gly Thr Cys Val
85

CAA GCA GCT TTG TTA
Glno Ala Ala Leu Leu
105

TGG AAA GTC GAG GAG
Trp Lys Val Glu Glu
120

GCT GTA CAG AAT CAC
Ala Val Gln Asn His
135

CTG CGG GAG AAA AAA
Leu Arg Glu Lys Lys
150

GGT CCT CAC AGG ATT
Gly Pro His Arg Ile
165

TAT TCA GCA GAG AGA
Tyr Ser Ala Glu Arg
185

152

240

288

336

384

432

480

528

576

624




TTT CTC ATT GCC
Phe Leu Ile Ala

GAC AAA GAA TAC
Asp Lys Glu Tyr
205
ARG
Lys

GGT
Gly
220

TGC CCG
Cys Pro

TGC GCT
Cys Ala
235

GGA

Gly Phe

AGG TCC
Arg Ser
250

ATT

Ile Leu

ATG
Met

GGT GAA
Gly Glu

CAC
His

CCA ATT
Pro Ile val

285

Lys

GTA GTA

val val Ala Glin

300

AAT ACG
Asn Thr
315

GTG
val

ATG
Met

GGC TTA
Gly Leu
330

GAA ACC
Glu Thr

ACT GGT
Thr Gly
190

TGC ATC
Cys Ile

ACC
Thr

CTG
Leu

Leu Ala

Leu

Glu
270

Gln

Glu

TCC
Ser

ACC

GCA

Leu Ala

GTA
Val Gly
335

GAA
Glu

AGC
Ser

GTT
val

GGT
Gly
240

GGA
Gly

CAT
His

ATT
Ile

AAT
Asn

ATA
Ile
320

GTG
val

CZ 293745 B6

AGA
Arg

AGT
Ser

CCA CGT
Pro Arg
195

GAT GAT
Asp Asp

- 210

GTT
val
225

ATT
Ile

Phe

GGC
Gly

GAA
Glu

AGT
Ser
308

GGA
Gly

Lys

GGA GCA
Gly Ala

GGT TTA
Gly Leu

GAC CAG
Asp Gln

ATC ARG

Ile Lys

275

GCA GGG
Ala Gly
290

GRG GAA

Glu Glu

AGA GAT
Arg Asp

ATA AAT
Ile Asn

-34-

TAC
Tyr

Leu

TCC
Ser

GAC
Asp

GAC
Asp
260

Phe

ACA

ATC
Ile

GCT
Ala

GAA
Glu
340

TG
Leu

Phe

TAT
Tyr

GTC
Val
245

ATG

Met

ATA
Ile

CCA
Pro

ATT
Ile

GGC ATC CCT GGT
Gly Ile Pro Gly
200

TCC TTG CCT TAC
Ser Leu Pro Tyr
215

GTC GCT TTG GAG
vVal Ala Leu Glu
230

ACT GTT ATG GTT
Thr Val Met Val

GCC AAC AAA ATT
Ala Asn Lys Ile
265

AGA CAG TTC GTA
Arg Glon Phe Val
280

GGC CGA CTC AGA
Gly Arg Leu Arxg
29s

GAA GGA GAA TAT
Glu Gly Glu Tyr
310

ACA AGA AAA ATT.
Thr Arg Lys Ile

ACT GGA AAA ATA
Thr Gly Lys Ile
345

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104
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CCT GTC ACA GAT GAA GAA CAG ACC AAT GTG CCT TAC ATC TAT GCC ATT 1152
Pro Val Thr Asp Glu Glu Gln Thr Asan Val Pro Tyr Ile Tyr Ala Ile
3so 388 360

GGC GAT ATA TTG GAG GAT AAG GTG GAG CTC ACC CCA GTT GCA ATC CAG 1200
Gly Asp Ile Leu Glu Asp Lys Val Glu Leu Thr Pro Val Ala Ile Gln
365 370 378

GCA GGA AGA TIG CTG GCT CAG AGG CTC TAT GCA GGT TCC ACT GTC AAG 124§
Ala Gly Arg Leu Leu Ala Gln Arg Leu Tyr Ala Gly Ser Thr Val Lys
380 385 390

TGT GAC TAT GAA AAT GTT CCA ACC ACT GTA TTT ACT CCT TTG GAA TAT 1296
'Cys Asp Tyr Glu Asn Val Pro Thr Thr Val Phe Thr Pro Leu Glu Tyr
395 400 405

GGT GCT TGT GGC CTT TCT GAG GAG AAA GCT GTG GAG AAG TTT GGG GAA 1344
Gly Ala Cys Gly Leu Ser Glu Glu Lys Ala Val Glu Lys Phe Gly Glu
410 415 420 425

GAA AAT ATT GAG GTT TAC CAT AGT TAC TTT TGG CCA TTG GAA TGG ACG 1392
Glu Asn Ile Glu Val Tyr His Ser Tyr Phe Trp Pro Leu Glu Trp Thr
430 435 440

ATT CCG TCA AGA GAT AAC AAC AAA TGT TAT GCA AAA ATA ATC TGT AAT 1440
Ile Pro Ser Arg Asp Asn Asn Lys Cys Tyr Ala Lys Ile Ile Cys Asn
445 450 455

ACT AAA GAC AAT GAA CGT GTT GTG GGC TIT CAC GTA CTG GGT CCA AAT 1488
Thr Lys Asp Asn Glu Arg Val Val Gly Phe His Val Leu Gly Pro Asn
460 465 470

GCT GGA GAA GTT ACA CAA GGC TTT GCA GCT GCG CTC AAA TGT GGA CTG 1516
Ala Gly Glu Val Thr Gln Gly Phe Ala Ala Ala Leu Lys Cys Gly Leu
475 480 485

ACC AAA ARG CAG CTG GAC AGC ACA ATT GGA ATC CAC CCT GTC TGT GCA 1584

Thr Lys Lys Gln Leu Asp Ser Thr Ile Gly Ile His Pro Val Cys Ala
490 4395 500 505
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GAG GTA TTC ACA ACA TTG TCT GTG ACC ARG CGC TCT GGG GCA AGC ATC 1632

Glu Val Phe Thr Thr Leu Ser Val Thr Lys Arg Ser Gly Ala Ser Ile

510

CTC CAG GCT GGC TGC TGA
Leu Gln Ala Gly Cys
525

Sekvenéni €. ID:
Délka sekvence:
Typ sekvence:
Pocet fetézci:
Topologie:

Typ molekuly:
Popis sekvence:

Met Ser Cys Glu Asp Gly
-23 -20

Ala Ala Glu Thr Asp Leu

-5
Gly Gly His Gly Pro Thr
10 15
Lys Leu Leu Lys Met Asn
30
Tyr Asp Leu Ile Ile Ile

Lys Glu Ala Ala Gln Tyr
€0
Thr Pro Thr Pro Leu Gly
75
Asn Val Gly Cys Ile Pro
90 95
Gly Gln Ala Leu Gln Asp
110
Thr Val Lys His Asp Trp
125
Ile Gly Ser Leu Asn Trp
140
Val Val Tyr Glu Asn Ala
155

Arg
Pro
Leu
Gly
Gly
Gly
Thr

80
Lys
Ser
Asp

Gly

Tyr
160

515 520

12

526
aminokyseliny
jednotetézcové
linearni

peptid

Ala Leu Glu Gly Thr Leu Ser Glu
-15 -10
Val Val Phe Val Lys Gln Arg Lys

Lys Ala Tyr Gln Glu Gly Arg Leu
20

Pro Glu Asp Leu Pro Lys Ser Tyr
35 40

Gly Gly Ser Gly Gly Leu Ala Ala

S0 55
Lys Lys Val Met Val Leu Asp Phe
65 70
Arg Trp Gly Leu Gly Gly Thr Cys
8s
Lys Leu Met His Gln Ala Ala Leu
100

Arg Asn Tyr Gly Trp Lys vVal Glu
115 120

Arg Met Ile Glu Ala Val Gln Asn

130 135

Tyr Arg Val Ala Leu Arg Glu‘Lys

145 150

Gly Gln Phe Ile Gly Pro His Arg

165

1650

Leu

Ile

Gln

ﬁ ~
Dowm

Ala
val
Val
Leu
105
Glu
His
Lys

Ile
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Lys Ala Thr Asn Asn Lys Gly Lys Glu Lys Ile Tyr Ser Ala Glu Arg

170

175

180

185

Phe Leu Ile Ala Thr Gly Glu Arg Pro Arg Tyr Leu Gly Ile Pro Gly

190

1385

200

Asp Lys Glu Tyr Cys Ile Ser Ser Asp Asp Leu Phe Ser Leu Pro Tyr
210
Cys Pro Gly Lys Thr Leu Val Val Gly Ala Ser Tyr val Ala Leu Glu

Cys
Arg
250
Gly
Pro
val
Asn
Gly
330
Pro
Gly
Ala
Cys
Gly

410
Glu

Ile

Thr

Ala

205

220
Ala Gly Phe

235
Ser Ile Leu

Glu His Met

Ile Lys Val
' 285
val Ala Gln
300
Thr Val Met
315
Leu Glu Thr

Val Thr Asp

Asp Ile Leu
365
Gly Arg Leu
380
Asp Tyr Glu
395
Ala Cys Gly

Asn Ile Glu

Pro Ser Arg
445
Lys Asp Asn
460
Gly Glu Val
475

Leu
Leu
Glu
270
Glu
Ser
Leu
val
Glu
350
Glu
Leu
Asn

Leu

val
430
Asp

Glu

Thr

225

Ala Gly Ile Gly Leu Asp

Arg
255
Glu
Gln
Thr
Ala
Gly
335
Glu
Asp
Ala

vVal

Ser
415

Tyr

Asn

Arg

Gln

240
Gly

His

Ile

Asn

Ile

320

val

Gln

Lys

Gln

Pro

Phe
Gly
Glu
Ser
305
Gly
Lys
Thr
val
Arg

385
Thr

400

Glu

His

Asn

val

Gly
480

Glu

Ser

Lys

val

465
Phe

-37-

Asp
Ile
Ala
290
Glu
Arg
Ile
Asn
Glu
370
Leu
Thr

Lys

TYE
Cys
450
Gly

Ala

Gln Asp
260

Lys Phe

275

Gly Thr

Glu Ile
Asp Ala
Asn Glu
340
Val Pro
385
Leu Thr
Tgr Ala
Val Phe
Ala val
420
Phe Trp

415
Tyr Ala

Phe His

Ala Ala

val
245
Met
Ile
Pro
Ile
Cys
325
Lys
TYyr
Pro

Gly

Thr
405
Glu
Pro
Lys

val

Leu
485

215

230

Thr Val Met Val

Ala Asn Lys Ile
25§

Arg Gln Phe Val

280
Gly Arg Leu Arg
2358

Glu Gly Glu Tyr

310

Thr Arg Lys Ile

fhr Gly Lys Ile
3
Ile Tyr Ala Ilz

val Ala I:is Giz
375

Ser Thr Val Lys

330

Pro Leu Glu Tyr

Lys Phe Gly Glu
425

Leu Glu Trp Thr

440
Ile Ile Cys Asn
455

Leu Gly Pro Asn

470

Lys Cys Gly Leu
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Thr Lys Lys Gln Leu Asp Ser Thr Ile Gly Ile His Pro Val Cys Ala
4390 495 500 . 505
Glu Val pPhe Thr Thr Leu Ser Val Thr Lys Arg Ser Gly Ala Ser Ile

20

25

30

35

40

45

510 515 520
Leu Gln Ala Gly Cys
525
Sekvenéni ¢. ID: 13
Délka sekvence: 15
Typ sekvence: nukleové kyselina
Podet fetézci: dvoufetézcova
Topologie: linedrni
Typ molekuly: dalsi typy DNA, syntetickd DNA
Popis sekvence:
TAAATAAATA AATAA
Sekvenéni &. ID: 14
Délka sekvence: 66
Typ sekvence: nukleova kyselina
Podlet fetézcii: dvoufetézcova
Topologie: linearni
Typ molekuly: dali typ DNA, syntetickd DNA

Popis sekvence:

CTAGCGCTCT GGGGCAAGCA TCCTCCAGGC

TGGCTGCCAC CACCACCACC ACCACTGATC TAGACT 66
Sekvenéni ¢. ID: 16

Délka sekvence: 18

Typ sekvence: nukleova kyselina

Topologie: linearni

Typ molekuly: dalsi typ DNA, synteticka DNA
Popis sekvence:

GGTCAGCACA AATTTCCA 18
Sekvenéni ¢. ID: 16

Délka sekvence: 24

Typ sekvence: nukleova kyselina

Topologie: linearni

Typ molekuly: dalsi typ DNA, syntetickd DNA

Popis sekvence:
AAACACAACT TGGAATGAAC AATT

Sekvencéni €. ID:

Délka sekvence:

Typ sekvence:

Topologie:

Typ molekuly:

Popis sekvence:

TCATTCCAAG TTGTGTTTGT GAAA

Sekvenéni &. ID:
Délka sekvence:

24

17

24

nukleové kyselina

linearni

dalsi typ DNA, syntetickd DNA

24

18
18
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Typ sekvence: nukleova kyselina

Topologie: linearni

Typ molekuly: dal3i typ DNA, synteticka DNA
Popis sekvence:

CATAGGATGC TCCAACAA 18

PATENTOVE NAROKY

1. Polynukleotidova sekvence kédujici polypeptid, ktery obsahuje sekvenci aminokyselin od
tisla 1 do &isla 526 sekvence &. ID: 12 nebo ktera kéduje mutaci &i variantu fe¢eného polypeptidu
s predpokladem, Ze polypeptid, kédovany touto polynukleotidovou sekvenci je schopen reduko-
vat dichloroindofenol a oxidovany glutathion.

2. Polynukleotidova sekvence podle néroku 1, kterd md 55% nebo vy33i sekvenéni homologii
se sekvenci aminokyselin &. 1 az 526 sekvence €. ID: 12.

3. Polynukleotidova sekvence podle naroku 1, ktera sdili vice nez 70% sekvenéni homologii se
sekvenci aminokyselin &. 1 aZ 526 sekvence &. ID: 12.

4. Polynukleotidova sekvence podle naroku 1, ktera sdili vice nez 80% sekven&ni homologii se
sekvenci aminokyselin &. 1 az 526 sekvence ¢&. ID: 12.

5. Polynukleotidova sekvence podle kteréhokoli z narokii od 1 aZ do 4, jejiz kodujici sekvence
obsahuje nukleotidovou sekvenci 70 aZ 1647 vyzna&enou v sekvenci €. ID: 11.

6. Polynukleotidova sekvence podle naroku 1, ktera koduje polypeptid majici sekvenci —23 az
526 ze sekvence &. ID: 12 nebo jeji mutaci €i variantu.

7. DNA, ktera hybridizuje s polynukleotidovou sekvenci podle kteréhokoli z néroki 1 aZ 6 za
hybridizaénich podminek s pouzitim 6x SSC pfi teploté 60 a2 70 °C a ve které pozitivni koédujici
fetézec DNA koduje polypeptid majici redukujici tcinek.

8. Polypeptid, ktery je kédovan polynukleotidovou sekvenci podle kteréhokoli niroku 1 az 7.

9, Polypeptid podle naroku 8, ktery je ur&en pro vyuZiti v profylaxi nebo 16€be stavii zpisobe-
nych nebo souvisejicich s oxidativnim stresem nebo s kterymkoliv onemocnénim zpusobenym
aktivovanym kyslikem.

10. Polypeptid podle naroku 8 uréeny pro vyuZiti v profylaxi nebo €b& arterioskler6zy, diabetu
nebo ischemickych poruch.

11. Polypeptid podle néroku 8, ktery je ur&en pro vyuZiti v profylaxi nebo 1é¢bé arteriosklerézy,
diabetu, ischemickych poruch, edemii, vaskularni hypermeability, zinétd, poruch Zaludegni
sliznice, akutni pankreatitidy, Crohnovy nemoci, viedové kolitidy, poruch jater, Paraquatovy
nemoci, rozedmy plic, chemokarcinogeneze, karcinogennich metastéz, syndromu nedostate¢nosti
dychaciho tstroji u dospélych, disseminované intravaskularni koagulace (DIC), Sedého zakalu,
predasné retinopatie, autoimunitnich onemocnéni, porfyrémie, hemolytického onemocnéni,
sttedomotské anemie, Parkinsonovy nemoci, Alzheimerovy nemoci, epilepsie, poruch
z ultrafialového zafeni, poruch z ozafeni, omrzlin a popalenin.
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12. Poutziti polypeptidu podle naroku 8 pro vyrobu farmaceutického prostiedku pro 1é&bu nebo
profylaxi kteréhokoli stavu specifikovaného v nékterém z naroki 10 az 12.

13. Farmaceuticky prostfedek, vyznaé&ujici se tim, Ze obsahuje farmakologicky
a¢inné mnoZstvi peptidu podle naroku 8 spolu s farmakologicky pfijatelnym nosi¢em tohoto
peptidu.

14. Vektor, ktery obsahuje polynukleotidovou sekvenci podle kteréhokoli z naroki 1 az 7.

15. Vektor podle naroku 14, ktery je expresivni vektor.

16. Hostitel, transformovany vektorem podle kteréhokoli z niroku 14 nebo 15 s vyjimkou
lidskych bunék.

17. Expresivni systém v némZ je hostitel s vyjimkou lidskych bunék transformovany vektorem
podle néaroku 15.

18. Expresivni systém podle naroku 17 v némz je hostitelem E. coli.

19. Protilatka nebo jeji ekvivalent specificky rozpoznavajici polypeptid kédovany polynukleoti-
dovou sekvenci podle naroku 1 nebo specificky rozpoznavajici mutaci &i variantu tohoto
proteinu.

20. Protilatka podle naroku 19, kterd je monoklonalni protilatkou.

21. Protilatka podle naroku 19 nebo 20, ktera antigenné napodobuje lidskou protilatku.

22. Anti-idiotypova protilatka, ktera rozpoznéavé rozpoznavaci misto protilitky podle kterého-
koli z ndrokt 19 az 21.

23. Protilatka, kterd je produkovina hybridomem oznaéenym MKM150-2 a uloZenym pod
evidenénim ¢&islem FERM BP-5086.

24. Pouziti protilatky podle kteréhokoli z naroki 19 aZz 23, pro izolaci a purifikaci proteinu
kédovaného polynukleotidovou sekvenci podle naroku 1.

25. Hybridom, ktery v kultufe exprimuje protilatky podle kteréhokoli z narokt 19 aZ 22.

26. Hybridom oznateny MKM150-2 a uloZeny pod evidenénim &islem FERM BP-5086.

5 vykresii

- 40 -



CZ 293745 B6

’ Hind II1 SRe promotor
R
Ap AR
| Pstl
cDNA pcBL-SRax 296
Hind II1
Kpnl
lHindIII L Kpnl/Pstl
Hind II1 HindIIl Kpnl Pstl
- 1 L—r —{ —
cONA ) apR SRx pr;motor

I zatupeni konct zatupeni konci

reakce fosfatazy

l ligace

SRa promotor

cONA

Obr. 1

-41 -




CZ 293745 B6

Ecol4 711l

S ' CTAGCGCTCTGGGGCAAGCATCCTCCAGGCTGGCTGCCACCACCAC

3 ' GATCGCGAGACCCCGTTCGTAGGAGGT CCGACCGACGQ IGGTGGIG
His x6

CACCACCACTGATCTAGACT3!
GTGGTGGTGACTAGATCTGAS'

)Eba[

pUCKM31-7

Obr. 2

-42 -



CZ 293745 Bé6

malE
Hind I1I
R
Ap : %m
cDNA
Xbal ApR
l HindIII/Xbal 1XbaI/SfuI
Hinguustunr end) XibaI XE__E' - | ﬂur
DNA AR P malE
l ligace

V \DNA

ptrc

ApR

Obr. 3

-43-




CZ 293745 B6

DCip
0.5- —— PMAL
—O— PMAL31

i?\\\\‘ — a

E
s 0.4
o
v
0.3 ] L] v 1 4 v L]
0 10 . 20 30
Min
| oCiIp
0.22 —o— PMAL
—0O— PMAL31
0.20 - -
£ 0.18-
[}
4
0.16-
0.14-
0.12 T . ; , ,
0 10 . 20 30
Min

Obr. 4

-44 -



PMAL
4 PMAL 31

30

15

0.10;

o

0.0

EEEEE




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

