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Oblast techniky

Vynélez popisuje prostredky a metody ovlivnéni fyziologie
savca zahrnujici  funkci imunitniho systému. Zvl1asté se
popisuji metody regulujici vyvo] a/nebo imunitni systém.
Popisuje se take diagnosticka a terapeuticka pouziti téchto

materidli.

Dosavadni stav techniky

Technologie rekombinace DNA znamend& v obecném pripadé
zpusob zaclenéni genetické informace z darce do vektort za
Géelem dalsiho zpracovéani. Vektory se mohou zavést do
hostitele, kde se vytvori kopie pfenesené genetické informace,
a/nebo se exprimuji Vv novém prostfedi. V p&zném pripadé
existuje geneticka informace ve formé komplementdrni DNA
(cDNA) ziskané z messengerové RNA (mRNA) kédujici pozadovany
proteinovy produkt. Nosi&em je &asto plazmid, ktery vykazuje
kapacitu zac¢lenit CcDNA za ugelem pozdé&jsi replikace do
hostitele a v nékterych pripadech dokonce ¥idit expresi cDNA,
&imZ ¥idi syntézu ko6dovaného produktu v hostiteli (popisuje se
napfiklad v publikaci Sambrook, et al., (1989), Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, (2d ed.) vls. 1-3, CSH Press,

NY) .

Je znamo, Ze imunitni odezva savca je zaloZena na sérii
komplexnich bun&énych interakci, které se nazyvajl ,imunitni
sit™. Sou&asny vyzkum poskytuje novy pohled na vnit¥ni vazby
v této siti. Zatimco Je z¥ejmé, ze ve skuteénosti se imunitni
odezva prilis nepodili na interakcich 1lymfocytd, makrofagd,

S

granulocytd a jinych bunék, imunologové v soudasné dobeé

prosazujil nazor, e rozpustné proteiny znamé Jjako lymfokiny,



cytokiny nebo monokiny maji dileZitou alohu p¥i #izeni téchto
pun&&nych interakci. Je dalezité izolovat a charakterizovat
punééné modulacni faktory a porozumét jejich mechanizmu
pusobeni, coZ povede ke zlepdeni diagnézy a terapie Ffady

zdravotnich abnormalit, napriklad poruch imunitniho systému.

Lymfokiny zjevné ruznym zpusobem zprostfedkovévaji bunécné
aktivity (popisuje se napfriklad v publikaci Paul (ed. 1996)
Fundamental Immunology 3d ed., Raven Press, New York a Thomson

(ed.1994) The Cytokine Handbook 2d ed., Academic Press, San

Diego). Ukazuje se, e cytokiny podporuji proliferaci, rust
a/nebo diferenciaci pluripotencionélnich krvetvornych
kmenovych bunék do nesmirného poctu progenitord, které

obsahuji odlisné diverzni linie, jenZ tvofl komplexni imunitni
systém. Spravné a vyvazené interakce mezi bun&&nymi komponenty
jsou nezbytné pro zdravou imunitni odpoveéd. V ptipadé, zZe se
lymfokiny aplikuji ve spojeni s jinymi &inidly, ruzné bunécneé

linie casto odpovidaji odlisnym zpusobemn.

Bun&&né linie, které jsou zv14a3té dhlezité pro imunitni
odezvu zahrnuji dvé tfidy lymfocytt: B-bunky, které mohou
produkovat a vylucovat imunoglobuliny (proteiny se schopnosti
rozeznavat a vazat se na cizorodé latky za ucCelem jejich
odstranéni) a T-buiky rtznych subtypu, které vylucujil
lymfokiny a vyvolavajl a potlacuji B-bunky a razné jiné bunky
(zahrnujici Jiné T-bunky), které tvofl imunitni sit. Tyto

lymfokiny reaguji s fadou jinych typt bunék.

prekazkou vyzkumu za ucelem lépe porozum&t a lécit rtizné
poruchy imunity je obecnd neschopnost udrzet bufiky imunitniho
systému in vitro. Imunologové zjistily, Ze kultivace fady
bunék miZe byt doprovazena pouzitim T-bunék a jinych bun&cnych
supernatantt, které obsahuji rtzné ristove faktory zahrnujici

tadu lymfokinu. ~
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Existuji rbzné rustové a regulaéni faktory, které moduluji
morfogenni vyvoj. Je zndma Yada receptord vhodnych pro
cytokiny. Casto ve funk&nim receptoru existuji alespoii dvé
kritické podjednotky (popisuje se v publikaci Heinrich, et
al., (1998) Biochem. J. 334: 297-314, Gonda and D’ Andrea
(1997) Blood 89: 355-369, Presky, et al., (1996) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93: 14002-14007, Drachman and Kaushansky (1995)
Curr. Opin. Hematol. 2: 22-28, Theze (1994) Eur. Cytokine
Netw. 5: 353-368 a Lemmon and Schlessinger (1994) Trends
Biochem. Sci. 19: 459-463).

Se shora uvedenych informaci vyplyva, Ze objev a vyvoj
novych rozpustnych proteind a jejich receptorl, které zahrnuji
ty podobné lymfokinlm, by se mohly podilet na novych terapiich
Sirokého rozsahu degenerativnich nebo abnormélnich podminek,
které pfimo nebo nep¥imo =zahrnuji vyvoj, diferenciaci nebo
funkci napfiklad imunitniho systému a/nebo krvetvornych bunék.
Velmi vyhodné Dbude objeveni a porozuméni funkci novych
receptori vhodnych pro molekuly podobné lymfokinlm, které
zesiluji nebo umoctiuji vyhodné aktivity Jjinych lymfokint.
Vynédlez popisuje nové receptory ligandd, které vykazuji
podobnost s latkami, jenZz jsou podobné cytokinlm, a pribuzné

sloueniny a metody jejich pouziti.

Podstata vynalezu

Vyndlez popisuje nové receptory pfibuzné receptorum
cytokin, Jjako Jjsou napfiklad molekulové struktury podobné
receptorum cytokint, oznacované podjednotky receptorl cytokini
DNAX (DCRS), a jejich biologické aktivity. Vynadlez zvlasté
popisuje Jjednu podjednotku oznadovanou DCRS5. Vynalez také
zahrnuje nukleové kyseliny koédujici samotné polypeptidy a
metody Jjejich produkce 2 vyuziti. ©Nukleové kyseliny podle
vynalezu se charakterizuji svou homologii se zde

uvedenymi klonovanymi komplementadrnimi sekvencemi DNA (cDNA).
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Navic vynalez popisuje spojeni ligandu p40/IL-B30
s podjednotkami receptoru DCRSS a IL-12RP1l, pEicemZ uvedené
parovani Je indikaci pro pouZiti agonistu a antagonistu

zaloZenych na Zinidlech frizenych na tyto receptory.

Vynalez popisuje V podstaté ¢isté nebo rekombinantni
polypeptid obsahujici alespon deset sousedicich aminokyselin
vnitrobun&&né Ccasti se sekvenci SEQ ID NO: 2. V jistych
provedenich vynalezu polypeptid obsahuje alespon 25
sousedicich aminokyselin vnitrobun&&né Casti se sekvenci SEQ
ID NO: 2. Dale mlaZe Dbyt polypeptid rekombinantni obsahujici
vnitrobun&&nou &ast sekvence SEQ ID NO: 2. Didle muZe
polypeptid obsahovat alespon deset sousedicich aminokyselin
Sasti, kterd neni extrabun&énd a Jje popsana sekvenci SEQ ID
NO: 2, nebo ptirozenou sekvenci SEQ ID NO: 2 nebo Jje
v podstate Eistym pEirozenym polypeptidem. Mezi jinymi
rekombinantni polypeptid miZe obsahovat prirozenou sekvenci
uvedenou v tabulce &. 1 a Je neglykosylovanym polypeptidem,
pochéazi z Clovéka, obsahuje alespon 40 sousedicich
aminokyselin se sekvenci SEQ ID NO: 2, vykazuje alesponn tEi
nepfekryvajici se segmenty tvofene Z 15-ti sousedicich
aminokyselin se sekvenci SEQ ID NO: 2, je pfirozena polymorfni
varianta sekvence SEQ ID NO: 2, mi délku alespon okolo 30-ti
aminokyselin, vykatuje alespon dva nepfesahujici eplitopy,
které jsou specifické pro DCRS5 primata, ma molekulovou
hmotnost alespon 30 000 s ptirozenou glykosylaci, je
syntetickym polypeptidem, existuje ve sterilni form&, Je ve
vodném nebo pufrovaném roztoku, je pripojen na pevny substrat,
je konjugovany S jinou chemickou casti nebo Jje fyzikalne

spojen s polypeptidem IL-12RP1.

" Jind provedeni vynalezu popisuji v podstaté &¢isty nebo
rekombinantni  polypeptid_ obsahujici alespon dva odlisné
nepfekryvajici se segmenty alespon Sesti sousedicich

aminokyselin vnitrobunédné Casti sekvence SEQ ID NO: 2,



v podstaté& cCisty nebo rekombinantni polypeptid obsahujici
alesponi dvanéact sousedicich aminokyselin vnitrobuné&né Ccéasti
sekvence SEQ ID NO: 2 nebo V podstaté& <Cistou pfirozenou
sekvenci polypeptidu obsahujici zralou sekvenci SEQ ID NO: 2.
Polypeptidy se mohou vyskytovat v uréitych formach, polypeptid
obsahuje alespon dva rozdilné neptekryvajici se segmenty
tvorené alespon Sesti sousedicimi aminokyselinami
vnitrobund&&né Casti sekvence SEQ ID NO: 2, kde rozdilné
neprekryvajici se segmenty zahrnuji Jeden tvoreny alespon
dvanacti aminokyselinami, zahrnuji jeden tvoreny alespon sedmi
aminokyselinami a druhy tvoteny alespon deviti
aminokyselinami, zahrnuje t¥eti odlisny seggment tvoreny
alesponi Sesti aminokyselinami nebo obsahuje Jjeden segment
vybrany z R3555-L373, p378-L405, VA407-D426, KA428-D439, P441-
V452, 1454-G460, I1465-T587 nebo N592-606 nebo polyppetid dale
obsahuje alespon dva rozdilné neptekryvajici se segmenty
tvorené alespon Sesti sousedicimi aminokyselinami extrabunécné
tasti sekvence SEQ ID NO: 2. 'V jiném ptipadé polypeptid
obsahujici alespon dvanéact sousedicich aminokyselin
intrabun&dné &asti sekvence SEQ ID NO: 2 bude ten, kde segment
s dvanacti aminokyselinami obsahuje Jjeden =z R355-1.373, P378-
1405, V407-D426, K428-D439, P441-v452, 1454-G460, 1465-T587
nebo N592-606, nebo polypeptid dale obsahuje alesponi dva
odlisné nepresahujici segmenty tvotrené alespon gesti
sousedicimi aminokyselinami extrabuné&éné casti sekvence SEQ ID
NO: 2. Nebo <&ista, prirozena sekvence polypeptidu obsahujici
sralou sekvenci SEQ ID NO: 2 mize dale obsahovat epitop vhodny
pro &i3té&ni nebo detekci. Takové polypeptidy mohou obsahovat
zralou sekvenci uvedenou v tabulce c. 1, maze byt
neglykosylovanym polypeptidem, mize pochéazet z Clovéka,
obsahuje alespoii 40 sousedicich aminokyselin se sekvenci SEQ
ID NO: 2, vykazuje alespon -tfi nepresahujici segmenty alespon
15-ti sousedicich aminokyselin se sekvenci SEQ ID NO: 2, Je

ptirozenou polymorfni variantou sekvence SEQ ID NO: 2, ma



délku alespon pEiblizné 30 aminokyselin, vykazuje alesponl dva
neprekryjici se epitopy, které Jjsou specifické pro DCRS5
primatd, majl molekulovou hmotnost alespoit 30 000 s prirozenou
glykosylaci, je syntetickym polypeptidem, je ve sterilni
formé&, vyskytuje se ve vodném nebo pufrovaném roztoku, je

zachycen na pevném substratu, je konjugovédn s jinou chemickou

Gasti nebo je fyzikalné& spojen s polypeptidem IL-12RP1.

Vynalez popisuje riizné jiné prostfedky, které napfiklad
obsahuji v podstaté &isty polypeptid kombinovany s proteinem
IL-12RB1, nebo takovy polypeptid a nosicem, kde nosi¢ je vodna
sloudenina =zahrnujici vodu, fyziologicky roztok a/nebo pufr
a/nebo Jje upraven pro oradlni, rektalni, nasalni, povrchovou

nebo parenteralni aplikaci.

Vynadlez popisuje sady obsahujici popsany polypeptid a
kompartmen s polypeptidem, kompartment obsahujici polypeptid
IL-12RB1, kompartment obsahujici p40, IL-B30 nebo polypeptid
p40/IL-B30 nebo instrukce vhodné pro pouZiti nebo likvidaci

&inidel v sadée.

Popisuji se protilatky a jineé vazebné sloucdeniny, které
napfiklad obsahuji vazebné misto na antigen pochéazejici
z protiléatek, které specificky vaze vnitrobun&dnou cast DCRSS,
kde vazebna sloudenina Jje v kontejneru, polypeptid pochazi
z &lové&ka, vazebna sloudenina mazZe byt fragment Fv, Fab nebo
Fab2, vazebnd slouCenina se konjugovala s jinou chemickou
&tasti. Protilatka je Fizena proti peptidové sekvenci zralého
polypeptidu uvedené v tabulce &. 1, protilatka je urena proti
sralému DCRSS, proti zralému DCRS5, &isténému lidskému DCRS5,
vybrala se imunologickou metodou, je polyklonalni protilatkou,

vése se na denaturovany DCRSS, vykazuje hodnotu konstanty Kd
va&i antigenu alesponi 30 pm, Jje zachycena na pevném substratu,

ktery zahrnuje kulilky nebo plastovou membranu, je ve formeé

sterilniho prostfedku nebo Je detekovatelné& znacena, pficemz
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zahrnuje radioaktivni nebo fluorescenéni zna&ky. Také se
popisuji sady obsahujici vazebnou slouGeninu a kompartment
obsahujici vazebnou slouceninu, kompartment obsahujici
polypeptid p40, polypeptid IL-B30, polypeptid DCRSS a/nebo
polypeptid IL-12RB1, kompartment obsahujici protilatku, které
se selektivn& vaZe na polypeptid p40, polypeptid IL-B30,
polypeptid DCRS5 a/nebo polypeptid IL-12RB1 nebo instrukce pro

pouziti nebo likvidaci &inidel obsaZenych v sadé.

Vynalez dale popisuje metody napfiklad produkci komplexu
antigen:protilatka zahrnujici  kontakt polypeptidu primata
DCRS5 s protilatkou za vhodnych  podminek, co? umoZzZiuje
vytvofeni komplexu. Takova metoda se miuZe pouzit pri izolaci
komplexu od jinych cytokinovych receptoru, komplex se izoluje
od jiné protilatky, kontakt Je se vzorkem, ktery obsahuje
interferon, kontakt umoziuje xvantitativni detekci antigenu,
kontakt je se vzorkem obsahujicim protildtku nebo kontakt
umozfuje kvantitativni detekci protilatky. Vynalez popisuje i
jiné prostfedky. Je to napfiklad prostredek obsahujici
sterilni vazebnou slouceninu nebo vazebnou slou&eninu a nosic,
kde nosicem je vodnad sloucCenina zahrnujici vodu, fyziologicky
roztok a/nebo pufr a/nebo Jje upravena pro oralni, rektalni,

nasalni nebo povrchovou nebo parenteralni aplikaci.

Vyndlez také popisuje izolovanou nebo rekombinantni
nukleovou kyselinu kodujici polypeptid DCRS5, kde DCRS5S
pochazi =z &lovéka, nebo nukleovou kyselinu koédujici sekvenci
antigenniho peptidu uvedenou v tabulce &. 1 nebo koduje velké
mno?stvi sekvenci antigennich peptidd uvedenych Vv tabulce C¢.
1, vykazuje shodu alespoil 14-ti nukleotidd s pfirozenou cDNA
kédujici segment, Je expresivnim vektorem, dale obsahuje
pocétek replikace, pochazi z pfirozeného zdroje, obsahuje
detekovatelnou zna&ku, obsahuje syntetickou nukleotidovou
sekvenci, ale men3i nez g~kb, prednostné je men3i nez 3 kb,

pochdzi z primatu, obsahuje pfirozenou kodujici sekvenci plné
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délky, Jje hybridizalni sondou pro gen kodujici DCRS5 nebo Jje
primer PCR, produkt PCR nebo primer pro mutagenezi. Popisuji
se bunky obsahujici rekombinantni nukleovou kyselinu
zahrnujici prokaryontni butiku, eukaryontni bunku, bakteridlni
putiku, kvasinkovou bunku, hmyzi bunku, my3i bunku, bunku

primata nebo lidskou bunku.

Vyndlez dale popisuje sadu, ktera obsahuje nukleovou
kyselinu a za kompartment obsahujici nukleovou kyselinu,
kompartment obsahujici nukleovou kyselinu kodujici polypeptid
p40, polypeptid I1-B30, polypeptid DCRS5 a/nebo polypeptid IL-
12RP1, kompartment obsahujici protilatku, kterd se selektivné
vaze na polypeptid p40, polypeptid IL-B30, polypeptid DCRSS
a/nebo polypeptid IL-12RP1 nebo instrukce pro pouziti nebo

likvidaci &inidel v sadé.

Vynalez dale popisuje nukleovou kyselinu, ktera
hybridizuje za podminek promyvani po dobu 30 minut pri teploté
30 °C a v méné& neZ 2 mM soli s c&asti sekvence SEQ ID NO: 1
kodujici vnitrobunécnou Gast nebo vykazujici shodu pruhu
alespofi 30-ti nukleotidl s vnitrobuné&nou &asti DCRS5 primata.
Takova nukleova kyselina Jje s vyhodou ta, kde promyvaci
podminky hybridizace jsou teplota 45 °C a/nebo 500 mM sl nebo
teplota 55 °C a/nebo 150 mM sl nebo pruh je tvoIen alesponn 55
nebo 75 nukleotidy.

Terapeutické pouZiti zahrnuje zplsoby modulace fyziologie
nebo vyvoje bunky zahrnujici kontakt bunky s antagonistou
p40/IL-B30, ktery Jje komplex obsahujici extrabuné&lnou cast
DCRS5 primata a/nebo extrabund&nou <&ast IL-12RPl1 primata,
antagonistou p40/IL-B30, ktery Jje protilatkou vazajicli se na
komplex obsahujici DCRS5 primata a/nebo IL-12RP1l, antagonistou
p40/IL-B30, ktery je protilatkou vadi IL-12RB1, antagonistou

p40/IL-B30, ktery IJe antisense nukleova kyselina vac¢i DCRSS
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nebo IL-12RPl nebo agonistou p40/IL-B30, ktery Je protilatkou

vazajici se na komplex obsahujici DCRS5 primdta a/nebo IL-12RP1
primata. Pri jednom  typu metod ke kontaktu dochazi
s antagonistou a kontakt probiha Vv kombinaci s antagonistou
va&i I1L-12, 1IL-18, TNF a/nebo IFNy nebo buiika pochazi
z hostitele, ktery vykazuje znaky nebo symptomy chronického
onemocn&ni zprostfedkované THI, vykazuje symptomy nebo znaky
roztroudené sklerdzy, revmatické artritidy, osteocartritidy,
s4nétlivého onemocnéni stfev, cukrovky, lupénky nebo sepse,
nebo hostitel obdrZel alogenni transplantaty. Naopak zpusob
mi%e zahrnovat kontakt s agonistou a pak ke kontaktu dochazi
v kombinaci s IL-12, IL-18, TNF nebo IFNy nebo bunka pochazi
z hostitele, ktery vykazuje znaky nebo symptomy chronické
odezvy ThZ, trpi rlstem nadoru, virovym nebo plisnovym
onemocnénim, aplikovala se mu vakcina nebo trpi alergickou

odpovédi.

Osnova

I. Obecné

II. Aktivity

ITII. Nukleové kyseliny

A. kodujici fragmenty, sekvence, sondy
B. mutace, chimery, fuze

C. priprava nukleovych kyselin

D. vektory, bunky obsahujici vektory

!
<

Proteiny, peptidy
fragmenty, sekvence, imunogeny, antigeny
muteiny
agonisty/antagonisty, funkéni ekvivalenty
p¥iprava proteinl

- P¥iprava nukleovych kygelin, proteinl
syntetické

rekombinantni

Pw3><lUOUJID

prirozené zdroje
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VI. Protilatky

polyklondlni

monoklonalni

fragmenty, Kd
anti-idiotypické protilatky

Mmoo Q W P

puné&&né linie hybridoml

VII. Sady, diagnostika a kvantifikace

A. ELISA

B. test mRNA kodujici

Cc. kvalita/kvantita

D. sady

VIII. Terapeutické prostredky, metody
A. kombina&ni prostredky

B. jednotkova davka

C. aplikace

IX. Testovani

I. Obecné

Vynalez popisuje aminokyselinovou sekvenci a sekvenci DNA
savce, v tomto p¥ipadé primata, podjednotky molekul podobnych
receptoru cytokinu, kdy tato podjednotka oznacena podjednotka
5 receptoru cytokinu DNAX (DCRS5) m& urditym zpusobem
definované vlastnosti a to Jak strukturni tak biologicke.
RAzné cDNA kodujici tyto molekuly se ziskaly z primata,
napfiklad z knihovny sekvenci 1lidské cDNA. PozZaduji se také

S4dsti z jinych primatd nebo savcu.

Navic vynalez popisuje parovani  ligandu p40/IL-B30
s podjednotkami receptoru DCRS5 a IL-12RPl, Jjejichz parovani
poskytuje proniknuti do indikaci pouziti agonistl a

antagonistl zaloZenych na &inidlech.

.
Nékterd ze standardnich metod se popisuji v publikaci

Maniatis, et al., (1982) Molecular Cloning, A Laboratory
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Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor
Press, Sambrook, et al., (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (2d ed.), vols. 13, CSH Press NY, Ausubel,
et al., Biology, Greene publishing Associates, Brooklyn, NY
nebo Ausubel, et al., (1987 a periodické dopliiky) Current

Protocols in Molecular Biology, Greene/Wiley, New York).

Nukleotidova (SEQ ID NO: 1) a odpovidajici aminokyselinové
sekvence (SEQ ID NO: 2) priméta, Jjako je napfiklad clovek,
kodujici segment DCRS5 je zobrazena v tabulce c. 1.
Pfedpoklédnéd signdlni sekvence je urcena, ale miZe zAaviset na
typu bunék nebo mare obsahovat v obou smérech ndkolik zbytkl
navic. Potencialni a glykosylaéni zbytky jsou asparagin 6, 24,
58, 118, 157, 209 a 250. Je pravdépodobné, e disulfidové
mistky se nachazeji mezi cysteinovymi zbytky v polohach 29 a
78 a konzervovany motiv C_CXW se nachadzi v polohach
110/121/123. V poloze 219 je patrny tryptofan a motiv WxxWS Jje
patrny od polohy 281 do 285. Segment v polohéach 1 az 101 je
v domén& 1Ig, v polohdch 102 do 185 Je doména 1 vazajicil
cytokin, v polohéch 196 az 297 Jje doména 2 vazajici cytokin,
oblast 298 az 330 je linker, oblast 329 az 354 Je
transmembranovy segment a oblast 356 az 606 je vnitrobunélna
oblast. Vnitrobunécné rysy zahrnuji vazebnad mista putativni
SH2 v polohach 9374—1377, Y461-Q464 a Y588-Q591 a
potencionalné dulezité tyrosinové zbytky Vv poloze 406, 427,

440 a 453. Tato mista a hranice Jsou patrné.

ORF obsahuje putativni signalni sekvenci. Predpokléda se,
e tato sekvence bude Stépena V misté CHG/GIT, jak se uvadi
shora v textu. Predpovézenou extrabunddnou oblast obsahujici
328 aminokyselin néasleduje putativni transmembranovy segment a
nakonec cytoplazmaticka oblast obsahujici pfibliZné 252
aminokyselin. Funkce vazat ligand prindlezi zbytku

N

v extrabunédné oblasti.



Reverzni translace sekvence

v tabulce C.

Tabulka -

gtggtacggg

c.

2.

1:

podobnych podjednotce

Nukleotidové

12

a polypeptidove

receptoru

o0 w >

sekvence

cytokinu

nukleové kyseliny Jje uvedena

forem

DNAX

(DCRS5). Forma primata napriklad ¢&loveék (SEQ ID

NO:

ur

1 a 2). Predpokléadana signalni sekvence je

Zena, ale muZe se ménit v né&kolika polohach a

z4visi na typu bunék. Ur&ité polohy variace jsou

v nukleotidech 127 a 563, ve kterych se paruji G

a G (ptrekladdaji se na kombinace Q a G) nebo T a A

(ptekladaji se na H a R) .

ggaattatgt gcttcaaaca ggttgaaaga gggaaacagt

atg

aat

cak

Met Asn Xaa

cte
Leu

cac
His
10

tct
Ser

cat
His

aat
Asn

gct
Ala

ctg
Leu
90

gat
Asp

acc
Thr

ttc
Phe

atc
Ile

ata
Ile

ttt
Phe

aaa
Lys

tct
Ser
75

ata
Ile

gaa
Glu

tag
Tzp

agc
Sexr
-5

tgg
Trp

tat
TYyT

tat
Tyr

aca
Thr
60

atg
Met

tgt
cys

gta
val

aat
Asn

gtc
val
-20

tag
Trp

gta
val

tgc
Cys

aaa
Lys
45

aca

Thr

tac

gga
Gly

acc
Thr

gct
Ala
125

act
Thr

tgt
cys

gaa
Glu

caa
Gln
30

aat
Asn

gct
Ala

tgc
cys

aaa
Lys

tgt

cys
110

rgg
Xaa

att
Ile

cat
His

cca
Pro
15

gca
Ala

ggc
Gly

cgg
Arg

act
Thr
gac

95
gtc

val

aag
Lys

caa
Gln

gga
Gly
-1

gcc
Ala

gca
ala

atc
Ile

ctt
Leu

gct
Ala
80

att
Ile

att
Ile

ctc
Leu

tgg
Trp

gga
Gly
1

aca
Thr

att
Ile

aaa
Lys

tgg
Trp
65

gaa

Glu

tct
Ser

gat
ASP
-15

att

Ile

att
Ile

aag
Lys

gaa
Glu
50

tat

tgt
Cys

tct
Ser

tat. gaa

Tyr

acc
Thr

Glu

tac

130

gca
Ala

aca
Thr

ttt
Phe

aac
Asn

35
aga
Arg

aaa
Lys

cce
Pro

gga
Gly
tat
115

ata
Ile

gta
val

aat
Asn

ttt
Phe

aac
Asn

aaa
Lys
tat
100
tca

Ser

gac
Asp

aattccattg tgttgggcag ccaacaaggg tggcagce

cttttcctge ttccagac

ata
Ile

atg
Met

caa
Gln

caa
Gln

Lttt
Phe

cat
His

85
ccg

Pro

ggc
Gly

aca
Thr

gcc
Ala

aac
Asn

ggt
Gly

cca
Pro

atc
Ile

ctg
Leu
70

ttt
Phe

cca
Pro

aac
Asn

aaa
Lys

ctt
Leu
-10

tgc
Cys

atg
Met

agg
Arg

aca
Thxr

55
gaa

Glu

caa
Gln

gat
Asp

atg
Met

tac

135

tac
TyT

tct
Ser

aat
Asn

aaa
Lys
40

agg
ATSG

cca
Pro

gag
Glu

att
Ile

act
Thr
120

gtg
val

ata
Ile

gge
Gly

atc
Ile
25

ctt

Leu

att
Ile

cat
His

aca

cct
Pro
105

tgc
Cys

gta
val

ctg gctctgaagt 60

118

214

262

310

358

406

454

502

550

598



cat
His

.age
Ser

ttg
Leu
170

caa
Gln

att
Ile

tac

aat
Asn
250

aag
Lys

cag
Gln

cag
Glno

aca
Thr

gac
Asp
330

att
Ile

aaa
Lys

gtg
val

tat
155
gtt

val

ctg
Leu

tecc
Ser

tgg
Trp

aag
Lys
235

ttt
Phe

tac

cct
Pro

gtc
val

gtt
val
315

att
Ile

ctt
Leu

aga
Arg

aag
Lys
140
att
Ile

tgg
Trp

caa
Gln

agg
Arg

gat
Asp
220

get
Ala

aca
Thr

gta
val

tgg
Trp

aca
Thr
300

gct
Ala

gga
Gly

tct
Ser

agg
Arg

agt
Ser

aac
Asn

gtc
val

att
Ile

gct
Ala
205

agt
Ser

aca
Thr

tat
TyT

ttt
Phe

agt
Ser
285

tca
Ser

tcce
Ser

ctt
Leu

ttg
Leu

atc
Ile
365

tta
Leu

atc
Ile

caa
Gln

cac
His
1980

gag
Glu

caa
Gln

aca
Thr

gtg
val

caa
Gln
270

tca
Ser

aaa
Lys

atc

Ile

tta
Leu

att
Ile
350

tta
Leu

gag
Glu

tce
Ser

gca
Ala
175

ctg
Leu

act
Thr

aca
Thr

aac
Asn

caa
Gln
255

gtg
val

ccg
Pro

gca
Ala

tect
Ser

ttg
Leu
335

999
Gly

ttg
Leu

aca
Thr

act
Thr
160

gca
Ala

gat
Asp

ata
Ile

aca
Thr

caa
Gln
240

cag
Gln

aga
Arg

ttt
Phe

ttc
Phe

aca
Thr
320

gga
Gly

ata
Ile

tta
Leu

gaa
Glu
145
gat
Asp

aac
Asn

att
Ile
225

act

Thr T

tca
Sex

tgt
Cys

ttt
Phe

caa
Gln
305

ggg
Gly

atg
Met

Lttt
Phe

ata

Ile\

gaa
Glu

teca
Ser

gca
Ala

ata
Ile

gct
Ala
2

gza
lu

@ u

tag

gaa
Glu

caa
Gln

cat
His
290

cat
His

cac
His

atc
Ile

aa
As..

cca
Pro
370

13

gag
Glu

tta
Leu

cta
Leu

gtg
val
195

aca
Thr

aag
Lys

aat
Asn

ttc
Phe

gaa
Glu
275

aaa

Lys

gac

ctt
Leu

gtc
Val

ga
ATg
355

aag
Lys

XXX XL

caa
Gln

caa
Gln

gge
Gly
180

ata
Ile

gtg
vVal

gtt
val

gtt
val

tac

Tyr
260

aca
Thr

aca
Thr

aca
Thr

act
Thr

Lttt
Phe
3490

tca

Ser

tag
Trp

amnss

L 2
XN X )
L

cag
Gln

ggt
Gly
165

atg
Met

cct
Pro

ccc
Pro

tcc
Ser

aaa
Lys
245

ttg
Leu

ggc
Gly

cct
Pro

tgg
Trp

tct
Ser
325

gct
Ala

ttc
Phe

ctt
Leu

(L]

(XX X4

a0

tat

150

ggc
Gly

gaa
Glu

tct
ser

aag
Lys

tgt
cys
230

gaa

Glu

gag
Glu

aaa
Lys

gaa
Glu

aat
Asn
310

gac
Asp

gtt
val

cga
Arg

tat

sobhe

cte
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gca
Ala

acc
Thr
215

gaa
Glu

ttt
Phe

cca
Pro

agg
Arg

aca
Thr
295

tct
Ser

aac
Asn

atg
Met

act
Thr

gaa
Glu
375

acc
Thr

aag
Lys

tca
Ser

gcc
Ala
200

ata
Ile

atg
Met

gac
Asp

aac
Asn

tzac
TYyxX
280

gtt
val

gg9g
Gly

aga
Arg

ttg
Leu

gg99
Gly
360

gat

tca
Ser

tac

aaa
Lys
185

gtc
Val

att
Ile

aga
Arg

acc
Thr

att
Ile
265

tgg
Trp

cce
Pro

cta
Leu

gga
Gly

tca
Ser
345

att
Ile

att
Ile

646

694

790

838

886

0
W
>

982

1030

1078

1126

1174

1222

1318




cct
Pro

gaa
Glu

atg
Met
410

gac
Asp

caa
Gln

aac
Asn

cat
His

gtt
Val
490

aat
Asn

ttt
Phe

cct
Pro

aat
Asn

gaa
Glu
570

aat
Asn

aat

ctt
Leu
385

att
Ile

tac

Tyr

aac
Asn

act
Thr

cte
Leu
475

gat
Asp

ttt
Phe

ctt
Leu

gac
Asp

gat
Asp
555

ttte
Phe

act
Thr

atg
Met
380

atg
Met

aca
Thr

aag
Lys

teg
Ser

gga
Gly
460

agc
Ser

tcc
Ser

gct
Ala

gga
Gly

ata
Ile’
540

tca

Sexr

gtc
Val

tat
Tyxr

aaa
Lys

aat
Asn

gag
Glu

aag
Lys

cta
Leu
445

tat

aat
Asn

tta
Leu

ttt
Phe

gaa
Glu
525

caa

Gln

cce
Pro

tce
Ser

ttt
Phe

aac
Asn

aat

ata
Ile

gag
Glu
430

ttc
Phe

aaa
Lys

aat
Asn

gac
Asp

tct
Sexr
510

tkta
Leu

aac
Asn

agt
Ser

tgt
Cys

cca
Pro
590

agc
Ser

aat
Asn

aaa
Lys
415

aat
Asn

gac
Asp

ccc
Pro

aat
Asn

tca
Ser
495

gtt
Val

agce
Ser

tca
Ser

gaa
Glu

ttg
Leu
575

caa
Gln

aat gtt
Asn Val
385

tce agt
Ser Ser
400

gaa atc
Glu Ile

aca gga
Thr Gly

aat act
Asn Thr

caa att
Gln Ile
465

gaa att
Glu Ile
480

gga aat
Gly Asn

tca agt
Ser Ser

ctc ata
Leu Ile

gta gag
Val Glu
545

act att
Thr Ile
560

ggg atc
Gly Ile

aat att
Asn Ile

gtg
Val

gag
Glu

tte
Phe

ccc
Pro

aca
Thr
450

tca
Sexr

act
Thr

aat
Asn

gtg
Val

tta
Leu

1530

gag
Glu

cca
Pro

gtg
val

ttg
Leu

cag
Gln

aat
Asn

tecc

Ser

ccCcC

gaa
Glu

gaa
Glu

aat
Asn

gaa
Glu
595

atg
Met

gte
Val

cca
Pro
420

gag
Glu

gag
Glu
580

agce
Ser

cta
Leu

cta
Leu
405

gaa
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

ctg
Leu

aca
Thr
485

tta
Leu

cta
Leu

gga
Gly

acc
Thr

acc
Thr
565

gag
Glu

cac
His

cag
Gln
350

tat

cac
His

aga
Arg

att
Ile

cct
Pro
470

ctt
Leu

caa
Gln

agc
Ser

gaa
Glu

atg
Met
550

ctg

Leu

ttg
Leu

tte
Phe

gaa
Glu

gtt

val

aag
Lys

gac
Asp

cct
Pro
455

gag
Glu

aaa
Lys

aag
Lys

aac
Asn

tge

Cys
535

ctt

Leu

ctt
Leu

cca
Pro

aat
Asn

e

aat
Asn

gat
Asp

cct
Pro

tac

Tyr

440

gat

Asp

gga
Gly

cca
Pro

cat
His

aca
Thr
520
agt
Ser

ttg
Leu

cct
Pro

tct
Ser

agg

600

agt
Ser

agc
Ser

cca
Pro

cct
Pro
505

ata
Ile

tct
Ser

gaa
Glu

gat
Asp

att
Ile
585

att
Ile

1366

1462

1510

1558

1606

1654

1702

1750

1798

1846

1894

15942

1990
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-tca ctc ttg gaa aag tagagctgtg tggtcaaaat caatatgaga aagctgcctt
‘Ser Leu Leu Glu Lys

gcaatctgaa
atgtattcac
taggtagggg
ccagagtagt
tgecttttta
cgaaggtgga
cctcatgtat
aaaacagctc
aaatgctgaa
gtaatcccag
ccagcctggce
tggtggcagyg
ccaggaaggc

aagagcaaaa

MN (Q/H) VTIQWDAVIALYT

605
cttgggtttt
atacaaatct
attgctgggc
gacatttctg
attt&agcca
acatgcttca
tttttataga
tctattgtgt
aattttectt
cactttggta
caatatgctg
tgcttgtaat
agaggttgca

ctctgtctgg

ccectgcaata
tcacatggac
catatgataa
tgctecctace
ttcttectgcece
tggtcacaca
gtcaactatt
acagaaagggd
taaaatagaa
ggctgaggtr
aaaccctgtce
cccagctact
ctgagctgag

aaaaaaaaaa

YKNGIKERFQITRINKTTARLWYKNFLEPHASMYCT
EYSGNMTCTWNA (G/R) KLTYIDTKYVVHVKSLETE
GMEESKQLQIHLDDIVIPSAAVISRAETINATVPKTIIYWDSQTT
NFTYVOQOSEFYLEPNIKYVFQVRCQETGKRYWQPWSSPFFHKTPE
TEHLTSDNRGDIGLLLGMIVFAVMLSILSLIGIFNRSFRTGIKRR

QENSELMNNNSSEQVLYVDPM
GYKPQISNFLPEGSHLSNNNE
LNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTLLPDEFVSCLGIVNnELP

RISLLEK

gaaattgaat
acatgttttc
gcatatgttt
atcaccatgt
tmatttctta
tacaggcaca
tcctetttat
taaataatgc
tcattaggcce
ggtggatcac
tctactaaaa
tgggaggctg
attgtgccac

aaaa

tctgectett
atttcecettg
cagttctacc
aagaattccc
aaattagaga
aaaacagcat
tttccctéat
aaaatacctg
aggcgtggtg
ctgaggtcag
ttaﬁaaaaat
aggcaggaga

tgcactccag

tttgaaaaaa
gataaatacc
aztcttgttt
gggagcteca
attaaggtcc
tatgtggacg
tgaaagatgc
gtagtaaaat
gctcatgett
gagttcgagt
tagccggcecea
atcacttgaa

cctgggcaac

2045

2105

2165

2225

2285

2345

2405

2465

2645

2705

2765

2825

2859

LFSWCHGGITNINCSGHIWVEPATIFKMGMNISIYCQAAIKNCQPRKLHF
AECPKHFQETLICGKDISSGYPPDIPDEVTCVIY
EEQQYLTSSYINISTDSLQGGKKYLVWVQAANAL
TEKVSCEMRYKATTNQTWNVKEFDT
TVPQVTSKAFQHDTWNSGLTVASIS
ILLLIPKWLYEDIPNMKNSNVVKML
ITEIKEIFIPEHKPTDYKKENTGPLETRDYPQNSLFDNTTVVYIPDLNT
ITSLTLKPPVDSLDSGNNPRLQKHPNFAFSVSSVNSLSNTIFLGELSLI
SINTYFPONILESHEN



Tabulka ¢&. 2: Reverzni translace DCRS5 primata, naptiklad

Elovéka (SEQ ID NO: 3)

ATGAAYCAYGTNACNATHCARTGGGAYGCNGTNATHGCNYTNTAYATHY TNTTYWSNTGGTGYCAYGGNGGNAT
HACNAAYATHARY TGYWSNGGNCAYATHTGGGTNGARCCNGCNACNATHTTYAARATGGCNATGAAYATHWSNA
THIAYTGYCARGCNGCNATHAARAAYTGYCARCCNMCNAARYTNCAYTTY TAYAARAAYGGNATHAARGARMGN
TTYCARATHACNMGNATHAAYAARACNACNGCNMGNY TNTGETAYAARAAYTTY Y TNGARCCNCAYGCNWSNAT
GTAYTGYACNGCNGARTGYCCNAARCAYTTYCARGARACNYTNATHTCYGENAARGAYATHNSNWSNGGNTAYC
CNCCNGAYATHCCNGAYGARGTNACNTGYGTNATHTAYGARTAYWSNGGNAAYATGACNTGYACNTGGAAYGCN
MGNAARYTNACNTAYATHGAYACNAARTAYGTNGTNCAYGTNAARWSNY TNGARACNGARGARGARCARCARTA
YYTNACNWSNWSNTAYATHAAYATHWSNACNGAYWSNYTNCARGGNGGNAARAAR TAYYTNGTNTCGGTNCARG
CNGCNAAYGCNYTNGGNATGGARGARWSNAARCARYTNCARATECAY Y TNGAYGAYATHGTNATHCCNWSNGCN
GCNGTNATHWSNMGNGCNGARACNATHAAYGCNACNGTNCCNAARACNATHATHTAYTCGGAYWSNCARACNAC
NATHGARAARRGTNWSNTGYGARATGMGNTAYARRGCNACNACNAAYCARACNTGGAAYGTNARRGARTTYGAYA
CNAAYTTYACNTAYGTNCARCARWSNGARTTY TAYYTNGARCCNAAYATHAARTAYGTNTTYCARGTNMGNTGY
CARGARACNGGNAARMGNTAYTGGCARCCNTGGWSNWSNCCNTTY TTYCAYARRACNCCNGARACNGTNCCNCA
RGTNACNWSNAARGCNTTYCARCAYCAYACNTGGAAYWSNGGNYTNACNGTNGCNWSNATHWSNACNGGNCAYY
TNACNWSNGAYAAYMGNGGNGAYATHGGNYTNY TNY INGGNATGATHGTNT TYGCNGTNATGY TNWSNATHY TN
WSNYTNATHGGNATHTTYAAYMGNWSNTTYMGNACNGGNATHA ARMGNMGNATHY TNY TNYTNATHCCNAARTG
GYTNTAYGARGAYATHCCNAAYATGAARAAYWSNAAYGTNGTNAARATGYTNCARGARAAYWSNGARYINATGA
AYRAAYAAYWSNWSNGARCARGTNYTNTAYGTNGAYCCNATGATHACNGARATHAARGARATHTTYATHCCNGAR
CAYARRCCNACNGAYTAYARRAARGARAAYACNGGNCCNY TNGARACNMGNGAYTAYCCNCARARYWSNYTNTT
YGAYAAYACNACNGTNGTNTAYATHCCNGAYYTNAAYACNGGNTAVAARCCNCARATHWSNAAYTTYYTNCCNG
ARGGNWSNCAYYTNWSNAAYAAYAAYGARATHACNWSNY TNACNY TNAARCCNCCNGTNGAYWSNYTNCGAYWSN
GGNARYARYCCNMGNYTNCARAARCAYCCNAAYTTYCGCNTTYWSNGTNWSNWSNGTNAAYWSNYTNWSNARYAC
NATHTTYYTNGGNGARY TNWSNY TNATHYTNAAYCARGGNGARTGYWSNWSNCCNGAYATHCARAAYWSNGTING
ARGARGARACNACNATGYTNYTNGARAAYCAYWSNCCNWSNGARACNATHCCNGARCARACNY TNYTNCCNGAY
GARTTYGTNWSNTGYYTNGENATHGTNAAYGARGARVTNCCNWSNATHAAYACNTAYTTYCCNCARAAYATHYT
NGARWSNCAYTTYAAYMGNATHWSNYTNYTNGARAAR
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Tabulka

huIL-12R
hugpi3o
huDCRSS

huIlL-12R
hugpl130
huDCRS5

huIL-12R
hugpl30
huDCRS5

hulILl-12R
hugp130
hubDCRS5

huIL-12R
hugpl30

huDCRS5

huiL-12R
hugp130
huDCRS5

huIln-12R
hugpi13o0
huDCRSS

hulIl-12R
hugp130
huDCRSS

huIL-~-12R
hugpi30
huDCRSS

huIL-12R
hugpi30
huDCRSS

(el

O T WL WL TN e DA S

1
1
1

49
46
50

96
96
S4

143
144
144

193
191

190

243
241
239

286
291
286

336
341
321

385
388
358

435
437

cytokinovych

Uspotadani podjednotek raznych
receptorl, protein gpl30 receptoru lidského
IL-6 Jje SEQ ID NO: 4 (GenBank M57230),

podjednotka beta? receptoru lidského I11-12 je

SEQ ID NO:5 (GenBank U64198)

MAHTFRGCSLAFMFIITWLLIKAKIDACKRGDVTVKPSHVILLGSTVN
MLTLQTWVVQALFIFLTTESTGELLDPCG--—YISPESPVVQLHSNFT
MNHVTIQWDAVIALYILFSWCHGGITNINCS-GHIWVEPATIFKMGMNIS

* *

ITCSLKPRQGCFHYSRRNKLILYKFDRRINFHHGHSLNSQVTGLPLG—--
AVCVLKEKCMDYFHVNANYIVWKTNHFTIPKEQYTIINRTASSVTFTDIA
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Nejbliz3i pfibuzni . extrabunééné oblasti ,IL-30R™ Jsou
signdlni transduktor IL-6 gpl30 a IL-12RB2. Méné blizci
pribuzni jsou receptor GCSF, receptor 1leptinu, receptor
faktoru inhibujici leukemii a receptor CNTF. Tak ,IL-30R“ je
¢len tfidy I vétve superrodiny receptoru cytokinl a je uzce

pfibuzny rodiné IL-6R/I1-12R.

Tabulka 3 zobrazuje  porovnani  dostupnych  sekvenci
podjednotek receptoru primdtu s DCRS5(IL-30R) primata,
napfiklad ¢clovéka. DCRS5 vykazuje podobnost s podjednotkou
gpl30 receptoru  IL-6 (napfiklad podijednotka IL-6R) a

s podjednotkou IL-12RB2. DCRS5 vykazuje strukturdlni rysy
podjednotky beta, ale skutec¢nd sekvence proteinovych interakci

a signalizace zlstdvé nevyreSena.

Termin DCRS5 se mlZe pouZit k popisu proteinu, ktery
obsahuje aminokyselinovou sekvenci =zobrazenou v tabulce ¢&. 1.
V mnoha ptripadech jeho podstatny fragment Dbude funkéni a
strukturni ekvivalent vyvolavajici dalsi extraceluldrni
segmenty. Vyndlez déle popisuje variace proteinu alely DCRS5,
jejiz sekvence se popisuje shora v textu, naptriklad mutein
nebo jind konstrukce. V typickém pripadé takové variace budou
vykazovat méné& neZ pribliZné 10% rozdil sekvence ve srovnani
s cilovou oblasti, takZe budou casto mit jednu aZ jedenact
substituci, napfiklad 2, 3, 5, 7 substituci. Zdbraznuji se
také alelové a jiné varianty, napriklad pfirozeny
polymorfizmus, popsaného proteinu. V typickém pifipadé se budou
vadzat s vysokou afinitou na odpovidajici biologicky 1ligand,
mo*néd v dimerizovaném stddiu s podjednotkou receptoru alfa,
napfiklad alespofi s pribliZnou koncentraci 100 nM, obvykle
lépe neZ pribliZné& 30 nM, s vyhodou lépe neZz pfibliZne 10 nM a
jest& vyhodné&ji lépe neZ pfibliZné 3 nM. Termin také zahrnuje
pribuzné prirozené se vyskytujici formy, naptiklad alely,
polymorfni varianty a metabolické varianty proteinu savce.

Vyhodné formy receptorovych komplexl se budou vézat na vhodny
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ligand s afinitou a selektivitou vhodnou pro interakci ligand-

receptor.

Tento vyndlez dale zdlraziuje kombinace proteind nebo
peptidl, které vykazuji podstatnou identitu aminokyselinové
sekvence uvedené v tabulce ¢. 1. Budou =zahrnovat varianty
sekvence s relativné malym mnoZstvim substituci, napfiklad

s vyhodou méné nezZ pfribliZné 3 aZ 5.

Podstatny polypeptidovy ,fragment“ neboc ,segment™ je pruh
aminokyselinovych zbytkld obsahujicich alespod pZiblizné 8
aminokyselin, v obecném pfipadé alesponn 10 aminokyselin, vice
obecné alesponn 12 aminokyselin, Casto alespon 14 aminokyselin,
Castéji alespon 16 aminokyselin, v typickém pripad& alesponn 18
aminokyselin, vice typické je, kdyZ obsahuji alespoid 20
aminokyselin, obvykle alesponn 22 aminokyselin, obvykleji
alespoi 24 aminokyselin, vyhodné je alespoi 26 aminokyselin,
vyhodnéj3i je alespoi 28 aminokyselin a ve zv1asté vyhodném
provedeni vynalezu alespon pfiblizZné 30 nebo vice
aminokyselin. Sekvence segmentl ruznych proteint se mohou
porovnavat Jeden s druhym ve vhodné délce pruht. V mnoha
situacich  fragmenty mohou vykazovat funkéni  vlastnosti
nedotc¢enych podjednotek, napfiklad extrabunécné oblast
transmembréanového receptoru si mbZe ponechat schopnost véazat
se na ligand a muZe se pouZit k pfipravé rozpustného komplexu

podobného receptoru.

Homologie aminokyselinové sekvence nebo shoda sekvence se
stanovi optimalizaci parovéni zbytkld. P¥i urditém porovnani Je
mozné zacClenit mezery, Jje-li to nutné (popisuje se napriklad
v publikaci Needleham, et al., (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-
453, Sankoff et al., (1983) kapitola ijedna v Time Warps,
String Edits, and Macromolecules: The Theory and practice of
sequence comparison, Adaison-Wesley, Reading, MA, pouzil se

software IntelliGenetics, Mountain View, CA a the University



of Wisconsin Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI). To
se méni, kdyz se Jako parovani uvazuji konzervativni
substituce. Konzervativni substituce v typickém pripadé
zahrnuji substituce Vv nédsledujicich skupinach: glycin, alanin,
valin, izoleucin, leucin, kyselina aspartova, kyselina
glutamova, asparagin, glutamin, serin, threonin, lyzin,
arginin a fenylalanin, tyrosin. Predpoklada se, e homologni
aminokyselinove sekvence zahrnuji v sekvenci cytokinu
ptirozené alelové a vnitrodruhové variace. Typické homologni

Q

proteiny nebo peptidy vykazuji 50 az 100 % homologie (Vv
pripadé, Ze se zavedou mezery), 60 az 100 % homologie (v
pripadé&, Ze budou -ahrnovat konzervativni substituce), kdyzZz se
srovnavaji se segmentem aminokyselinové sekvence uvedeného
v tabulce ¢&. 1. Mira homologie je alespon pfriblizné 70 %,
v obecném piripadé alespon 76%, dale alespon 81 %, Casto
alespont 85 %, Castéji alespoii 88 %, v typickem pripadé alespon
90 %, dale alespon 92 %, obvykle alespon 94 %, obvykleji
alesponn 95 %, s vyhodou alesponn 96 % a vyhodné&ji alespoil 97 %
a ve zvlasté& vyhodnych provedenich alespon 98 % a vice. Stupen
homologie bude kolisat s délkou porovnavanych segmentl.
Homologni proteiny nebo peptidy, jako jsou alelové varianty,
budou sdilet v&tdinu Dbiologickych aktivit s provedenim

popsanym v tabulce &. 1, zv1asté ve vnitrobunécné &asti.

Termin ,biologicka aktivita™ se pouziva k popisu u&inkl na
signalizaci, zanétlivé  odezvy, prirozené imunity a/nebo
morfogenniho vyvoje ligandd podobnych cytokinu. Tyto receptory
zprostfedkovavajil napriklad aktivity fosfatéazy nebo
fosforylazy, které se obvykle meri standardnimi postupy
(popisuje se napfiklad v publikaci Hardie et al., (eds. 1995)
The protein kinase FactBook vols. I and II, Academic Press,
San Diego, CA, Hanks, et al., (1991) Meth. Enzymol. 200: 38-
62, Hunter, et al., (1992) Cell 70: 375-388, Lewin (1990) Cell
61: 743-752, Pines, et al., (1991) Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biocl. 56: 449-463 a Parker, et al., (1993) Nature 363:
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736-738). Receptory nebo jejich casti se mohou pouzit jako
enzymy znac¢ici fosfatazou ke znaceni obecnych nebo
specifickych substrata. Podjednotky mohou také pyt funkénimi
imunogeny, aby vyvolaly protilatky nebo antigeny schopné vazat

protilatky.

Terminy ligand, agonista, antagonista a analog napriklad
DCRS5 spliuji rysy DCRSS5 interakci ligand-receptor, napfiklad
v pripadé&, kde receptor je prirozeny receptor nebo protilatka.
Bundéné odezvy jsou v typickém pEipadé zprostfedkovany cestou

receptorovou tyrosinovou kinazu.

Ligand Jje molekula, kterd slouzi bud jako pFfirozeny
ligand, na ktery se uvedeny receptor nebo Jjeho analog vaZze
nebo molekula, kterd je funkéni analog ptirozeného ligandu.
Funk&ni analog mbZe byt ligand s Gpravami struktury nebo to
muzZe byt zcela nepfibuznd molekula s tvarem molekuly, ktery
reaguje s vhodnymi determinanty véazajicimi se na ligand.
Ligandy mohou slouZit jako agonisté nebo antagonisté (popisuje
se naptriklad v publikaci Goodman, et al., (eds. 1990) Goodman
and Gilman's: The Pharmacological Bases of Therapeutics,

Pergamon Press, New York.

Racionalni vzhled 1lék( miZe byt také zaloZen na studiich
struktury tvaru molekul receptoru nebo protilatky a Jjejich
efektord nebo ligand (popisuje se v publikaci Herz, et al.,
(1997) J. Recept. Signal Transduct. Res. 17: 671-776 a
Chaiken, et al., (1996) Trends Biotechnol. 14: 369-375).
Efektory mohou byt dalgi proteiny, které zprostfedkovévaji
jiné funkce pfi odezv& na navazani ligandu nebo jiné proteiny,
které v normilnim p¥ipadé reaguji s receptorem. Jeden zpusob
stanoveni mist reagujicich s se specifickymi proteiny je
stanoveni fyzikalni struktury, naptiklad krystalografie
pouZzitim paprskid X nebo dvourozm&érna NMR. Tyto metody

poskytuji zpusob zjisténi, které aminokyselinové zbytky tvori
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molekulové kontaktni oblasti. Detailn&jsi popis stanoveni
struktury proteinu se popisuje napfiklad v publikaci Blundell
and Johnson (1976) Protein Crystalography, Academic Press, New

York.

II. Aktivity

Proteiny podobné receptoruim cytokint, kdy? se ptridaji nebo

odstrani ze specifického substratu, maji fadu ruznych

biologickych aktivit, jako je naptiklad vnitrobunécna
signalizace napfiklad prostfednictvim STAT4, apravou
proliferace bundk nebo pri metabolizmu fosfore&nanu. To

v obecném pripadé povede K upravé zanétlivé funkce, prirozené
imunitni odezvé nebo k morfologickému ucinku. Podjednotka bude
pravdépodobné mit specificky nizkou afinitu navazani

s ligandem.

DCRS5 mé& charakteristické motivy signalizace receptoru
prostfednictvim drédhy JBK (popisuje se V publikaci Ihle, et
al., (1997) Stem Cells 15 (suppl. 1): 105-111, Silvennoinen,
et al., (1997) APMIS 105: 497-509, Levy (1997) Cytokine Growth
Factor Review 8: 81-90, Winston nad Hunter (1996) Current
Biol. 6: 668-671, Barret (1996) Baillieres Clin.
Gastroenterol. 10: 1-15 a Briscoe, et al., (1996) Philos.
Trans. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 351: 167-171. Stfedem zajmu

jsou vazebné motivy SH2 popsané shora v textu.

Biologické aktivity podjednotek receptoru cytokinl souvisi
s pridanim nebo odstran&nim fosforeénanovych gasti do nebo
z substratt v typickém pripadeé specifickym zpusobem
v netypickém ptripadé nespecifickym zplasobem. Substraty se
mohou identifikovat nebo podminky enzymatické aktivity se
mohou testovat pouZitim " standardnich testd (popisuje se
naptiklad v publikaci Hafdie, et al., (eds. 1995) The protein

kinase FactBook vols. I and II, Academic Press, San Diego, CA,



Hanks, et al., (1991) Meth. Enzymol. 200: 38-62, Hunter, et
al., (1992) Cell 70: 375-388, Lewin (1990) Cell 61: 743-752,
Pines, et al., (1991) Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.
56: 449-463 a Parker, et al., (1993) Nature 363: 736-738).

Podjednotky receptoru se mohou kombinovat za vzniku
funk&nich komplex®, které se mohou naptiklad pouzit pfi
navazani ligandu nebo pfipravé protilatek. Ty se mohou pouzit
pro diagnostické ucely zahrnujici detekci nebo kvantifikaci.
Funk&ni vazba receptoru s ligandem p40/IL-B30 poskytuje
dtilezita proniknuti do klinické indikace, e je mozZné pouzit
receptor. Tak antagoniste a agonisté budou mit predpokléadané

funk&ni ucinky.
III. Nukleové kyseliny

Vyndlez popisuje pouziti izolované nukleové kyseliny nebo
fragment, které napriklad kéduji uvedené nebo uzce pfibuzné
proteiny nebo jejich fragmenty. Kéduji napfiklad odpovidajici
polypeptid, s vyhodou ten, ktery je biologicky aktivni. Navic
tento vynalez popisuje izolovanou a rekombinantni DNA, ktera
kéduje kombinace takovych proteint nebo polypeptidl, které

maji charakteristicke sekvence, jako je napfiklad samotny

DCRS5 nebo v kombinaci s jinymi, jako Je podjednotka IL-12Rpl
(popisuje se v publikaci Showe, et al. (1996) Ann. N.Y. Acad.
Sei. 795: 413-425, Gately, et al., (1998) Ann. Rev. Immunol.
16: 495-521, GenBank U03187, NM _005535). V typickém pripadé je
nukleova kyselina schopna hybridizovat za vhodnych podminek se
segmentem sekvence nukleové kyseliny zobrazenym v tabulce ¢.
1, ale s vyhodou nehybridizuje s odpovidajicimi segmenty
jinych receptort zobrazenymi v tabulce c. 3. Uvedeny
biologicky aktivni protein nebo polypeptid miZe byt protein
v plné délce nebo Jjeho fragment a bude v typickém pripadé
obsahovat vysoce homologni segment aminokyselinové sekvence,

ktery napfiklad vykazuje podstatnou shodu se segmentem
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uvedenym v tabulce ¢&. 1. Vynédlez dale popisuje pouziti
izolované nebo rekombinantni nukleové kyseliny nebo jeﬂiho
fragmentu, ktery kéduje proteiny obsahujici fragmenty, které
jsou ekvivalentni s proteiny DCRS5. Jako Jjsou naptiklad
vnitrobunddéné G&asti. Izolované nukleové kyseliny mohou mit
reguladni sekvence na 5° a 3"koncich. Jsou to napfiklad
promotory, zesilovale, poly-A adiéni signaly a Jjiné, které
pochazi =z pfirozeného genu. Vynalez také popisuje kombinace,
napriklad kombinaci DCRSS5 s IL-12RB1 nebo jejich extrabunécné
S4sti vazajici se na ligand, Jjako ligandové antagonisty.
Dilezitd je také moZnost vyuZiti pro diagnostické ucely,

napfiklad polymorfni nebo jiné varianty.

Popisuje se 1izolovana nukleovd kyselina, napfiklad RNA,
DNA nebo smichany polymer, ktery Jje v podstaté <Cisty,
naptiklad separovany od jinych komponentd, Jjenz pfirozené
doprovazi pfirozenou sekvenci, Jjako jsou ribozomy, polymerazy
a prilehlé genomové sekvence z originalnich druht. Termin
zahrnuje sekvenci nukleové kyseliny, kterd se vyhala ze svého
pfirozeného prostfedi a zahrnuje rekombinantni a klonované
izolaty DNA, které se tim stavaji odliditelné od ptfirozené se
vyskytujicich 1latek a chemicky syntetizovanych analogl nebo
analogd biologicky syntetizovanych heterolognimi systémy. V
podstaté& ¢&ista molekula zahrnuje izolované formy molekuly, bud

zcela nebo &astecdné Cisté.

Izolovand nukleova kyselina bude v obecném pripadé
homogenni seskupeni molekul, ale v nékterych provedenich bude
obsahovat heterogenitu pfednostné minoritni. Tato heterogenita
byla v typickém pfipadé zjisSténa na koncich nebo v ¢&astech
polymertt a zjistilo se, Ze neni kritickd pro pozZadovanou

funkci nebo aktivitu.

. . ~ . . N
Termin ,rekombinantni® nukleovd kyselina se V typickém

p¥ipad& definuje svou metodou produkce nebo svou strukturou.
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Pokud jde o zplsob produkce, nap¥iklad produkt pripraveny
uréitym zpusobem, zpusob pouzivéd metodu rekombinace nukleove
kyseliny, naptiklad zahrnuje lidsky zasah do nukleotidové
sekvence. V typickém pripade tento z4sah zahrnuje manipulaci
in vitro, adkoli za Jjistych okolnosti muZe zahrnovat klasicke
metody &Slechténi zvifat. V jiném pripadé se nukleova kyselina
mife pripravit generovanim sekvence obsahujici fuzi dvou
fragment®, které pfirozené na sebe nenavazuji, ale to znamena,
e se vyjmou pEirozené produkty, napfiklad pfirozené se
vyskytujici mutanti, které se nachazeji ve svém prirozeném
stadiu. Popisuji se napfiklad produkty ptipravené transformaci
bun&k pomoci vektorfi, ktery se pfirozend nevyskytuji, jako
jsou nukleové kyseliny obsahujici sekvenci ziskanou pouzitim
libovolného zpusobu syntézy oligonukleotidu. Takovy zplsob se
Zasto provadi, aby se nahradil napfiklad kodon redundantnim
kodonem, ktery kdéduje stejnou nebo konzervativni
aminokyselinu, zatimco v typickém ptripade zavadi nebo
odstrafiuje misto rozeznavane restrik&nim enzymem nebo misto
vhodné pro analyzu vztahu struktura - funkce. V jiném ptipadé
se pouZije zplusob vhodny ke spojeni segmentl nukleové
kyseliny, které vykazuji pozadované funkce za vzniku jediné
genetické identity obsahujici poZadovanou kombinaci funkci,
které nebyly nalezeny v bé&iné dostupnych pfirozenych formach,
napfiklad kédujici fazni protein. Mista rozeznavana
restrikénim enzymem Jjsou cCasto cllem takovych umélych
manipulaci, ale jako specifické cile se mohou pouzit také jina
mista, jako Jsou promotory, mista replikace DNA, regulac¢ni
sekvence, ridici sekvence nebo Jjiné pouZitelné rysy. Podobny
koncept Jje urceny pro rekombinantni polypeptid, naptiklad
fuzni polypeptid. Tento polypeptid bude zahrnovat dimerickou
repetici nebo fuzi DCRS5 s podjednotkou IL-12RPl. Specificky
jsou zahrnuty synteticke nﬁkleové kyseliny, které nadbyteénym

genetickym kbddem kédujil polypeptidy ekvivalentni s fragmenty
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DCRS5 a fuze sekvenci z r@iznych odlisnych pfibuznych molekul,

jako jsou jini clenové rodiny receptoru cytokinl.

Termin ,fragment“ v kontextu s nukleovou kyselinou Je
souvisly segment obsahujiic alespont 17 nukleotidd, v obecném
pripadé obsahuje alespon 21 nukleotidii, obecné&ji obsahuje
alespofi 25 nukleotidl, obycejné obsahuje alespon 30 nukleotidl
nebo alespont 35 nukleotidd, casto obsahuje alesponl 39
nukleotidt, vice <casto obsahuje alespoi 45 nukleotidy,
v typickém ptipadé obsahuje alespoii 50 nukleotiddy, vice
typické je, kdyZ obsahuje alespoil 55 nukleotidd, obvykle
obsahuje alespoi 60 nukleotidu, vice obvykle je, kdyZ obsahuje
alespon 66 nukleotidd, s vyhodou obsahuje alespon 72
nukleotidti, vyhodn&jsi je, kdyZ obsahuje alesponn 79 nukleotidd
a zvladté se preferovana Jsou provedeni obsahujicl alespon 85
nebo vice nukleotidd zahrnujici 90, 100, 120, 140, 160, 180,
200 atd. nukleotidt. V typickém pfipadé se fragmenty raznych
genetickych sekvenci mohou vzajemn& porovnavat v celé délce
vhodného pruhu sekvence, zvlaste definované segmenty, Jjako

jsou oblasti popsané dale v textu.

Nukleovd kyselina, ktera koéduje DCRSS bude zvlasteé
pouzitelnd k identifikaci gend mRNA a CcDNA, které kédujil
samotné DCRS5 nebo blizce pEibuzné proteiny, Jako je DNA,
ktera kéduje polymorfni, alelové nebo jiné genetické varianty,
které naptriklad pochéazeji =z rbznych jedinct nebo ptibuznych
druhti. Preferované sondy, které se mohou pouZit pfi takovém
testovani, jsou ty oblasti receptoru, které jsou konzervativni
mezi rtznymi polymorfnimi variantami nebo které obsahujl
nukleotidy, JjenZ postradaji specifitu a budou se vyskytovat
v plné délce nebo skoro Vv plné délce. V jinych situacich Je
lépe pouzit sekvence speciﬁické pro polymorfni variantu. Mohou

se také stanovit kombinace polymorfnich variant DCRSS

s variantami IL-12Rf1.



Vynalez dale popisuje rekombinantni molekuly nukleové
kyseliny a fragmenty, které maji sekvenci nukleové kyseliny
shodnou nebo vysoce homologni s izolovanou DNA popsanou dale
v textu. Sekvence budou casto operativn& spojené se segmenty
DNA, které ridi transkripci, translaci a replikaci DNA. Tyto
adiéni segmenty Vv typickém pFipadé asistuji pf¥i expresi

pozadovaného segmentu nukleové kyseliny.

Homologni nebo vysoce shodné sekvence nukleové kyseliny,
kdyZz se vzajemné srovnavaji, napfiklad sekvence DCRSS,
vykazuji podstatnou podobnost. Standardy homologie
v nukleovych kyselinach Jsou pud mirou homologie obecné
uzivanych v oboru porovnanim sekvence nebo jsou zaloZeny na
podminkéch hybridizace. Porovnatelné podminky hybridizace se

popisuji detailn&ji dale v textu.

Podstatna shoda p¥i porovnani sekvence nukleovych kyselin
znamend bud, Ze segmenty nebo jejich komplementarni Ffetézce
jsou  shodné, kdyZz jsou optimalné sparovany S vhodnymi
nukleotidovymi inzerty nebo delecemi, alespon pfiblizné 60 %
nukleotid&, v obecném piipadé alespon 66 %, bé&iné& alespon 71
%, &asto alespon 76 %, vice ¢&asto alespon 80 %, obvykle
alespoin 84 %, obvykleji alespoil 88 %, v typickém pripadeé
alesponn 93 %, vice typické je alespon priblizZné& 95 %, vyhodné
je alesponn 96 aZ 98 $ nebo vice a v urc¢itych provedenich Jje
shoda aZ 99 % nebo vice. Tyto sekvence napriklad zahrnujl
segmenty kédujici strukturalni oblasti nebo jiné popsané

segmenty.

V jiném pfipadé bude existovat podstatna shoda, kdyz
segmenty budou hybridizovat za podminek selektivni hybridizace
S fetézcem nebo jeho komplementem Vv typickém pfipadé za
pouziti sekvence ziskané Z tabulky ¢&. 1. V typickém pripadé
k selektivni hybridizaci “dojde, kdyZz pruh alesponi pribliZné

[}

14-ti nukleotida vykazuje alespon ptibliZné 55 % homologii,



v typickém pripadé alespoit p¥ibliZn& 65 % homologii, vyhodna
je alespon priblizné 75 % homologie a vyhodné&jsi je alespon
pribliZzn& 90 % homologie (popisuje se V¥ publikaci Kanehisa
(1984) Nucl. Acids Res. 12: 203-213). Délka homologniho
porovnavani  se popisuje  pro delsi pruhy a Vv jistych
provedenich vynadlezu budou pruhy obsahovat alespon 17
nukleotid, v obecném pitipadé alesponn 20 nukleotidﬁ, obycejné
alesponn p¥ibliZné 24 nukleotidl, obvykle alespon pfiblizZné 28
nukleotidy, v typickém ptipadé alespon pribliziné 32
nukleotidt, vice typické jJe alespoii pfiblizné 40 nukleotidt,
vyhodné je alespon priblizné 50 nukleotidd a vyhodné&jsi Je
alespofi ptibliZné& 75 a¥ 100 nebo vice nukleotidd. V tomto
pripadé pruhy zahrnuji napfiklad 125, 150, 175, 200, 225, 250,
275, 300, 325, 350 atd. nukleotidd a jiné délky.

PYisné podminky hybridizace s ohledem na homologii Jsou
prisné kombinované podminky  koncentrace soli, teploty,
organického rozpoustédla a jinych parametru, které v typickém
pripadé fidi hybridizaéni reakce. P¥isné teplotni podminky
hybridizace obvykle zahrnuji teploty presahujici priblizné 30
°c, obvykle pfesahuji p¥ibliZné 37 °C, v typickem pripadé
pfesahuji pfiblizZné 45 °c, wvice typické Jje, kdyZ presahuji
teplotu okolo 55 °C, s vyhodou pfresahuji teplotu 65 °C a
vyhodn&jsi Jje, kdyz pfesahuji teplotu okolo 70 °C. Ptisné
podminky koncentrace soli budou oby&ejné niZsi nez pribliZne
500 mM, obvykle niZsi nez p¥iblizné& 400 mM nebo nizsi nez 300
mM, v typickém piipadé niz3i ne# ptriblizn& 200 mM, s vyhodou
ni35i ne pfiblizn& 100 mM a vyhodn&ji niz8i neZ p¥ibliZné 80
mM, dokonce niZsi nez p¥iblizZné 50 nebo 20 mM. Kombinace
parametri je vSak daleko dulezit&jdi neZ mira libovolného
jediného parametru (popisuje se napfiklad Vv publikaci Wetmur
and Davidson (1986) J. Mol.-Biol. 31: 349-370).

~
Izolovana DNA se miZe snadno upravit substituci a deleci a

zadlen&nim nukleotidd a inverzemi nukleotidovych pruhta. Tyto
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Upravy vedou ke vzniku - novych sekvenci DNA, které koéduji
ur&ity protein nebo Jjeho derivaty. Tyto upravené sekvence se
mohou pouZit pri produkci mutantnich proteint (muteina) nebo
k zesileni exprese ruznych druhfi. Zesilend exprese muze
zahrnovat amplifikaci genl, zvySenou transkripci a translaci a
jiné mechanizmy. Takovy mutant DCRS5 se 1i8i od proteind
podobnych receptortm cytokini, které se ptirozené vyskytuji,
aminokyselinovou sekvenci upravenou deleci, substituci nebo
inzerci. Termin ,mistn& specificky mutant DCRS5" zahrnuje
protein, ktery vykazuje podstatnou shodu sekvence s proteinem
. uvedenym v tabulce ¢. 1 a Vv typickém p¥ipadé sdili vétsinu
biologickych aktivit nebo G&ink forem popsanych shora
v textu. Také se definuji rQizné ptirozené polymorfni varianty

sekvenci.

A&koli mista mistné& specifické mutace jsou predem
stanovena, mutanti nemusi byt mistné specificti. Mutageneze
savéiho DCRS5 je mozné dosahnout zadlendnim nebo deleci
aminokyselin v genu, coZ je spojené s expresi. MGZe byt
vytvofena substituce, delece, inzerce nebo fada kombinaci, aby
vznikl kone&nad konstrukce. Inzerce zahrnuje fuze N-konce nebo
C-konce. Nahodnou mutagenezi je moZné provést v cilovém kodonu
a u exprimovanych mutantd sav¢iho DCRS5 je moZné testovat
pozadovanou aktivitu, coz umoznuije nalézt vztah mezi
strukturou a aktivitou. Metody pEipravy substituénich mutantu
v pfedem stanovenych mistech DNA, které maji znamou sekvenci,
jsou dobfe znamy Vv oboru, napriklad mutageneze primerem MI13
(popisuje se Vv publikaci Sambrook, et al., (1989), Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, (2d ed.) vls. 1-3, CSH Press,
NY, Ausubel, et al., (1987 a periodické doplnky) Current
Protocols in Molecular Biology, Greene/Wiley, New York).

7v1asté pouZitelné konstrukce Jsou extrabun&&né &asti DCRSS

spojené se segmenty IL-12RP1).
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Mutace v DNA by Vv norm&lnim pfipadé nem&la umistit
kédujici  sekvence mimo Eteci rémec a je vyhodné, kdyz
nevzniknou komplementarni oblasti, které by mohly hybridizovat
za vzniku sekundarni struktury mRNA, jako Jsou smycky nebo

vlasenky.

Fosforamiditovd metoda popsand v publikaci Beaucage and
Carruthers (1981) Tetra. Letts. 22: 1859-1862 bude produkovat
vhodné syntetické fragmenty DNA. Dvéufetézcovy fragment Je
mo¥né &asto ziskat bud syntézou komplementarniho Yetézce a
teplotni hybridizaci Z¥etézce za vhodnych podminek nebo adici
komplementarniho fetézce za pouziti DNA polymerazy s vhodnou

sekvenci primeru.

Metody polymerdzovych Ffeté&zcovych reakci (PCR) se mohou
tasto aplikovat pEi mutagenezi. V jiném pripadé& primery Ppro
mutagenezi jsou bé&iné& uzivanymi metodami pro pripravu
definovanych mutaci v predem stanovanych mistech (popisuje se
napfiklad v publikaci Innis et al., (eds. 1990) PCR Protocols:
A guide to methods and applications academic press, San Diego,
CA a Dieffenbach and Dveksler (1995, eds.) PCR primer: A
laboratory manual, Cold Spring Harbor Press, CSH, NY).

Jistad  provedeni vynadlezu popisuji kombinace latek
obsahujicich popsanou sekvenci receptoru. V jiném provedeni
vynalezu funk&ni <&asti sekvenci mohou byt spojeny tak, aby
kédovaly fizni proteiny. V jinych formach se mohou

substituovat varianty popsanych sekvenci.
IV. Proteiny, peptidy

~ Jak se uvadi shora v textu, vynalez popisuje DCRSS
primata, JjehoZ sekvence jsou uvedeny v tabulce ¢&. 1, jak se
také popisuje shora v tSxtu. Vynalez zahrnuje také alelové

nebo 7jiné varianty, kterymi jsou napriklad fuzni proteiny



kombinujici &a&sti takovych sekvenci s jinymi, které zahrnuji

napfiklad IL-12RPl, epitop tag a funk&ni oblasti.

Vynalez také popisuje rekombinantni proteiny, jako Jsou
napriklad heterogenni fuzni proteiny, které obsahuji segmenty
z uvedenych proteinll primatd nebo hlodavc. Heterogenni fuzni
protein je faze proteind nebo segmenti, které netvori
p¥irozen& fuze stejnym zplisobem. Fuazni produkt DCRSS s jinym
cytokinovym receptorem je spojitd molekula proteinu, kterd ma
sekvence fuzované v typické peptidové spojeni, Vv typickém
pripadé pripravené jako jediny translacni produkt a vykazujici
vlastnostiziskané z kazdého zdroje peptidu. Podobny koncept se
aplikuje pro sekvence heterogennich nukleovych kyselin. Také
se popisuji kombinace ruznych oznadenych proteind za vzniku

komplexl.

Navic nové konstrukce se mohou Vytvorit kombinaci
podobnych  funk&nich nebo strukturalnich oblasti z Jjinych
p¥ibuznych proteind, jako Jsou naptiklad receptory cytokini
nebo receptory podobné Toll zahrnujici varianty druht.
Segmenty vazajici se na ligandy nebo jiné segmenty mohou byt
napfiklad pfesunuty mezi nové fuzni polypeptidy nebo fragmenty
(popisuje se naptiklad v publikaci Cunningham, et al., (1989)
Science 243: 1330-1336 a O Dowd, et al., (1988) J. Biol. Chem.
963: 15985-15992). Pak nové chimerické polypeptidy vykazujici
nové kombinace specifity vzniknou z funkéniho spojeni
specificity navazani na receptor. Oblasti vazajici se na
ligand z jinych pfibuznych molekul se mohou piridat do Jjinych
domén uvedeného nebo p¥ibuzného proteinu nebo je mohou
substituovat. Vysledny protein bude casto mist funkci a
vlastnosti hybridu. Fuzni protein maZe napfiklad zahrnovat
oblast cileni, kterd mize §lou2it k zavedeni fuzniho proteinu

do urc&¢ité subbunécné organely.
AN
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Kandidat fuznich partnerd a sekvenci se muaZe vybrat
z raznych databazi sekvenci, Jjako Je napriklad GenBank, c/o
IntelliGenetics, Mountain View, CA a BCG, University of
Wisconsin Biotechnology Computing Group? Madison, WI. Zvlasté
vyhodné jsou kombinace polypeptidovych sekvenci uvedenych
v tabulce ¢&. 1 a 3. Variacni formy proteind se mohou

substituovat v popsanych kombinacich.

Vynadlez dale popisuje muteiny, které se vazi na ligandy
podobné cytokinim a/nebo jejichZz transdukce Je ovlivnéna.
Strukturadlni uspofadani lidského DCRSS s inymi ¢&leny rodiny
receptoru cytokinl ukazuje konzervativni rysy/zbytky (uvadi se
' v tabulce ¢&. 3). Seskupeni sekvence lidského DCRS5 s jinymi

&leny rodiny receptoru cytokin indikuje rGzné strukturalni a

funké&n& sdilené rysy (popisuje se Vv publikaci Bazan et al.,

(1996) Nature 379: 591, Lodi, et al., (1994) Science 263:
1762-1766, Sayle and Milner-White (1995) TIBS 20: 374-376 a
Gronenberg, et al., (1991) Protein Engeneering 4: 263-269).

7vlasteé vyhodné jsou  substituce provedené s mySimi
sekvencemi nebo s lidskymi sekvencemi. Naopak konzervativni
substituce vzdalené od oblasti interakce vidzajici ligand budou
pravdé&podobné  chranit vé&t&inu signalizacnich aktivit a
konzervativni substituce vzdalené od vnitrobun&&nych oblasti
budou pravd&podobné chranit vétsinu vlastnosti navézani na

ligand.

Termin ,derivaty® DCRS5 primata zahrnuji aminokyselinovou
sekvenci mutantd, glykosyladni variace, metabolické derivaty a
kovalentni nebo agrega&ni  konjugaty s jinymi  chemickymi
Gtastmi. Kovalentni derivaty se mohou p¥ipravit spojenim

_ funk&énosti se skupinami, které se nachazeji ve vedlejsich
aminokyselinovych ¥et&zcich nebo na jejich N-konci, napfriklad
zpusoby, které jsou dobfé znamy v oboru. Tyto derivaty mohou

zahrnovat bez omezeni alifatické estery nebo amidy
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karboxylového konce nebo- zbytky obsahujici karboxylové boc&ni
fet&zce, zbytky obsahujici O-acyloveé derivaty hydroxylové
skupiny a N-acylové derivaty N-terminalni aminokyseliny nebo
zbytky obsahujici aminoskupinu, naptiklad lyzin nebo arginin.
Acylové skupiny se vybraly ze skupiny alkylovych casti, které
zahrnuji C3 az C18 normélni alkyl, ¢imz se tvofri

alkanoylaroylové druhy.

zahrnuji se také glykosylaéni zmény, které vznikly
napfiklad upravou glykosyla&nich paternua polypeptidu béhem
syntézy a zpracovani nebo bé&hem daldich kroku zpracovéani.

7v143té vyhodné zpUsoby provedeni jsou vystaveni polypeptidu

glykosylaénim  enzymum ziskanym z bunék, které normdlné
poskytuji takové zpracovani, Jjako Jsou napfiklad savci
glykosylacni enzymy. Vynédlez také zahrnuje uvedené

glykosylaéni enzymy. vynalez dale =zahrnuje verze stejné
primdrni aminokyselinové sekvence, kterd ma Jjiné minoritni
modifikace zahrnujici fosforylované aminokyselinové zbytky,

jako je napfiklad fosfotyrosin, fosfoserin nebo fosfothreonin.

Hlavni skupina derivatd Jsou kovalentni konjugaty
receptord nebo jejich fragmentt s jinymi proteiny polypeptidu.
Tyto derivaty se mohou syntetizovat v rekombinantni kultute,
jako jsou N-terminalni fize nebo pouZitim ¢&inidel, jejich
pouzitelnost pfi Fetézeni proteind prostfednictvim reaktivnich
vedlejsich skupin je dobre znama v oboru. Vyhodna
derivatizadni mista pomoci fretézicich ¢inidel Jjsou ve volnych
aminoskupinach, v sacharidovych tadstech a na cysteinovych

zbytcich.

Popisuji se fuzni polypeptidy mezi receptory a jinymi
homolognimi nebo heterolognimi proteiny. Homologni polypeptidy
mohou tvoFit fuze mezi rdznymi receptory za vzniku hybridniho
proteinu, ktery vykazuje “vazebnou specifitu pro fadu rdznych

cytokinovych ligandd nebo receptor, ktery miZe mit Sirokou



nebo slabou specifitu substratového G&inku. Podobné& se mohou
-konstruovat heterologni fuze, které budou vykazovat kombinaci
vlastnosti nebo aktivit =ziskanych proteinu. Typické priklady
jsou fuze reportniho polypeptidu, napfiklad luciferaza se
segmentem nebo oblasti receptoru, jako je napriklad segment
vazajici se na ligand tak, zZe je mozné jednodule stanovit
ptritomnost nebo lokaci pozadovaného ligandu (popisuje se
napriklad v publikaci Dull et al., patentovy dokument USA ¢&. 4
859 609). Dalsi fuzni partnefi  zahrnuji glutathion-5-
transferazu (GST), bakteridlni P-galaktozidazu, trpE, protein
A, f-laktamazu, "alfa-amylézu, dehydrogenazu alkoholu a
kvasinkovy kopulaéni faktor alfa (popisuje se v publikaci
Godowski, et al., (1988) Science 241: 812-816). ZnacCené

proteiny se budou casto substituovat v popsanych kombinacich

proteini. Zvlasté podstatna jsou spojeni DCRS5 s IL-12Rpl.

Fosforamiditovy zpUsob popsany Vv publikaci Beaucage and
Carruthers (1981) Tetra, Letts. 22: 1859-1862, bude produkovat
vhodné syntetické fragmenty DNA. Dvoufetézcovy fragment Je
mo*né c&asto ziskat bud‘ syntézou komplementérniho Ffetézce a
teplotni hybridizacl ¥et&zctl za vhodnych podminek nebo adici
komplementarniho Ffetézce za pouziti DNA polymerazy s vhodnou

sekvenci primeru.

Takové polypeptidy mohou také mit aminokyselinové zbytky,
které mohou byt chemicky upraveny fosforylaci, sulfonaci,
biotinylaci nebo adici nebo odstranénim jinych &asti zvlaste
t&ch, které maji molekulové tvary podobné fosfatovym skupinam.
V n&kterych provedenich upravy budou pouZitelnad znacici
&inidla nebo budou slouZit Jjako cile izolace, jako Jjsou

napfiklad afinitni ligandy.

Fazni proteiny budoq‘v typickém pripadé vyrobeny metodou
rekombinace nukleovych kyselin nebo metodou syntetickych

polypeptidi. Metody manipulace a exprese Se€ obecné& popisuji



v publikaci Sambrook, et al., (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (2d ed.), vols. 13, CSH Press NY, nebo
Ausubel, et al., (1987 a periodické doplnky) Current Protocols
in Molecular Biology, Greene/Wiley, New York). Metody syntézy
polypeptidd se popisuji napfiklad v publikaci Merrifield
(1963) J. Bmer. Chem. Soc. B83: 2149-2156, Merrifield (1986)
Science 232: 341-347 a metoda pfipravy vétsich polypeptidld se
popisuje v publikaci Atherton, et al., (1989) Solid Phase
Peptide Synthesis: A practical approach, IRL Press, Oxford a
také Dawson, et al., (1994) Science 266: 776-779) .

Tento vynalez dale popisuje pouzitl derivatl DCRS5 jinych
neZ jsou variace Vv aminokyselinové sekvenci nebo glykosylace.
Takové derivaty mohou =zahrnovat kovalentni nebo agregativnil
spojeni s chemickymi Gadstmi. Tyto derivata v obecném pripadé
spadaji do t#i t¥id: 1) sole, 2) bo&ni fet&zec a kovalentni
Uprava terminalniho zbytku a 3) adsorb&ni komplexy, napfiklad
s bun&dnymi membrdnami. Takové kovalentni nebo agregativni
derivaty Jje moZné pouZit Jjako imunogeny, jako ¢inidla
v imunologickych testech nebo pfi izola&nich metodéch, Jjako se
pouzivaji p¥i afinitnim &isténi receptoru nebo jiné vazajici
se molekule, kterou je napfiklad protilatka. Ligand cytokinu
se mi¥e imobilizovat kovalentni vazbou na pevny povrch, Jako
je sefardza aktivovana kaynbromidem zplsoby, které jsou dobre
znamy v oboru, nebo adsorbovat na polyolefinové povrchy se
sesitdnim s glutaraldehydem nebo bez ného za ucelem pouZiti
v testu nebo pfi &isté&ni receptoru cytokinu, protilatek nebo
jinych podobnych molekul. Ligand se maZe také znacCit
detekovatelnou skupinou, jako je napriklad znaceni
radioaktivnim jédem pomoci postupu a chloraminem T, kovalentné
vizanou na tPidce se vyskytujici chelaty kovi alkalickych zemin
nebo konjugované na Jjiné. fluorescen&ni &asti, které Jsou

vhodné pro pouziti v diagmostickych testech.
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Kombinace, kterad napfiklad zahrnuje DCRSS podle vynalezu,
se mbZe pouZit Jjako imunogen p¥i produkci antiséra nebo
protilatek specifickych pro popsané kombinace. Jsou napriklad
schopné rozli3it mezi Jjinymi gleny rodiny receptorti. Komplexy
se mohou pouZit k testovani monoklondlnich protildtek nebo
fragment véazajicich antigen pfipravenych imunizaci s ruznymi
formami kontaminovanych pf¥ipravkd, které obsahuji protein.
Termin ,protilédtky™ take zahrnuje  fragmenty p¥irozenych
protilatek vazajici antigen, napfiklad Fab, Fab2, Fv atd..
Izolovany DCRS5 semlZe také pouzit jako ginidlo pro detekci
protilatek vytvorenych jako odezva na zesilujici expresi nebo
imunologické poruchy, které vedou k produkci protilatek proti
endogennimu receptoru. Navic fragmenty DCRS5 mohou také
slouzit Jjako imunogeny vhodné pro produkci protilatek podle
vynalezu, jak se popisuje bezprostfedné dale v textu. Tento
vynalez dale popisuje protilatky, které maji vazebnou afinitu
nebo jsou Fizeny proti aminokyselinovym sekvencim zobrazenym
v tabulce &. 1, Jjejich fragmentim nebo riznym homolognim
peptidim. Vynalez dale popisuje protilatky vykazujici vazebnou
afinitu nebo protilatky, které vznikly proti specifickym
fragmentt, které budou vystaveny povrchu externich proteint
pfirozeného DCRSS. Pousitelné budou také komplexy kombinaci

proteint a mohou se také vytvorit protilatkové pfipravky.

V jistych  Jjinych provedenich vynalezu se rozpustné
konstrukce, napriklad segmenty DCRSS vazajici extrabunécny
ligand, s IL-12RB1l mohou byt vazebné kompozice pro ligand a
mohou se také pouzit Jjako ligandovy antagonisty nebo Jako
antigeny k blokaci signalizace zprost¥edkované ligandem.
Takové konstrukce se mohou pouzit k diagnostickym Gcellim
napriklad pro histologické znaceni ligandd nebo pro
terapeutické ugely napfiklad jako antagonisti ligandu.

~N
Blokovani fyziologické odezvy na ligandy receptoru mize

vzejit z inhibice navazéni ligandu na receptor, pravdépodobné
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prostfednictvim kompetitivni inhibice. Pak testy in wvitro
podle vynalezu budou casto pouzivat protilatky nebo segmenty
té&chto protilatek vazajici antigen, rozpustné konstrukce
receptorlt nebo fragmenty spojené se substraty pevné faze. Tyto
testy také umoZfiuji diagnostickeé stanoveni u&inkl mutaci nebo
modifikaci oblasti vazajici ligand nebo Jjinych mutaci nebo
modifikaci, které napriklad ovlivauji signalizaci nebo

enzymatickou funkci.

Vynédlez dale popisuje pouziti kompetitivnich testl pro
testovani  1éku, kde napriklad protilatky neutralizujici
receptorové komplexy nebo fragmenty souté&zi s testovanou
sloudeninou o navazani na ligand nebo jinou protilatku. Timto
zplisobem se mohou neutralizacni protilatky nebo fragmenty
pou?it k detekci pritomnosti polypeptidu, ktery sdili jedno
nebo vice vazebnych mist va&i receptoru a také se mizZe pouzZit
pti obsazovani vazebnych mist na receptoru, které se muzZe tak
vadzat na ligand. Konstrukce rozpustnych receptor kombinujicil

extrabunééné oblasti DCRS5 nebo oblasti DCRSS vizajici ligand
s IL-12RB1l se mohou pouzZit jako antagonisté pro kompetitivni

navazani ligandu p40/IL-B30.
V. Priprava nukleovych kyselin a proteinu

Dna, kterd kéduje protein nebo jeho fragment se maze
ziskat chemickou syntézou , testovdnim knihovny cDNA nebo
testovanim genomovych knihoven ptfipravenych z mnoha bunécnych
1inii nebo tkafiovych vzorkl. Pfirozené sekvence se mohou
izolovat pouzitim standardnich metod a zde popsanych sekvenci
(napfiklad v tabulce ¢. 1). Jiné dopliaky druhll se mohou
identifikovat hybridizaci nebo raznymi metodami PCR
kombinovanYmi s vyhledavanim v sekvencnich databdzi, jako jJe

napfiklad GenBank. ~
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Tato DNA se miZe - exprimovat v raznych hostitelskych
buiikdch za u&elem syntézy receptoru Vv plné délce nebo
fragmentu, ktery se muZe naopak napfiklad pouzit k vytvoreni
polyklondlnich nebo monoklondlnich protilatek, ve vazebnych
studiich, pti konstrukci a expresi oblasti vézajicich ligand
nebo oblasti kinazy/fosfatdzy a ke studiu vztahu struktury a
funkce. Varianty nebo fragmenty se mohou exprimovat
v hostitelskych bufikdch, které se transformuji a transfekuji
vhodnymi  expresivnimi  vektory. Tyto molekuly mohou byt
v podstat& bez proteinu nebo pbun&inych kontaminant, spise nez
ty ziskané z rekombinantniho hostitele a proto je mozné je
pouzit ve farmaceutickych prostfedcich, kde se kombinuji
s farmaceuticky ptrijatelnym nosicem a/nebo fedidlem. Protein
nebo Jjeho <&asti se mohou exprimovat jako fuze s jinymi
proteiny. Zv1asté zajimavé jsou kombinace pozadovanych

proteini nebo nukleovych kyselin, které je kéduji.

Expresivni vektory Jsou Vv typickém pripadé€ sami se
replikujici konstrukce DNA nebo RNA, které obsahuji poZadovany
receptorovy gen, Jjeho fragmenty nebo kombinaci gent, obvykle
operativné& spojenych s vhodnymi genetickymi ¥idicimi elementy,
které je mozné najit ve vhodné hostitelske pbufice. Rada genu
miZe byt postupné exprimovana a mohou byt na polycistronickém
mesagge.Specificky typ fidicich element nezbytny Kk dosazeni
exprese bude zaviset na pouziti hostitelské bunky. V obecném
pripad& genetické ¥idici elementy mohou zahrnovat prokaryontni
promotorovy systém nebo eukaryontni promotorovy systém ¥idici
expresi a Vv typickém ptipadé =zahrnuje transkripéni promotor,
operator k fizeni zadatku transkripce, zesilovace transkripce,
které zesiluji expresi mRNA, sekvenci, kterd kéduje misto pro
navazani na ribozdém, a sekvence, které ukoncuji transkripci a
translaci. Expresivni vektory také obvykle obsahuji pocatek
replikace, ktery umoZiuje replikaci vektoru nezavisle na

hostitelské bunce.
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Vektory podle vynédlezu zahrnuji ty, ktereé obsahuji DNA
kédujici popsanou kombinaci proteind nebo biologicky aktivni
ekvivalentni polypeptid. DNA mlizZe byt fizena virovym
promotorem a muze kédovat selektivni marker. Vynalez déle
popisuje pouZitil takovych expresivnich vektor?, které Jsou
schopny exprimovat eukaryontni cDNA kédujici takové proteiny
v prokaryontnim nebo eukaryontnim hostiteli, kde Je vektor
kompatibilni s hostitelem a kde eukaryontni cDNA jsou
za&lenény do vektoru tak, e pri rlstu hostitelské bunky,
ktera obsahuje vektor, se exprimuje diskutovanad cDNA. V
obvyklém pripadé se exprimované vektory navrhuji tak, aby
mohla prob&hnout stabilni replikace Vv jejich hostitelskych
bunkéch nebo amplifikace, ktera velmi zvysi celkovy pocet
kopii poZadovanych gent v bufice. Neni vZdy nezbytné vyzadovat,
aby se expresivni vektor replikoval v hostitelské bunce. Je
naptriklad moziné, aby probé&hla doCasna exprese proteinu nebo
jeho fragmentl v ruznych hostitelich za pouziti vektoru
ktery neobsahuji pocatek replikace, ktery Je rozeznavan
hostitelskou buikou. Je také moiné pouzit vektory, které
zplisobuji integraci <&asti kédujicich protein do hostitelské

DNA pomoci rekombinace.

Zde pouZivané vektory obsahuji plazmidy, viry,
pakteriofdg, integrovatelné fargmenty DNA a jiné excipienty,
které umozfuji integraci fragment DNA do genomu hostitele.
Expresivni vektory Jsou specializované vektory, které obsahujil
genetické kontrolni elementy, jenz ovliviujil expresi
operativné& spojenych gend. Plazmidy Jsou b&in& uzivana forma
vektoru, ale mohou se pouZit vsechny jiné formy vektoru, které
vykazuji ekvivalentni funkci a které jsou nebo se stavaji
dobfe znamy v oboru (popisuje se napfiklad Vv publikaci
Pouwels, et al., (1985 a doplnky) Cloning Vectors: A
laboratory manual, Elsevggr, N.Y., a Rodriguez, et al., (eds.
1988) Vectors: A survey of molecular clonning vectors and

their uses, Buttersworth, Boston) .
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Transformované buiiky jsou bufiky, s vyhodou sav&i bunky,

které se transformovaly nebo ttransfekovaly s vektory
konstruovanymi za pouziti metod rekombinace DNA.
Transformované hostitelské bunky exprimuji pozadované

proteiny, ale pro ucely klonovani, amplifikace a manipulace
DNA nepotfebuji exprimovat proteiny. Vynalez dale popisuje
kultivaci transformovanych bun&k v nutriénim médiu, cozZ
umoZfiuje akumulaci proteinu. Proteiny je moZné izolovat bud

z kultury nebo v jistych pfipadech z kultiva¢niho media.

Pro u&ely vynédlezu Jjsou nukleové sekvence operativné
spojeny, kdyZ jsou vzajemné funk&né& pfibuzné. Naptiklad DNA
presekvence nebo sekre&ni vedouci sekvence Je operativné
spojena s polypeptidem, JjestliZe se exprimuje jako preprotein
nebo se uSastni fFizeni polypeptidu do buné&iné membréany nebo
pf¥i jeho sekreci. Promotor Jje operativné spojen s kédujici
sekvenci v pfipadé Ze Fidi transkripci polypeptidu. Misto
vidzajici se na ribozom je operativné spojen s kédujici
sekvenci, JjestliZe je umisté&na tak, aby dovolovala translaci.
V obvyklém pPipadé operativné spojeny znamena souvisly a
v jednom &tecim ramci, avSak Jjisté genetické elementy, jako
jsou represorové geny nejsou souvisle spojeny, ale stale se

v4?1 na operadtorové sekvence, které naopak ridi expresi.

Vhodné hostitelské buiiky zahrnuji prokaryonty, nizZsi
eukaryonty a vy$8i eukaryonty. Prokaryonty zahrnujl gram
negativni a gram pozitivni organizmy, jako jsou napfiklad E.
coli a B. subtilis. NiZ3i eukaryonty =zahenuji kvasinky,
napfiklad S. cerevisiae a Pichia a druhy rodu Dictyostelium.
Vy§3i eukaryonty =zahrnuji tkanové kultivalni bunécné linie
pochdzejici ze zvifecich bun&k, které nejsou savC¢iho puvodu,
napfiklad hmyzi bunky a butky ptdkd a buiky savéiho puvodu,

jako jsou naptriklad lidskésbuiiky, bufiky primdtd a hlodavcu.
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Prokaryontni hostitelské vektorové systemy zahrnuji rdzné
vektory pro fadu r@znych druhd. Pro uCely vynalezu se
v obecném pripadé& pouZivéd mikroorganizmus E. coli a jeho
vektory. Mohou se ©pouZit ekvivalentni vektory pouZivané
v pripad® jinych prokaryontl. Reprezentativni vektor vhodny
pro amplifikaci DNA Jje pBR322 nebo fada jejich derivati.
Vektory, které se mohou pouZit k expresi receptoru nebo jeho
fragment@ zahrnuji, ale nejsou omezeny na takove vektory,
které obsahuji promotor lac (série pUC), promotor trp (pBR322
trp), promotor Ipp (série pIN), lambda pP nebo promotory PR
(pOTS) nbeo hybridni promotory, Jjako je ptac (pDR540)
(popisuje se v publikaci Brosius, et al., (1988) Expression
vectors employing lambda and Ipp derived promotores,
v Vectors: A survey of molecular clonning vectors and their
uses (eds. Rodriguez and Denhardt), Buttersworth, Boston,

Chapter 10, pp. 205 236).

NiZ?&i eukaryonty naptriklad kvasinky a Dictyostelium se
mohou transformovat vektory obsahujicimi sekvenci DCRS5. Pro
ucely tohoto vynalezu nejbé&znéjsim niZsim eukaryontnim
hostitelem jsou pekafské kvasinky Saccharomyces cerevisia.
Tyto kvasinky se jsou pouZivany k reprezentacil nizsich
eukaryont(, ackoli je také dostupnéd fada jinych kmenu a druht.
Kvasinkové vektory v typickém pripadé obsahuji  pocatek
replikace (vyjma integradnich typtu), selekéni gen, promotor,
DNA kédujici receptor nebo Jjiné fragmenty a sekvence pro
ukon&eni translace, polyadenylaci a wukonleni transkripce.
Vhodné expresivni vektory urené pro kvasinky zahrnuji takové
konstitutivni promotory jako promotory genl 3-fosfoglyceratove
kindzy a rGzné jiné promotory genld glykolytického enzymu nebo
také indukovatelné promotory, jako je promotor dehydrogenazy
alkoholu nebo promotor metalothioninu. Vhodné vektory zahrnuji
derivaty nésledujicich typd: samostatné se replikujici s malym
poétem kopii (jako jsou série Yrp), samostatné se replikujici

s vysokym poltem kopii (jako jsou série Yep), integracni typy



43 :

(jako Jjsou seérie Yip) nebo minichromozémy (jako Jsou série

YCp) .

Tkanové buné&éné kultury vy3s8ich jsou Vv normalnim ptipadé
vyhodné hostitelske pbuiiky vhodné pro expresi funkc&né aktivniho
interleukinu nebo receptorovych proteina. V principu je mozné
pouzit fadu bunécnych linii tkanovych kultur vy38ich
eukaryont, Jjako Jjsou napriklad expresivni systémy hmyzich
pakulovirta at uZ pochazi z pbezobratlych nebo =z obratlovcl.
Preferuji se v3ak bunky savcli. Transformace nebo transfekce a
pomnozeni takovych punék se stava rutinnim postupem. Priklady
takovych pouzitelnych pbun&&nych 1linii zahrnuji bunky Hela,
bun&éné linie vajecnikl Einskych kfeckld (CHO), bunécné linie
ledvin mladat krys (BRK), hmyzi bund&né linie, ptaci bunécné
linie, bunééné linie opic (COS) . Expresivni vektory vhodné pro
takové buné&éné linie zahrnuji pocatek replikace, promotor,
misto po&atku translace, mista sestfihu RNA (jestliZe se
pouzije pouze DNA), polyadenylalni misto a misto wukonCeni
transkripce. Tyto vektory také v obvyklém ptipadé obsahujil
selektivni gen nebo amplifikaéni gen. Vhodnymi expresivnimi
vektory mohou byt plazmidy, viry nebo retroviry, které nesou
promotory ziskané napfiklad z takovych zdroju, jako Jsou
adenoviry, sv4o, parvoviry, virus vakcinie nebo
cytomegalovirus. Reprezentativni vzorky vhodnych expresivnich
vektort zahrnuji pCDNAl, pCD (poplsuje se Vv publikaci Okayama,
et al., (1985) Mol. Cell Biol. 5: 1136-1142), pMClneoPolyA
(popisuje se Vv publikaci Thomas, et al., (1987) Cell 51: 503-
512) a baculovirovy vektor, jako je pAC 373 nebo pAC 610.

V ptipadé vyluovanych proteind a nékterych membranovych
proteinl otevieny ¢&teci ramec Vv obvyklém pfipadé kéduje
polypeptid, ktery obsahuje zraly nebo vyluéovany produkt
kovalentn®& spojeny s Nzkoncem signadlniho peptidu. Signalni
peptid se stépli pted sekreci sralého nebo aktivniho

polypeptidu. Misto &té&peni je mo¥né predpovedet s vysokym
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stupnénm pfesnosti z empirickych pravidel (popisuje se
napfiklad v publikaci von-Heijne (1986) Nucleic Acids Research
14: 4683-4690 a Nielsen, et al. (1997) Protein Eng. 10: 1-12)
a presné sloZeni aminokyselin signalniho peptidu se CcCasto
nejevi byt kritické ve spojeni s jeho funkci (popisuje se
v publikaci Randall, et al., (1989) Science 243: 1156-1159,
Kaiser et al., (1987) Science 235: 317. Zralé proteiny podle
vynadlezu se mohou &asto stanovit za pouZiti standardnich

metod.

Sasto bude nutné exprimovat tyto polypeptidy v systému,
ktery poskytuje specificky nebo definovany glykosylacni
patern. V tomto pripadé obvykly patern pbude ten, ktery IJje
poskytovan pfirozené expresivnim systémem. AvSak patern se
bude modufikovat vystavenim polypeptidu, napriklad
neglykosylované formy, vhodnym glykosylacnim proteinim
zavedenym do heterogenniho expresivniho systému. Receptorovy
gen se muZe spole&né transformovat jednim nebo vice geny,
které koduji savii nebo jiné glykosylaéni enzymy. Za pouziti
uvedeného pristupu Jisté savéi glykosyla¢ni paterny budou
dosasitelné v prokaryontnich nebo jinych bufikach. Exprese
v prokaryontnich bunkéach v typickém ptipadé povede

k neglykosylacé¢nim formam proteinu.

7Zdroj DCRS5 miZe byt eukaryontni nebo prokaryontni
hostitel exprimujici rekombinantni DCRS5, Jjak se popisuje
shora v textu. 2zdrojem miZe byt také bun&éna linie, ale Jjiné
sav&i buné&dné linie, které také spadaji do popisu uvedeného

vynalezu. Vyhodna bun&énéd linie pochazi z lidskeého druhu.

V pripadé, e sekvence Jsou znamy, DCRS5 primata,
fragmenty nebo Jjeho derivaty se mohou pripravit béZnymi
zplisoby syntézy peptidl. Tyto syntézy zahrnuji zpusoby syntézy
popsané v publikaci Ste@art and Young (1984) Solid phase
peptide synthesis, Pierce Chemical Co., Rockford, IL,
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Bodanszky and Bodanszky (1984) The practice of peptide
synthesis, Springer Verlag, New York a Bodanszky (1984) The
principles of peptide synthesis, Springer Verlag, New York.
Napfiklad se mazZe pouzit azidovy postup, postup za pouziti
kyselych chloridd, postup za pouziti kyselého anhydridu,
postup pouziti michaného anhydridu, zpusob aktivniho esteru
(napfiklad p-nitrofenylester, ester N-hydroxysukcinimidu nebo
ester kyanomethylu), karbodiimidazolu, oxida&né-redukcni
postup nebo dicyklohexylkarbodiimidovy aditivni postup (DCCD).
V pfipadé shora v textu popsanych postupti je moZné pouZit
pevnou fazi a syntézu na pevné a kapalné fazi. Podobné metody

lze pouzit s ur&itymi sekvencemi DCRSS.

Proteiny DCRS5, fragmenty nebo derivaty je mozné pripravit
v souladu se shora v textu popsanymi postupy, které se
v typickém ptipadé pouzivajil pEi syntéze peptidd. V obecném
ptipadé se pouzivaji tzv. postupne zpisoby, které zahrnuji
kondenzaci aminokyseliny s termindlni aminokyselinou, pricemz
v sekvenci pfibyva jedna za druhou nebo pfipojeni peptidovych
fragmentd k termalni aminokyselinou. Aminoskupiny, které se
nepouzily pf¥i parovaci reakci se v typickem pfipadé musi

chranit, aby se predeilo interakci na Spatném misteé.

JestliZe se adoptovala syntéza na pevné fazi, C-termindlni
aminokyselina Jje véazdna na nerozpustném nosi&i nebo Je
podloZena karboxylovou skupinou. Nerozpustny nosi¢ neni
zv145t& limitovan, pokud Je schopen se vazat na reaktivni
karboxylovou skupinu. PF¥iklady takovych nerozpustnych nosicu
zahrnuji halometylové pryskyfice, Jjako Je chlorometylova nebo
bromometylova pryskytice, hydroxylmetylova, fenolova
pryskyfice, tercialni alkyloxykarbonylhydrazidatové pryskyfice

a podobné.

. L3 I 4 .\/ » » 7 v .
Aminoskupinou chrédnéna aminokyselina se vaze V sekvencl

prostfednictvim kondenzace své aktivované karboxylové skupiny
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a reaktivni aminoskupina dfive vytvofeného peptidu nebo
fetdzce za udelem postupné syntézy peptidu. Po syntéze
kompletni sekvence se peptid oddé&li od od nerozpustného nosice
za vzniku peptidu. Tento pristup syntézy na pevné fazi se
popisuje v publikaci Merrifield, et al., (1963) J. Am. Chem.
Soc. 85: 2149-2156.

P¥ipravené proteiny nebo jeho fragmenty se mohou izolovat
a &istit =z reakdéni smési zpusoby separace peptidu. Je to
naptiklad extrakce, srazeni, elektroforéza, ruzné formy
chromatografie, imunoafinity a podobné. Receptory podle
vynalezu se mohou ziskat v ruznych stupnich ¢istoty
v zavislosti na poZadovaném pouZiti. Gistoty Jje moZné
dosdhnout pouZitim metod ¢iité&ni proteinu, ktery se popisuje
dale v textu, nebo pouZitim protilatek, které se popisuji
v metodach imunoabsorbéni afinitni chromatografie. Tato
imunoabsorb&ni afinitni chromatografie se provadi: nejdfive se
navazi protilatky na pevny povrch a pak prijdou do kontaktu
s rozpudténym lyzatem vhodnych buné&k, s Llyzaty jinych bunék
exprimujici receptor nebo s lyzaty nebo supernatanty bunék
produkujicich protein jako vysledek metod DNA (popisuje se

dale v textu).

V obecném pfipadé izolované proteiny budou alesponl ze 40 %

Q

&isté, bé&Zné& alespon z 50 % gisté, obvykle alespoii z 60 %

Q

&isté, v typickém pripadé alesponn ze 70 % cisté, ve vice
typickém pfipadé alespont z 80 % Cisté, s vyhodou alespon z 90
s &isté a vyhodn&jsi je alespon z 95 % &isté a v urcitych
provedenich alespon z 97 az 99 % Cisté nebo vice. Cistota je
obvykle stanovena na zakladé hmotnosti. Je-1li to vhodné
aplikuji se ruazné testy. Mohou se izolovat jednotlivé proteiny

a pak se kombinuji.

VI. Protilatky
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Protilatky mohou vzniknout proti raznym sav&im proteinum
DCRS5 a Jjejich fragmentim, které se pfirozené vyskytuji
v nativni forméch a v Jjejich rekombinantnich formach. Rozdil
je, Ze protilatky va&i aktivnimu receptoru jsou rozeznavany
epitopy pritomnymi v ptirozenych konformacich. Dale se
popisuji protilatky rozeznavajici epitopy prezentovany
kombinaci DCRS5 s IL-12RPl. Detekce denaturovaného antigenu je
také pouzitlnd napfiklad ve westernové analyze. Také se
popisuji anti-idiotypické protilatky, které budou pouzitelné
jako agonisté nebo antagonisté ptirozeného receptoru nebo

protilatky.

Protilatky, zahrnujici vazebné fragmenty a verze jediného
tetdzce, proti pfedem definovanym fragmenttm  proteinu mohou
vzniknout imunizaci zvifat konjugaty fragmentd s imunogenimi
proteiny. Monoklonalni protilatky Jsou pfipravené =z bunék
vyludujici poZadovaneé protilatky. U téchto protilatek se muZe
testovat jejich schopnost vazat se na norméalni nebo defektni
protein nebo agonisticka nebo antagonisticka aktivita. Tyto
monoklonalni protiladtky se Dbudou obvykle vazat s hodnotou
konstanty KD pfibliZzné 1 mM, vice obvykld je pfibliZna hodnota
300 pM, v typickém piipadé je ptibliZna hodnota alespon 100 uM,
ve vice typickém pripadé je tato hodnota konstanty alespon
p¥ibliZn& 30 pM. Pfednostné je hodnota konstanty KD alespon 10
UM a vice se preferuje hodnota konstanty alespofl pribliZné 3 uM

nebo lepSi.

Protilatky zahrnujici fragmenty vazajici antigen podle
vynédlezu mohou mit podstatnou diagnostickou nebo terapeutickou
hodnotu. Mohou byt potencionélni antagonisté, které se vazou
na receptor a inhibuji navazédni na ligand nebo inhibuji
schopnost receptoru vyvolavat biologickou odezvu napfiklad
plisobit na jeho substrat.>Protilatky se mohou take pouzit jako

protilatky, které nemaji neutralizadni vlastnosti a mohou se
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spojovat s toxiny nebo ' radionuklidy, aby se vazaly na
produkujici bunky nebo buriky lokalizované na zdroji
interleukinu. Tyto protilatky se mohou dale konjugovat s 1léky
nebo Jjinymi terapeutickymi ¢&inidly bud pfimo nebo nepfimo

pomoci linkeru.

Protilatky podle vynalezu se mohou také pouzit pEi
diagnostickych aplikacich. Jako zdchytné nebo neneutralizadéni
protilatky se mohou vazat na receptor bez inhibujicich ligandu
nebo navazani substratu. Neutraliza&ni protilétky se mohou
pouzit v kompetitivnim vazebném testu. Budou se také moci
pouzit pii detekci nebo kvantifikaci ligand. Mohou se take
pouzit jako <&inidla pfi analyze westernovym pfenosem nebo pfi
imunologickém sraZeni nebo imunologickém ¢&isténl proteinu.
Podobn& se mohou na pevnych substratech nebo plastovych
listech imobilizovat nukleové kyseliny a proteiny. Substraty
mohou byt napfiklad Céastice z pevné pryskyfice nebo listy

plastu.

Fragmenty proteinu se mohou véazat na jiné materialy,
zv145t& peptidy, jako  fuzované nebo kovalentnd& véazané
polypeptidy, aby se mohly pouzit Jjako imunogeny. Savci
receptory cytokind a fragmentu se mohou fuzovat nebo
kovalentn® vazat na ruzné imunogeny, jako Jje hemocyanin
prilipkovitych plzt, albumin bovinniho séra, toxoid tetanu
(popisuje se v publikaci Microbiology, Hoeber Medical
Division, Harper and Row, 1969, Landsteiner (1962) Specifity
of serological reactions, Dover Publications, New York a
Wiliams, et al., (1967) Methods in Immunology and
Immunochemistry, Vol. 1, Academic Press, New York), kde se
také popisuji metody ptipravy polyklonalniho antiséra. Typicka
metoda zahrnuje hyperimunizaci zvifete s antigenem. Kratce po
opakované imunizaci se §hromé2di krev zvitete a 1izoluje se

gamaglobulin.
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V nékterych pEipadech Je nutné ptfipravit monoklonadlni
protilatky z ruaznych sav&ich hostitelll, jako je myS, hlodavci,
primati, lidé atd. Popis metod vhodnych pro ptipravu takovych
monoklonélnich protiladtek se nachazil napriklad v publikaci
Stites, et al., (eds.) Basic and Clinical Immunology (4 th.
ed.), Lange Medical Publications, Los Altos, CA, Harlow and
Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press, Goding
(1986) Monoclonal Antibodies: Principles and practice (2d ed.)
Academic Press, New York a zvla3té v publikaci Kohler and
Milstein (1975) in Nature 256: 495-497, kde se popisuje metoda
generujici monoklondlni protilatky. Tato metoda zahrnuje
zavedeni imunogenu do zvitete injekci. 7vire se pak usmrti a
ze sleziny se odeberou buiiky , které se pak fuzuji s bufikami
myelomu. Vysledek je hybridni bufika nebo ,hybridom®, ktery Je
schopny se reprodukovat in vitro. Pak se testuje populace
hybridomid za uGCelem 1izolovat jednotlivé klony, kdy kazdy
z nich vyluc¢uje jediny druh protildtek proti imunogenu. Timto
zpusobem ziskané jednotlivé druhy protilatek jsou produkty
imortalizovanych a klonovanych bunék B imunizovaného zvirete
vytvorenych Jjako odezva na specifické misto rozeznavané na

imunogenni substanci.

Jiné vhodné metody zahrnuji vystaveni lymfocytd in vitro
vadi antigennim polypeptidim nebo v jiném pf¥ipadé k selekci
knihoven protildtek ve fagu nebo Vv podobnych  vektorech
(popisuje se v publikaci Huse, et al., (1989) Generation of a
large combinatorial library of the immunoglobulin repertoire
in phage Lambda, Scinece 246: 1275-1281 a Ward, et al., (1989)
Nature 341: 544-546). Polypeptidy a protilatky podle vynalezu
se mohou pouZit s upravami nebo bez Uprav, které zahrnujl
chimérové nebo  humanizované  protilatky. Polypeptidy a
protilétky budou &asto znadeny kovalentnim nebo nekovalentnim
pfipojenim latky, kterd .poskytuje detekovatelny signal. Je
snamo Siroké rozmezi znalicich a konjugalnich metod a Jjsou

publikovany ve vé&deckée a patentové literatufe. K vhodnému
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znaceni se pouZzivajil radionukleotidy, enzymy, substraty,
kofaktory, inhibitory, fluorescenéni ¢&éasti, chemiluminiscenéni
Gasti, magnetické d¢astice a podobné. Pouziti takovych znacek
se popisuje v patentové literatufe zahrnujici US patent ¢. 3
817 837, 3 850 752, 3 939 350, 3 996 345, 4 277 437, 4 275 149
a 4 366 241. Mohou se také produkovat rekombinantni nebo
chimerické imunoglobuliny (popisuje se V patentovém dokumentu
USA &. 4 816 567) nebo imunoglobuliny ptipravené v transgenni
' my3i (popisuje se V publikaci Mendez, et al., (1997) Nature
Genetics 15 : 146-156).

Protilatky podle vyndlezu mohou byt pouzity pfi afinitni
chromatografii p¥i izolaci proteintt DCRS5 nebo peptidd. Mohou
se ptripravovat kolony, kde protildtky jsou spojeny S pevnym
povrchem, napfiklad s Gasticemi jako je agardza, Sephadex nebo
podobné&, kde buné&lny lyzat mtZe prochézet kolonou. Kolona se
promyje a pak nasleduje zvySeni koncentraci slabého
denatura&niho ¢inidla, ¢&imZ se uvolni izolovany protein.
V jiném pripadé se protein miZe pouzit pri cisténi protiléatek.

Mohou se aplikovat vhodné -k¥izené absorbance nebo deplece.

Protilatky se mohou také pouZit k testovani expresivnich
knihoven za u&elem =ziskéni jistych expresivnich produktu.
Obvykle protilatky uzivané pfi takovém postupu budou znaceny
znadkou umozfiujici jednoduchou detekci antigenu navazanou

protilatkou.

Protilatky vytvo¥ené proti cytokinovému receptoru se budou
také moci pouzit k vytvofeni anti-idiotypickych protilatek.
Tyto protilétky bude moZné pouZit pfi detekci nebo diagnostice
riznych imunologickych podminek vztazenych k expresi proteinu
nebo bun&k, které exprimuji uvedeny protein. Uvedené bunky se
mohou také pouZzit jako agonisté nebo antagonisté 1ligandu,
ktery muzZe byt kompetf%ivnim inhibitorem receptoru nebo

substituentem pfirozené& se vyskytujicich  ligand. Jisté
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protilatky proti podjednotkam receptoru nebo kombinacim mohou
slou?it jako aktivacni protilatky, které mohou plasobit

signalizaci, ¢&imZ slouZi napfiklad jako agonisté ligandu.

Protein receptoru cytokinu, ktery se specificky vaze nebo
je specificky imunoreaktivni s protildtkou vytvorenou proti
definovanému imunogenu, jako je imunogen obsahujici
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2, je v typickém pripadé
stanoven pomoci  imunologického  testu. Imunologicky  test
v typickém pEipadé pouziva polyklondlni antisérum, které se
vytvo¥ilo naptriklad proti proteinu se sekvenci SEQ ID NO: 2.
Toto antisérum se vybralo tak, aby vykazovalo nizkou zkrizZenou
reaktivitu s jinymi ¢&leny rodiny cytokinovych receptorti, jako
je naptiklad podjednotka receptoru IL-12RB2 nebo podjednotka
gpl30 receptoru IL-6, s vyhodou ze stejnych druht a libovolna
takova zkfiZend reaktivita je pfed pouzZitim v imunologickém

testu odstran&na imunoabsorpci.

7za Uu&elem produkovat antisérum vhodné pro pouZiti
v imunologickém testu, se izoluje protein napfiklad se
sekvenci SEQ ID NO: 2. Rekombinantni protein se mtZe napfiklad
produkovat v sav&i bunécné l1inii. Vhodny hostitel napfiklad
imbredni kmen my3i, jako je Balb/c Je imunizovan vybranym
proteinem, v typickém pripadé se pouzZiva standardni adjuvans,
jako je Freundovo adjuvans, a standardni imuniza&ni protokol
pro my3i (popisuje se Vv publikaci Harlow and Lane (1988)
Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press, Goding (1986)
Monoclonal Antibodies: Principles and practice (2d ed.)
Academic Press, New York). V jiném piipadé se jako imunogen
mife pouZit synteticky peptid ziskany ze zde popsanych
sekvenci a je konjugovan s nosi&ovym proteinem. Shroméazdila se
polyklonalni antiséra a .titrovala se proti imunogennimu
proteinu v imunologickém testu. Pouzil se naptriklad
imunologicky test a imunogenem imobilizovanym na pevnem

povrchu. Polyklonadlni antisérum s titrem 10 nebo vy83i se
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vybralo a testovalo za UcCelem zji&téni  jeho zk¥izZené
reaktivity proti &lenim rodiny cytokinovych recepotrl, jako Je
napfiklad gpl30 nebo IL-12RP1 za pouzZiti kompetitivniho
vazebného imunologického testu, Jjak se popisuje V publikaci
Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual, CSH
Press, Goding (1986) Monoclonal Antibodies: Principles and
practice (2d ed.) Academic Press, New York na strankach 570-
573). P#i tomto stanoveni se pouzivaji s vyhodou dva ¢&lenoveé
rodiny cytokinovych receptort. Tyto Elenové rodiny
cytokinovych receptor se mohou produkovat jako rekombinantni
proteiny a izolovaly se za pouziti standardni molekulové

piologie a popsanych metod chemie proteint.

Imunologické testy Vv kompetitivnim vazebném formadtu se
mohou pouZit pfi stanoveni skfizené reaktivity. Protein se
sekvenci SEQ ID NO: 2 se miZe imobilizovat na pevny podklad.
Proteiny ptridané do testu mohou soutd&Zit s navazénim antisera
s imobilizovanym antigenem. Schopnost shora popsanych proteint

sout&?it v navazani antiséra na imobilizovany protein se

porovnava s proteiny, jako Jje naptiklad gpl30 nebo IL-12RB2.
Procento zkFirené reaktivity shora uvedenych proteinlt se
vypo&itala za pouZitil standardniho vypo&tu. Vybrala se a
shroma?dila se antiséra se zk¥iZenou reaktivitou niz3i nez 10
$ pro kazdy protein uvedeny shora v textu. 7k¥iZené reagujici

protilatky se pak odstrani ze shromdzZzdéného antiséra

imunologickou absorpci se shora uvedenymi proteiny.

Imunologicky absorbovana a shroma>d&nad antiséra se pak
pouzily Vv kompetitivnim vazebném imunologickém testu, Jak se
popisuje shora v textu, aby se porovnal druhy protein
s imunogennim proteinem (napfiklad protein podobny DCRS5 se
sekVenci SEQ ID NO: 2). Za ucCelem uskutedénit toto porovnani,
se testoval kazdy ze~ dvou proteind v Sirokém rozmezi
koncentraci a stanovilo se mnoZstvi kar?dého proteinu nutneé

k inhibici 50 % navazéni antiséra na imobilizovany protein.
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Jestlize nutné mnoZstvi druhého proteinu Jje nizsi nez
dvojnésobek mnoZstvi vybraného proteinu nebo proteinu, ktery
je nutny, pak se da ¥ici, Ze druhy protein se specificky vaze

na protilatku vytvofenou proti imunogenu.

Rozumi se, Ze tyto proteiny receptoru cytokinl Jsou
&lenové rodiny homolognich proteind, které obsahuji radu
identifikovanych genld. V ptipadé urcitého genového produktu,
jako je DCRS5, termin neznamena pouze zde popsané
aminokyselinové sekvence, ale také jiné proteiny, které 7jsou
alelické, nealelické nebo druhové varianty. Rozumi se, ze
terminy zahrnuji neprirozené mutace zavedené zamérnou mutaci
za pouziti béiné rekombinantni technologie, Jjako Jjsou mutace
v jedné poloze nebo vyst¥iZenym kratkych sekci DNA kdédujici
proteiny nebo substituci novych aminokyselin nebo pfidanim
novych aminokyselin. Takové minoritni zm&ny v typickém pfipadé
v podstaté udrzovat imunologickou shodu plvodni molekuly
a/nebo svou biologickou aktivitu. Tak tyto zmé&ny =zahrnuji
proteiny, které Jsou specificky imunoreaktivni s oznacenymi
pfirozené se vyskytujicim proteinem DCRS5. Biologicke
vlastnosti zm&nénych proteinl se mohu stanovit expresi
proteinu ve vhodné bunédné 1linii a mé&Fenim vhodneého uc¢inku
napriklad na transfekovanych lymfocytech. Uré¢ité minoritni
Upravy proteinu zahrnuji konzervativni substituci aminokyselin
s podobnymi chemickymi vlastnostmi, Jjak se popisuje shora
v textu v pPipadé rodiny cytokinovych receptorii Jjako celku.
Srovnanim proteinu s proteinem cytokinovych receptorlt a
pouZ?itim bézZnych zde popsanych imunologickych testh za uUcelem
stanoveni imunologické shody Je mo’né stanovit sloZeni

proteinu podle vynalezu.

Protilatky vytvofené proti podjednotkam receptoru mohou
slouzit k prostorovému zaplokovani navazani ligandu na funkéni

receptor. Takové protilatky se mohou vytvofit bud proti
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samotné podjednotce nebo proti kombinaci DCRS5 s IL-12RP1.
Vysledkem by mély byt antagonisté protilatek.

VII. Sady, diagnoézy a kvantifikace

V sadidch a v testech podle vyndlezu Jje mozZné pouzit
ptirozené se vyskytujici a rekombinantni  formy molekul
podobnych receptoru cytokint popsanych shora v textu. Tyto
metody se mohou také aplikovat pri testovani vazebne aktivity,
nap¥iklad ligandd, v pripadé uvedenych proteina. V soucasné
dob& se vyvinulo né&kolik metod automatického testovani, ktere
umoZfuji testovani desetitisich sloudenin v jednom  roce
(popisuje se v publikaci BIOMEK automated workstation, Beckman
Instruments, Palo Alto, California a Fodor, et al., (1991)
Science 251: 767-773). Pozd&ji se popisuji zpusoby testovani
vazebnych schopnosti velkého mnostvi definovanych polymeru
syntetizovanych na pevném substratu. Vyvoj vhodnych testl
k tetsovani liganda nebo agonistickych/antagonisticchh
homolognich proteinl Jje umoZnén schopnosti izolovat velké
mnozstvi izolovanych, rozpustnych cytokinovych receptorl

v aktivnim stéadiu.

P¥i testovéani shora popsanych ligandd je moZné izolovany
DCRSS vazat primo na destidky. AvSak protilatky, které nemaji
neutralizadni u&inek vadi uvedenym proteinim, se mohou pouzit
jako zachytné protilatky k imobilizaci receptoru na pevné

fazi, coz se d& vyuZit pro diagnostické ucely.

Vynalez dale popisuje pouZziti DCRS5, Jeho fragment(,
peptidd a Jjejich fuznich produktd v riznych diagnostickych
saddch a metodach pf¥i detekci piitomnosti proteinu nebo jeho
ligandu. V jiném pfipad& nebo navic protilatky proti molekulém
mohou byt zaclenény do \§ad a mohou se pouZit p¥i raznych
metodach. V typickém pfipadé sada bude mit nadobku obsahujici

bud peptid DCRS5 nebo segment genu nebo ¢inidlo, které
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rozeznavad peptid nebo .genovy segment. V typickém pfipadé
rozeznavaci &inidlo v p¥ipadé peptidu bude receptorem nebo
protildtkou nebo Vv pfipadg& genového segmentu by jim obvykle
mohla byt hybridizaéni sonda. Jiné slofky sady mohou zahrnovat
jiné proteiny nebo c¢inidla pribuznad s polypeptidy p40, IL-B30

nebo IL-12RP1 parovani ligand/receptor.

Vyhodnd sada pro stanoveni koncentrace DCRS5 ve vzorku
bude v typickém ptripadé obsahovat znaclenou slouceninu,
napriklad ligand nebo protléatkuy, kterd vykazuje  znamou
vazebnou afinitu pro DCRS5, zdroj  DCRSbS (pfirozené se
vyskytujici nebo rekombinantni) Jjako pozitivni kontrolu a
prostfedky pro separaci navazanych slougenin od volnych
nevazanych slouéenin, coZ Je napfiklad pevnad faze pro
imobilizaci DCRSS5 v testovaném vzorku. V normadlnim pfipadé
sada obsahuje nadobky obsahujici <¢inidla 2 instrukce. Také
jsou pripraveny sady obsahujici vhodnou nukleovou kyselinu

nebo protein.

Protilatky zahrnujici fragmenty vazajici antigen
specifické pro sav&i DCRS5 nebo peptidovy fragment nebo
fragmenty receptoru Jjsou pouZitelné pfi diagnostickych
aplikacich za ucelem detekce pr¥itomnosti zvySeného mnozstvi
ligandu a/nebo Jjeho fragment®. Diagnostické testy mohou byt
homogenni (bez kroku separace mezi volnym &inidlem a komplexem
protilatka-antigen) nebo heterogenni (s krokem separace) .
Existuji r0zné bézné testy, Jako je radioimunologicky test
(RIA), test ELISA, enzymaticky imunologicky test (EIA), test
EMIT, substratovy imunologicky test za pouziti fluorescencniho
znadeni (SLFIA) a podobn&. Neznalené protilatky mohou byt
pouzity jako sekundarni protilatky, které jsou znaCeny a které
rozeznavaji protildtky vac¢i receptoru cytokinu nebo k jeho
ur&itému fragmentu. Tytq testy se také velmi diskutuji ve
vddecké literatufe (popisuje se napfiklad v publikaci Harlow

and Lane (1988) Antibodies: A laboratory manual, CSH a Coligan
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(ed. 1991 and periodic. supplements) Current protocols in

immunology greene/Wiley, New York).

Anti-idiotypické protilatky mohou mit podobné pouziti.
Mohou slouZit jako agonisté nebo antagonisté receptora
cytokinli. Mohou se takeé pouzit za vhodnych okolnosti jako

terapeuticka ¢inidla.

Ginidla pro diagnostické testy Jsou casto dodavany pfimo
v sadach, aby se optimalizovala citlivost testu. PIredmétem
vyndlezu v zdvislosti na podstat& testu je take protokol a
znacici ¢&inidlo, zna&ené nebo neznaené protiléatky nebo
znadeny ligand. To Jje obvykle Vv kombinaci s jinymi aditivy,
jako Jjsou pufry, stabilizatory, materialy nezbytné pro
produkci signalu, Jjako Jsou substraty pro enzymy a podobné.
Sada Dbude s vyhodou obsahovat instrukce pro pouziti a
likvidaci &inidel po pouZiti. V typickém piipadé sada obsahuje
nadoby pro kaZdé pouZitelné cinidlo a bude obsahovat instrukce
pro vhodné pouZiti a likvidaci &inidel. Je-1li to nutné cinidla
se budou vyskytovat jako suchy lyofilizovany prasek, pricemz
se &inidla daji uvést do vodného média a tak dosdhnout spravné

koncentrace pro uskutecnéni testu.

Shora v textu uvedené konstituenty diagnostickych testl se
mohou pouZit bez Upravy nebo se mohou upravovat raznymi
zpusoby. Napriklad znaCenl se miZe provést kovalentnim nebo
nekovalentnim spojenim Céasti, ktera pfimo nebo nepfimo
poskytuje detekovatelny  signal. V fadé uvedenych testu
testovana slouSenina, receptor cytokinu nebo jejich protilatky
se mohou znacit bud pfimo nebo nepfimo. MoZnosti primého
znadeni zahrnuji znalici skupiny: radioaktivni =znaceni, 3jako
je 1257 enzymy (popisuje se v patentovém dokumentu USA ¢&. 3
645 090), Jjako Jje peroxiddza a alkalickd fosfataza a
fluorescen&ni znacCky (pdﬁisuje se v patentovém dokumentu USA

c. 3 940 475) schopné monitorovat zmény intenzity
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fluorescence, posun vlnové délky nebo polarizaci fluorescence.
Pravdé&podobnost nepiimého znadeni zahrnuje znacleni jedné
slozky biotinem, pak néasleduje navazani na avidin, ktery Jje

spojeny s jednou ze shora popsanych skupin.

Existuje Yada metod separace navazaného ligandu od volného
ligandu nebo v jiném pfipadé navazané sloudeniny od volné
testované sloudeniny. Cytokinovy receptor se miZe imobilizovat
na ruznych matricich, po kterych nasleduje promyti. Vhodné
matrice zahrnuji plasty, Jjako jsou desticCky vhodné pro test
ELISA, filtry a ééstice. Metody imobilizujici receptor na
matrici zahrnuji p¥imou adhezi na plast, pouziti zachytovych
protildtek, chemické spojovéni a biotin avidin. Posledni krok
uvedeného pfistupu zahrnuje srdzZeni komplexu
protildtka/antigen libovolnou z nékolika metod zahrnujici tu,
kterd pouZivéa naptiklad organické rozpoudtédlo, jako jJe
polyetylenglykol nebo sul, jako Je sulfadt amonny. Jiné vhodné
separaéni postupy zahrnuji bez omezeni metodu pouzivajici
magnezivotelné &astice fluoresceinem znaenych protilatek, Jjak
se popisuje v publikaci Rattle et al., (1984) Clin. Chem.
30(9): 1457-1461 a dvojitou protiladtkovou separaci za pouziti
magnetickych Céstic (popisuje se v patentovém dokumentu USA C.

4 659 678).

Popisuji se zplsoby pro navdzani proteinu nebo fragmentl
na razné znaldky, které se dostatecné& popisuji v literature a
nevyzaduji dalsi diskuzy. Rada technik pro vznik vazby pouZiva
aktivovanych karboxylovych skupin bud pouZitim karbodiimidu
nebo aktivnich estert za vzniku peptidovych vazeb, vytvoreni
thioeterd reakci merkaptoskupiny s aktivovanym halogenem, jako
je chloroacetyl nebo aktivovany olefin, jako Jje maleimid.

Podle vyndlezu se miZe také pouzit metoda fuze proteint.

Jiny diagnosticky pf}stup podle vynadlezu zahrnuje pouZiti

oligonukleotidové nebo polynukleotidovych sekvenci =ziskanych
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ze sekvence cytokinového receptoru. Tyto sekvence se mohou
pouzit jako sondy Ppro detekci cytokinového receptoru u
pacientt, u kterych se pfedpokladaji imunologické poruchy.
V literatufre se popisuje a diskutuje pfiprava nukleotidovych
sekvenci RNA a DNA, znadeni sekvenci a vyhodné misto sekvenci.
V normadlnim pripadé oligonukleotidovd sonda Dby mé&la mit
alesponi 14 nukleotidl, obvykle alespoil p¥ibliZné 18 nukleotidl
a polynukleotidové sondy mohou byt velikosti aZ ne&kolik
kilobazi. Mohou se pouzit 1rGznd znaleni, nejb&Znéjsi Jsou
radionukleotidy, zvlasteé 32p, pro zavedeni do polynukleotidu se
mohou také pouZit nukleotidy upravené pouzitim biotinu. Biotin
pak slouZ?i jako misto pro navazani na avidin nebo protiléatky,
které se mohou znadit rozmanitymi druhy znacicich ¢inidel,
jako jsou radionukleotidy, fluorescenéni ¢&inidla, enzymy nebo
podobn&. V jiném pfipadé se mohou pouzit protiléatky, které
mohou rozpoznavat specifické duplexy, které zahrnuji duplexy
DNA a RNA, DNA a RNA hybridni duplexy nebo duplexy DNA a
protein. Protildtky naopak mohou byt znaceny a testovany za
adelem zjidténi, kde je na povrchu vazan duplex tak, Ze na
zakladé vytvofeni duplexu na povrchu, Je mozné detekovat
pritomnost protildtek na povrchu duplexu. Pouziti sond vac&i
nové antimediatorové RNA se miZe provést béZnymi technikami,
jako Jje hybridizace nukleovych kyselin, testovéni plus a
minus, testovani rekombinantnimi sondami, translace za
uvolnéni hybridd (HRT) a translace blokovana hybridem (HART) .
Tyto techniky také zahrnuji amplifika&ni metody, Jako Je

polymeradzova Feté&zcovéd reakce (PCR).

Vynadlez popisuje diagnostické sady, které se pouzivaji
k testovéni pfitomnosti kvalitativni nebo kvantitativni

pfitomnosti jinych markeru. Diagnéza a progndéza maZe zaviset

na kombinaci zna&icich &inidel (popisuje se Vv publikaci
Viallet et al., (1989) Psogress in growth factor res. 1: 89-
97). Detekce polymorfnich variant, které mohou odrazet rozdily

signalizace funk&niho receptoru se mohou pouzit p¥i stanoveni
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terapeutické strategie. Variace, které odrazi vé&t3i nebo mensi
odezvu na ligand umoZiuji vybréni pacientuq, ktefi vykazuji

nebo nevykazuji odezvu.
VIII. Terapeutické vyuziti

Vynalez popisuje ¢inidla s podstatnou terapeutickou
hodnotou (popisuje se v publikaci Levitzki (1996) Curr. Opin.
Cell Biol. 8: 239-244). Cytokinové receptory (pfirozené se
vyskytujici nebo rekombinantni ), Jjejich fragmenty, receptory
muteinu a protilatky spolu se slouceninami, U nichz se
ukdzalo, Ze maji vazebnou afinitu vuci receptorum nebo
protilatkdm, by se mély pouZit pfi leche stav®, které vykazuji
abnormélni expresi receptord nebo Jjejich liganda. Takova
abnormalita se vV typickém pfipadé projevuje imunologickymi
poruchami (popisuje se v publikaci WO 01/18051). Vynalez navic
uvadi terapeutickou hodnotu pfi ruznych onemocnénich spojenych
s abnormadlni expresi nebo spoudténim odezvy vaci ligandu.
Naznaduje se, #e napfriklad ligand p40/IL B30 se podili na
vyvoji imunity zprostfedkované burnkou, napfiklad protinddorové
aktivity, vyvolani humordlni a buné&cné imunity a antivirovych
4&inkt. Ukazuje se, Ze ligand aktivuje bunky NK a T. Terapie
muzZe byt kombinovéana s IL-18, IL-12, TNF, IFNy,
radiaci/chemoterapii, adjuvans nebo antinddorovymi,

antivirovymi nebo antifungicidnimi latkami.

V opadném pripadé& antagonisté, které se mohou kombinovat
s antagonisty TNF, IFNy, IL-18 nebo IL-12 nebo s IL-10 nebo
steroidy mohou byt indikovadny u chronickych onemocnénich
zrpostfedkovanymi Thl, u autoimunity nebo pfi transplantaci
nebo/a odmitnuti transplantatu, pfi roztrouSené sklerdze,
lupénce, chronickych zanétlivych stavech, revmatické
artritide, osteoartritid® nebo zan&tlivém onemocn&ni stfev.

Antagonisté mohou mit formu protilatek proti podjednotkam
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receptoru, konstrukcim rozpustného receptoru nebo antisense
nukleovym kyselinam  vaci jedné nebo vice podjednotek
receptoru. Parovani ligandu p40/IL-B30 s podjednotkami
receptoru DCRS5 a IL-12RPl wumoZnuje proniknuti do pouZiti

agonistd a antagonistu.

P¥i terapii je moZné na zdkladé popsanych aktivit p40/IL-
B30 ovlivnit antagonisty cytokint, napriklad pomoci
rozpustného DCRSS za pritomnosti rozpustného IL-12RB1 nebo bez
jeho p¥itomnosti nebo pomoci protilatek vaci jejich
podjednotce receptoru. Antagonisté se mohou pouZit jako
inhibitory neZédouci imunitni nebo zadnétlivé odezvy, k cileni
pam&ti bunék T nebo Vv kombinaci s antagonisty IL-12/IL-12R
nebo s jinymi protizanétlivymi <inidly nebo imunosupresory.
Klinické indikace mohou byt chronické zanétlivé nebo
transplantaéni stavy. ROzné polymorfizmy mohou zesilit nebo
zeslabit funkci receptoru a jestli jsou dominantni, mohou se
pouzit  Jjako terapeutickd <cinidla. Identifikace takovych
variant umozfiuje ur&it pacienty vykazujicil nebo nevykazujicich
odezvu. Cinidla se mohou pouzit jako detekéni nebo znacici

&inidla nebo abla&ni &inidla pro pam&t bunék T a/nebo NK.

Genové terapie miZe poskytovat pozZadovanou odezvu
buné&énych populaci va&i ligandu pd0/IL-B30, Jako je naptriklad
adjuvans pro nadorovou imunoterapii, které umoZiuje aktivaci
lymfocytd, buné&k T nebo NK infiltrujicich se do nadoru.
Antisense strategie se maZe aplikovat napfiklad za GcCelem

prevence citlivosti receptoru.

U buné&&nych typu, ktere vykazuji testem northernova
pfenosu produkci mRNA IL-12 p40 a/nebo IL-B30, Jsou znamy
rizné abnormalni stavy (popisuje se v publikaci Berkow (ed.)
The Merck Manual of Diagnosis and Therapy, Merck and Co.,
Rahway, N.J., Thorn, et aI., Harrison’s principles of internal

medicine, McGraw-Hill, N.Y. a Weatherall, et al., (eds.)
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Oxford Textbook of Medicine, Oxford University Press, Oxfoxd.
Rada jinych zdravotnich stavd a onemocnéni bude vykazovat na
1é¢bu zde popsaného agonisty nebo antagonisty (popisuje se
v publikaci Stites and Terr (eds. 1991) Basic and Clinical
Immunology Appleton and Lange, Norwalk, Connecticut, a Samter,
et al., (eds.) Immunological Diseases Little, Brown and Co.).
Jiné pravd&podobné indikace 1lécCby zahrnuji ptem&nu kosti,
sexualni dysfunkci, prevenci neurodegenerativniho onemocnéni,
demenci, stres a jinad onemocnéni. Tyto problémy by mé&ly byt
citlivé vadi prevenci nebo 1écCbé za pouziti zde popsanych

sloucenin.

Mohou se 1izolovat rekombinantni cytokinové receptory,
muteiny, agonistické nebo antagonistické protildtky nebo
protilatky, které se pak aplikuji pacientovi. Tato ¢&inidla se
mohou kombinovat pro terapeutické ucely s dalsimi aktivnimi
ginidly naptfiklad v pfijatelnych nosic¢ich nebo Fredidlech spolu
s fyziologicky ne3kodnymi stabilizatory a ekcipienty. Tyto
kombinace mohou byt sterilni (sterilizuje se napriklad
filtraci) a mohou tvorit davkové formy napfiklad lyofilyzaty
v kompartmentech nebo stabilizované vodné pripravky. Vynalez
dale také popisuje pouZiti protilatek nebo jejich vazebnych

fragment(l, které se navazi na komplement.

Testovani ligandl za pouZiti receptoru cytokinu nebo jeho
fragmentu se miZe uskutelnit za G&elem identifikovat molekuly
vykazujici vazebnou afinitu  vaci receptorim. Nasledné
biologické testy se mohou pak pouzit ke stanoveni, zda
putativni ligand mbZe poskytnout kompetitivni navéazéni, které
mte Dblokovat skutednou stimulujici  aktivitu. Fragmenty
receptorl se mohou pouZit jako bloka&ni <&inidla nebo Jako
antagonisté, pf¥icemz blokuji aktivitu ligandu. Sloucenina
vykazujici intrinsickou \ftimulujici aktivitu mGZze aktivovat
receptor a je tak antagonistou tim, ze stimuluje aktivitu

liganduy, ktery napfiklad indukuje signal. Vynalez déale
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popisuje terapeutické pouZiti protildtek proti receptortm

cytokinu jako antagonistu.

MnoZstvi ¢&inidel nezbytnych pro ucinnou terapii bude
z4viset na fad& ruznych faktord, které zahrnuji zpusoby
aplikace, cilové misto, fyziologickou Zivotnost ¢inidla,
farmaceutickou Zivotnost &inidla, fyziologicky stav pacienta a
jiné aplikované 1léc¢iva. Lécebné davky by se mé&ly titrovat za
G&elem optimalizace Dbezpecnosti a uc¢innosti. V typickém
pripadé davky wuZivané in vitro mohou byt ndpomocné prfi
stanoveni mnoZstvi uvedenych &inidel pouzitelnych pfi aplikaci
in situ. Testovani davek u&innych pro lé&bu uréitych poruch na
zvitatech poskytne dalsi pomoc pfi stanoveni lidské davky.
Rizné moZnosti se popisuji v publikaci Gilman, et al., (eds.
1990) Goodman and Gilman's: The pharmacological bases of
therapeutics, i Ed., Pergamon Press, a Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 17 th ed. (1990), Mack Publishing
Co., Easton, Penn). Diskutuji se zde metody aplikace. Jsou to
napriklad oralni, intravendzni, intraperitonedlni nebo
intramuskuldrni aplikace, transdermalni difaze a jiné.
Farmaceuticky ptijatelné nosice budou zahrnovat vodu,
fyziologicky roztok, pufry a jineé slouteniny popsané napriklad
v publikaci Merck Index, Merck and Co., Rahway, New Jersey.
Vzhledem k pravd&podobné vysoké afinite navazani nebo Ccislu
pfemény mezi putativnim ligandem a jeho receptory, se ocekava,

. >

e na pocatku bude &innad nizk& davka uvedenych <cinidel.
Signaliza&ni drdha naznaluje, Ze miZe byt ucinné extrémné malé
mno¥stvi 1ligandu. O&ekdvd se, Ze rozmezl davky je mnoZstvi
ni¥si nes 1mM koncentrace, v typickém pfipadé niZsi nez
pfibliZné& koncentrace 10 mM, obvykle nizsi nez ptibliZné 100
nM, s vyhodou niZ3i nez ptibliZné 10 pM a nejvyhodnéjsi je
mnoistvi nizsi ne? koncentrace 1 fM (fentomolarni) s vhodnym
nosiem. V pripadé kontinudlni aplikace se fasto pouzivaji

prostfedky nebo p¥istroj umoZiujici pomalé uvoliovani.
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Receptory cytokind, - jejich fragmenty a protilédtky nebo
jejich fragmenty, antagonosté a agonisté se mohou aplikovat
p¥imo hostiteli, ktery se pude 1é&it, nebo v zavislosti na
velikosti sloudenin miZe byt nutné konjugovat pfed aplikaci
molekuly s nosiovymi proteiny, Jjako je ovalbumin nebo sérovy
albumin. Terapeutické prostfedky se mohou aplikovat v fadé
béZnych davkovych formach. zatimco je mozné aplikovat samotnou
aktivni sloZku, Jje vyhodné ji prezentovat Jako farmaceuticky
prosttedek. Prostredky obsahuji alespofi jednu aktivni sloZzku,
jak se definuje shora v textu, spolu s jednim nebo vice
pfijatelnymi nosic¢i. Kazdy nosi& maZe byt jak farmaceuticky
tak fyziologicky pfijatelny v tom smyslu, e je kompatibilni
s daldimi sloZkami a neni 8kodlivy pro pacienta. Prostfedky
zahrnuji ty uréené pro oralni, rektalni, nasadlni nebo
parenterdlni (zahrnujici subkuténni, intramuskularni,
intravenézni a intradermalni) aplikaci. Prostfedky se mohou
b&in& vyskytovat v jednotkové davce a mohou se ptipravovat
metodami zndmymi v oboru farmacie (popisuje se napfiklad
v publikaci Gilman, et al., (eds. 1990) Godman and Gilman’'s:
The pharmacological bases of therapeutics, 8 th Ed., Pergamon
Press, a Remongton’s Pharmaceutical Sciences, 17 th ed. (190),
Mack Publishing Co., Easton, Penn, Avis et al., (eds 1993)
Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications Dekker,
NY, Lieberman, et al., (eds. 1990) Pharmaceutical Dosage
Forms: Tablets Dekker, NY a Lieberman, et al., (eds. 1990)
Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems Dekker, NY.
Terapie podle vyndlezu se muZe kombinovat nebo pouZit ve
spojeni s jinymi terapeutickymi &inidly, zvlasté agonosty nebo

antagonisty jinych ¢lent rodiny cytokinovych receptoru.
IX. Testovéni

Testovani léku za ébuiiti DCRS5 nebo Jjeho fragmentu se

mie uskutednit za ulelem identifikace sloudenin, které
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vykazuji vazebnou afinitu na podjednotku receptoru zahrnujici
izolaci asociovanych komponentu. Néasledneé biologické testy se
mohou pak vyuZivat ke stanoveni, zda sloucenina vykazuje
intrinsickou stimulujici aktivitu a plsobl proto jako blokacni

&inidlo nebo antagonista, &imZ blokuje aktivitu ligandu.

AvSak parovani ligandu p40/IL-B30 s funkénim receptorem
DCRS3 s IL-12RPl, umoZiiuje testovani za Géelem zjisténi
antagonistl a agonistl s pozitivni kontrolou signalu. MlzZe se

uskute&nit testovani malych molekul nebo protilatek.

Jedna metoda testovani 1lékl vyuZiva eukaryontni nebo
prokaryontni hostitelské bunky, které se stabilné transformuji
s molekulami rekombinantni DNA exprimujici DCRS5 Vv kombinaci
s jinou podjednotkou cytokinového receptoru, jako je napfiklad
IL-12RP1l. V&Fi1 se, Ze signalizace pouzivad STAT 4. Mohou byt
izolovany bufky, které exprimuji receptor separovany od jinych
funk&nich receptorf. Takové bunky, bud v sivotaschopné nebo
imobilizované form&, se mohou pouzit v pfipadé standardniho
vazebného testu protiladtka/antigen nebo ligand/receptor.
V publikaci Parce et al., (1989) Science 246: 243-247 a
Owicki, et al., (1990) Proc. Nat’'l. Acad. Sci. Usa 87: 4007-
4011 se popisuji citlivé metody detekujici buné&né odezvy.
Kompetitivni testy je moZné zv145t& pouZit v pfipadé, Ze bunky
pfichazeji do kontaktu a inkubuji se se znaCenym receptorem
nebo protilatkou vykazujici sndmou vazebnou afinitu vici

1257 prichdzi do  kontaktu

ligandu. Protiléatka znacena
s testovanym vzorkem, JjehozZ vazebnd afinita va&i vazebné
sloudening se m&Fi. Vazané a volné znaCene vazebné slouceniny
se pak separuji, aby se odhadl stuped navazani ligandu.
Mnoistvi testované véazané sloueniny Jje nepfimo umérny
mnosstvi znadeného receptoru vazajiciho se na znamy zdroj.
K separaci vazaného ligandu od volného ligandu za ucCelem

zjisténi stupné navazéni ligandu. Tento krok separace se

v typickém pfipadé podili na postupu, jako je adheze na filtry
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nédsledovand promyvanim, adheze na plast nadsledovand promyvanim
nebo centrifugaci buné&énych membran. 7ivotaschopné bunky by se
mohly takeé pouzit k testovani  ucinkl 1ékl na funkce
zprostfedkované cytokinem, Jjako je napriklad signalizace STAT4
a jiné. NEkteré detekéni metody umoZiujil eliminovat krok

separace, napfiklad pouzitim citlivého deteké&niho systému.

P¥iklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Obecné metody

N&které ze standardnich metod se popisuji napfiklad
v publikaci Maniatis, et al., (1982) Molecular Clonning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Hrabor Press, Sambrook, et al., (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, (2d ed.), vols. 1-3, CSH Press, NY nebo
Ausubel, et al., (1987 and Supplements) Current Protocols 1in
Molecular Biology, Grrene/Wiley, New York. Metody ¢isténi
proteint zahrnuji takové metody, Jjako Je srdZeni siranem
amonnym, kolonova chromatografie, elektroforéza, centrifugace,
krystalizace a jiné (popisuje se v publikaci Ausubel, et al.,
Biology, Greene Publishing Associates, Brooklyn, NY nebo
Ausubel, et al., (1987 a periodické doplnky) Current Protocols
in Molecular Biology, Greene/Wiley, New York, Deutscher (1990)
Guide to protein purification, Methods in Enzymology, vol. 182
a jiné dily v této sérii, manualy od vyrobce popisujici
pou?iti produktd izolace protein( (Pharmacia, Pisctaway, N. J.
nebo Bio-Rad, Richmond, CA) . Kombinace s rekombintnimi
metodami umoZfiujici faze s vhodnymi segmenty, napfiklad se
sekvenci FLAG nebo s ekvivalentem, ktery miZe byt fuzovan
prostfednictvim sekvence, kterou je mozné odstranit
proteinizou  (popisuje se v publikaci  Hochuli  (1990),
purification of recombinant proteins with metal chelate
absorbent, Setlow (ed.) Genetic Engeneering, Principle and

Methods 12: 87-98, Plenum Press, N.Y. a Crowe, et al., (1992)
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QIA express: The high level expression and Protein

purification systém QUIAGEN, Inc., Chatsworth, CA).

Po&itadova analyza sekvence se uskutelnila napfiklad
pouzitim softwarovych programu, které zahrnuji  programy
pochéazejici z GCG (U. Wisconsin) a ze zdroju GenBank. Také se
pouzila vetejnd databédze sekvenci, jako je napriklad GenBank a

jiné.

Rada metod aplikovatelnych na receptory IL-10 se mohou
aplikovat na DCRS5, jak se popisuje Vv patentovém dokumentu C.

5 789 192 (receptor IL-10).

P¥iklad 2: Funké&ni klonovani

Zjistilo se, Ze protilatky proti hIL-12RB1 blokovaly
odezvy na lidské buitky T na p40/IL-B30 a p40/IL-B30 vazany na
IL-12RPl. To naznaluje, Ze IL-12RPl Je jedna podjednotka

receptorového komplexu pro p40/IL-B30.

Identifikovala se jedna populace T bunék, kterd odpovida
na p40/IL-B30, ale nikoliv na IL-12, a jiné populace, ktere
odpovidaji na IL-12, ale nikoliv na p40/IL-B30. Navic se
pozorovalo, Ze bufiky Ba/F3 exprimujici rekombinantni mIL-12RB1
a mIL-12RP2 odpovidaly na IL-12, ale neodpovidaly na p40/IL-
B30. Tyto vysledky kolektivné indikovaly, Ze receptorovy
komplex pro p40/IL-B30 obsahoval IL-12RP1 a alespon jednu jinou
podjednotku, kterou nebyla IL-12RB1. Podobné& expresivni
klonovaci strategie se navrhla, aby se izoloval druhy

receptorovy komponent.

Knihovna cDNA se pfiprvila z mRNA, ktera se izolovala
2 bunék Kit225, z bun&fné_linie lidskych buné&k T zavislych na
IL-2, kterd odpovidd na IL-12 i na p40/IL-B30. <CcDNA se

pripravila pouZitim retrovirového expresivniho vektoru pMX.
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Buiiky Ba/F3 exprimujici rekombinantni hIL-12RBl se infikovaly
touto knihovnou cDNA, nechaly se po 3 aZ 4 dny inkubovat v IL-
3, pak se promyly a nanesly se na destic¢ky s 96 prohlubnémi
s koncentraci pribliZn& 15 000 bunék na jednu prohluben
v kultivadnim médiu obsahujicim 50 ng/ml hyper-hp40/hIL-B30
(popisuje se v publikaci WO 01/18051). Kultury se dopliovaly
kaz?dych 5 dni dalSim hyper-hp40/hIL-B30. PEfibliZné& po dvou
tydnech 5 a% 10 % prohlubni vykazovalo rist bunék. Shromé&zdily
se bunky =z kazdé prohlubné, jednotlivé se expandovaly do
vdt&ich kultur v hyper-hp40/hIL-B30 a testovala se zavislost
jejich rastu na hyper-hp40/hIL-B30.

U bunék, jejichZz rbst zavisel na p40/IL-B30, se
analyzovala pomoci PCR pritomnost inzertd retrovirové cDNA. Ze
40 analyzovanych izolatd pouze Jeden obsahoval cDNA kdédujici
novy receptor DCRS5. Tento kandidat lidské cDNA se klonoval do

expresivniho vektoru a transfekoval se do bunék Ba/F3
exprimujicich hIL-12RB1. Tyto butiky zacaly vykazovat odezvu na
p40/IL-B30, coZ ukazuje, Ze nova CDNA kéduje pozadovany CDRSS,

funké&né receptorovou jednotku IL-B30.

P¥iklad 3: Rysy proteinu DCRS5 plné délky, lokalizace na

chromozomu

Cytoplazmatickad oblast DCRS5 neni blizce pribuzna Jjinym
cytoplazmatickym oblastem cytokinového receptoru.
Cytoplazmatickd oblast obsahuje sedm zbytkd tyr, alespon tfi
z nich jsou &asti rozeznatelnych vazebnych motivh SH2: YEDI,
YKPQ a YFPQ. Motiv YEDI Jje podobny identifikovanym vazebnym
misttm pro tyrozinovou fosfatazu shp2. Pozdé&jsi dva motivy
jsou velice podobné sekvencim znamym tim, Ze vaZi Statl/Stat3

nebo Stat3. Motiv YKPQ spolu s nejbliZsimi sousedicimi

sekvencemi se také podobé\stupni motiva v Stat4 a IL-12RB2, o

kterém se vi, Ze se vaZe na Statl-3. To souhlasi s dosavadnimi
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daty, kterd naznacuji, ' zZe p40/IL-B30 podobn& jako IL-12
aktivuje Statd.

Primery PCR ziskané ze sekvence DCRS5 se pouZivajil pro
testovani knihovny 1lidské cDNA. Sekvence se mohly ziskat
napriklad z tabulky ¢&. 1, s vyhodou jsou ty sekvence prilehlé
ke koncim sekvenci. cDNA plné délky odpovidajici DCRS5

primata, hlodavce nebo Jjinych druhtt se klonovala napfiklad

testovanim DNA hybridizace faga Agtl0. Reakce PCR se provedly
pouZzitim DNA polymerdzy Tagplus z mikroorganizmu T.aquaticus

(Stratagene) za vhodnych podminek.

P¥ipravily se smiry chromozomii. Hybridizace in situ se
provedla s chromozomy ziskanymi z lidskych lymfocytl
stimulovanych fytohemagglutininem kultivovanych po dobu 72

hodin. 5-bromodeoxyuridin se pfidaval béhem poslednich sedmi

hodin kultivace (60 pg/ml kultivaéniho média), aby se zajistila

dobra viditelnost pruhG chromozom&lni DNA po hybridizaci.

Fragment PCR amplifikovany pomoci primert se klonoval do
vhodného vektoru. Vektor je znacen posunem jednoteté&zcového
zlomu s °H. Radioaktivné =znacena sonda se hybridizovala
s metafazovym smirem v koneéné koncentraci 200 ng/ml
hybridiza&niho roztoku, jak se popisuje v publikaci Mattei, et

al., (1985) Hum. Genet. 69: 327-331.

Po potazeni Jjadernou emulzi (KODAK NTB2) se sklicka
exponovala. Aby se zabranilo sklouznuti libovolnych ¢&astic
st¥ibra b&hem paskovaci zobrazovaci metody, chromozomdlni smir
se nejdrive obarvi pufrovanym roztokem Giemsa a metaféaze se
vyfotografuje. R-péskovani se pak uskutecni metodou
fluorochrom-fotolyze-Giemsa (FPG) a metafidze se pred analyzou

opét vyfotografuje.

~

V pfripad& jinych druht se pouzivaji podobné vhodné metody.
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P¥iklad 4: Lokalizace mRNA DCRSS

Lidska mnohotna tkan (kat. &. 1,2) a bloty bun&&nych linii
zhoubného bujeni (kat. &. 7751-7) obsahujici priblizné 2 ug
poly (A)*RNA v jedné draze se ziskaly od firmy Clontech (Palo
Alto, CA). Sondy se zna&ily radioaktivné pomoci [a-3*P]dATP,
napfiklad pouZitim zna¢icich sad Amersham Rediprime néhodnych
primer (RPN1633). Prehybridizace a hybridizace se provedly
napriklad pfi teplot& 67 °C v 0,5 M NapHPO,, 7% SDS, 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Promyvani za vysoké pEisnosti se provedlo napfriklad
p¥i teploté& 65 °C, kdy na zacatku se promavani opakuje dvakrat
za podminek 2x koncentrovany SSC, 0,1 % SDS po dobu 40 minut,
pak nasleduje promyti O0,1x koncentrovanym SSC, 0,1 % SDS po
dobu 20 minut. Mebrany se pak ozafily paprsky X na film Kodak
pfi teplot& 70 °C za pouziti Stitu, ktery zesiluje =zareni.
Detailn&jdi studie pomoci metody Southernovy hybridizace
knihovny cDNA se provedla s vybranymi vhodnymi klony lidského
DCRS5, kdy se testovala exprese V krvetvornych nebo jinych

bunikach.

V jiném pripadé se z tabulky ¢&. 1 vybraly dva vhodné
primery. RT-PCR se pouZily pri testovani vhodného vzorku mRNA
za Ulelem zjisténi pFitomnosti message k produkci  cDNA,

napfiklad vzorek, ktery exprimuje gen.

Klony v plné délce se mohou izolovat hybridizaci knihoven
cDNA z vhodnych tkani predem vybranym signalem PCR. Mohou se

provést northernovy bloty.

Mesage vhodny pro geny kdédujici DCRS5 se budou testovat
vhodnou technologii, naptiklad pomoci PCR, imunologickymi
testy, hybridizaci nebo jinymi zpisoby. cDNA tkané nebo organu
je moZné ziskat od firmx napfiklad Clontech, Mountain View,
CA. Jak se popisuje, Je moZné pouZit identifikace zdroju

pfirozené exprese. Stanoveni parovani funkénich receptorovych
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podjednotek umoZiiuje predpovédet, co puiiky exprimuji pfi
kombinaci receptorovych podjednotek, jejichz odpovédi Je

fyziologicka odezva na kazdy cytokinovy ligand.

V p¥ipadé& distribuce u my3i se provedla naptiklad
Southernova analyza. DNA (v mnoZstvi 5 pug) z primdrneé
amplifikované knihovny cDNA se 3tépilo vhodnymi restrikénimi
enzymy, aby se uvolnily dinzerty, nechaly se dé&lit na 1%
agarbdzovém gelu a prenesly se na nylonovou membranu

(Schleicher and Shuell, Keene, NY).

Vzorky izoloace mRNA z my$i mohou zahrnovat buné&&nou linii
my$ich fibroblastovych bunék L (C200), bunky tranfekované
Braf:ER (Brafova fuze s receptorem estrogenu), kontrola
(C201), T bunky TH1 polarizované (,Melld bright"™, bunky CD4+
pochézejici ze sleziny se polarizovaly po dobu 7 dni pomoci
IL-4 a anti-IFN-y, T201), T bunky vysoce polarizované TH1
(popisuje se v publikaci Openshaw, et al., (1995) J. Exp. Med.
182: 1357-1367, aktivované s anti-CD3 po dobu 2, 6 a 16 hod,
T201) T bufky vysoce polarizované TH2 (popisuje se V publikaci
Openshaw, et al., (1995) J. Exp. Med. 182: 1357-1367,
aktivované anti-CD3 po dobu 2, 6, 16 hod, T203), CD44-CD25+pre
T butiky , ziskané z brzliku (T204), TH1 T bunky klon D1.1
nechadvaji se v klidu po dobu 3 tydnd po posledni stimulaci
antigenem (T205), bunky TH1 T klon D1.1, které se stimulovaly
ConA v koncentraci 10 pg/ml po dobu 15 hod (T206), buiky TH2 T

klon CDC35, které se stimulovaly ConA v koncentraci 10 pg/ml
(T208), naivni butiky Melld+ pochazejici ze sleziny (T209), T
bunky Mell4+ polarizované na Thlpomoci IFN-y/IL-12/anti-IL-4 po
dobu 6, 12, 24 hod (T210), bufiky T Melld+ polarizoané na Th2
pomoci IL-4/anti-IFN-y po dobu 6, 13, 24 hod (T211),
nestimulované pfirozené bﬁﬁky B bund&né 1linie A20 (B200),
nestimulovana bunécéna liﬁzé bunék B CH12 (B201), nestimulovane

velké Dbunky B pochdzejici ze sleziny (B202), bunky B
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pochézejici z celé sleziny aktivovane pomoci LPS (B203),
dendritické bunky obohacené metrizamidem pochézejici ze
sleziny (D200), dendritické bunky pochdzejici z kostni dfené
(D201), monocytickd buné&cna linie RAV 264.7 aktivovand s LPS
po dobu 4 hod (M200), makrofagy z kostni dfené ziskané pomoci
GM a M-CSF (M201), Dbunécna linie makrofagt J774 (M202),
buné&na linie makroféagl J774+LPS-anti-IL-10 shromazdované po
pri 0,5, 1, 3, 6, 12 hod (M204), tkan =z plic mysi
imunizované aerosolem, primery Th2, aerosol OVA, imunizace po
7, 14, 23 hod (popisuje se v publikaci Garlisi et al., (1995)
Clinical Immunology and Immunopathology 75: 75-83, X206), tkan
z plic infikovand Nippostrongulus (popisuje se v publikaci
Coffman, et al., (1989) Science 245: 308-310, X200), Celé
dospé&lé plice, normélni (0200), celé plice, rag-1 (popisuje se
v publikaci Schwarz, et al., (1993) Immunodeficiency 4: 249~
252, 0205), IL-10 K.O. slezina (popisuje se v publikaci Kuhn
et al., (1991) Cell 75: 263-274, X201), celd slezina dospélého
jedince, normalni (201), celd slezina, rag-1 (0207), IL-10
K.O. Peyerovy skvrny (0202), celé Peyerovy skvrny normalni
(0210), IL-10 K.O. mesenterické lymfoidni 2zZlazy (X203), celé
mesenterické lymfoidni Zlazy, normalni (0211), IL-10 K.O.
stfevo (X203), celé normdlni stfevo (0212), my31 pankreas NOD
(popisuje se v publikaci Makino et al., (1980) Jikken Dobutsu
29: 1-13, X205), cyly brzlik, rag-1 (0208), celé ledviny, rag-
1 (02006), krysi normélni kloubni tkan (0300) a krysi
artritickd klobni tkan (X300).

Vzorek vhodny pro izolaci 1lidské mRNA maZe zahrnovat
mononukledrni buiky periferni krve (monocyty, T buiky, bunky
NK, granulocyty, buiky B) (T100), shroma?déné jednojaderne
pbuiky periferni krve aktivované pomoci anti-CD3 po dobu 2, 6,
12 hod (T101), T buiky THO. klon Mot 72 (T102), shromazdéné T
bufiky THO klon Mot 72 aktivované pomoci anti-CD28 a anti-CD3
po dobu 2, 7, 12 hod (T11ll), T bufiky CD4+CD45RO-T bunky
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polarizované po dobu 27-dni v anti-CcD28, Il-4 a anti-IFN-y
polarizované THZ a aktivovani pomoci anti-CD3 a anti-CD28 po
dobu 4 hod (T116), T bufiky nadorové linie Jurkat a Hut 78
(T117), klony T bunék, shromézdéné AD130.2, Tc783.12,
Tc783.13, Tc783.58, Tc782.é9, (T118), bunky T, néhédny klon ¥o
T bunék (T119), splenocyty (B100), splenocyty aktivované
pomoci anti-CD40 a IL-4 (B101l), shrom&zdéné bunky B linii EBV
WT49, RSB, JY, CVIR 721.221, RM3, HSY, (B102), linie bunék B
JY aktivovna pomoci PMA a ionomycinem po dobu 1, 6 hod (B103),
shromazd&né klony bund&k NK 20 aktivované PMA a ionomycinem po
dobu 6 hod (K101), klon NKL ziskany z periferni krve pacienta
trpiciho leukemii LGL, kterému se aplikovalo IL-2 (K106), NK
cytotoxicky klon 640-A30-1 (K107), krvetvorna prekurzorova
bun&dna linie TF1 aktivovand pomoci PMA a ionomycinu po dobu
1, 6 hod (C100), U937 premonocytickd linie (M100), shromé&zdéna
premonocyticka linie (U937) aktivovana pomoci PMA a
ionomycinem po dobu 1, 6 hodin (M101), shrom&zZdéné rozdruzené
monocyty aktivované pomoci LPS, IFNy, anti-IL-10 po dobu 1, 2,
6, 12, 24 hod (M102), rozdruzené monocyty aktivované pomoci
LPS, IFNy, anti-IL-10 po dobu 1, 2, 6, 12, 24 hod (M102),
shroma®dé&né rozdruZené monocyty aktivované pomoci LPS, IFNy,
anti-IL-10 po dobu 1, 2, 6, 12, 24 hod (M103), shromé&zdéné
rozdruZené monocyty aktivované pomoci LPS, IFNy, anti-IL-10 po
dobu 4, 16 hod (M106), shromd?dé&né rozdruzZené monocyty
aktivované pomoci LPS, IFNy, anti-IL-10 po dobu 4 a 16 hod

(M107), rozdruZené monocyty aktivované pomoci LP3, po dobu 1

hod (M108), rozdruZené monocyty aktivované pomoci LPS, po dobu
6 hod (M109), DC 70 % CDhlat z CD34+GM-CSF, TNFo 12 dni,

(D101), DC 70 % CDlat+ =z CD34+GM-CSF, TNFo 12 dni, aktivované
pomoci PMA a ionomycin po dobu 1 hod (D102), DC 70 % CDla+

7 CD34+GM-CSF, TNFa 12 dni, aktivované PMA a ionomycinem po
dobu 6 hodin (D103), shromazdéné DC 95 % CDla+ z CD34+ GM-CSF,

TNFo. 12 dni FACS, aktivované pomoci PMA a ionomycinem po dobu
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1, 6 hodin (D104), shrom&Zdé&né DC 95 % CD14+ z ex CD34+ GM-
CSF, TNFa 12 dni FACS, aktivované pomoci PMA a ionomycinem po
dobu 1, 6 hodin (D105), shroma?déné DC CDla+ CD86+ z CD34+ GM-
CSF, TNFo 12 dni FACS, aktivované pomoci PMA a ionomycinem po
dobu 1, 6 hodin (D106), DC z monocytu GM-CSF, IL-4 5 dni
(D107), DC z monocytd GM-CSF, IL-4 5 dni (D108), shromazdéné
DC z monocytd GM-CSF, IL-4 5 dni aktivované LPS po dobu 4, 16
hodin (D109), shrom&%dé&né DC z monocytu GM-CSF, IL-4 5 dni
aktivované TNFa, mopnocyty supe po dobu 4, 16 hodin (D110),
benigni nador leiom L11 (X101), normélni myometrium M5 (0115),
maligni leiomyosarkom GS1 (X103), shromd?dénd linie sarkomu
plicniho fibroblastu MRCS aktivovana pomoci PMA a ionomycinu
po dobu 1, 6 hod (Cl01), shroma?déna bunédénd linie karcinomu
ledvinového epitelu CHA aktivovand pomoci PMA a ionomycinu po
dobu 1, 6 hod (C102), ledviny plodu muZe stafi 28 tydnua
(0100), plice plodu muZe stari 28 tydntt (0101), jatra plodu
muie stari 28 tydnd (0102), srdce plodu muZe stari 28 tydnt
(0103), mozek plodu muzZe sté&ri 28 tydna (0104), Zlulnik plodu
muZe stari 28 tydnl (0106), tenké strievo plodu muzZe stari 28
tydnl (0107), tukovad tkan plodu mufe stari 28 tydnua (0108),
vajedniky plodu Zeny stdfi 25 tydna (0109), d&loha plodu ZzZeny
sta¥i 25 tydna (0110), varlata plodu muze stafi 28 tydnl
(0111), slezina plodu muzZe stari 28 tydnt (0112), placenta
Yeny stafi 25 tydnd (0109), placenta dosp&lého jedince (0113)

a zand&tlivé mandle z jedince ve v&ku 12 let (X100).

Podobné vzorky se mohou za ucCelem hodnoceni izolovat i

v jinych druzich.
P¥iklad 5: Klonovéni druhovych doplnkua DCRSS

Aby se ziskaly druhové dopliiky DCRS5 ptednostné z jinych
primati nebo hlodavcd, se pouzivaly Jiné strategie. Jednou

metodou je zkFiZend hybriizace za pouZiti DNA sond uzce
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p¥ibuznych druhl. To Je moZné pouzit u vyvojové podobnych
druh®, Jjako intermedidlni krok. Jinou metodou Jje pouZiti
specifickych primerd PCR zaloZenych na identifikaci blokl
podobnosti nebo rozdild mezi geny, Jjako jsou napfiklad plochy
vysoce konzervativniho nebo nekonzervativniho polypeptidu nebo

nukleotidové sekvence.

Prohledavanim databdze se mohou identifikovat podobné

sekvence a umo?ni se produkce vhodnych sond.
Pr¥iklad 6: Produkce saviiho proteinu DCRS5

Provedla se vhodnd funk&ni konstrukce, napfiklad GST, pro
expresi napfiklad v mikroorganizmu E. coli. Zkonstruoval se
my3i plazmid IGIF pGex a transformoval se do mikroorganizmu E.

coli. Cerstvé transformované buiky se kultivovaly napfiklad

v médiu LB, které obsahuje ampicilin v koncentraci 50 pg/ml, a
exprese se indukovala pomoci IPTG (firma Sigma, St. Louis,
MO). Po indukci p¥es noc se bakterie sklizely a izoloval se
pelet obsahujici protein DCRSS. Pelety se homogenizovaly
napfiklad v pufru TE (50 mM baze Tris pH 8,0, 10 mM EDTA a 2
mM pefabloc) o objemu 2 1litrd. Tento materidl prochazel
tfikrat pres mikrofluidizér (Microfluidics, Newton, MA) .
Fluidizovany supernatant se se centrifugoval na rotoru Sorwall
GS-3 po dobu 1 hodiny p¥i 13 000 otackach za minutu. Vysledny
supernatant obsahujici cytokinovy receptorovy protein se
filtroval a prochazel pfes kolonu naplnénou glutathion-
Sepharose uvedenou do rovnovahy 50 mM bazi Tris pH 8,0.
Shroma#dily se frakce obsahujici fazni protein DCRS5-GST a
$tépily se naptiklad trombinem (Enzyme Research Laboratory,
Inc. South Bend, IN). St&pené frakce pak proSly kolonou
naplnénou Q-Sepharose, kteréd se uvedla do rovnovahy 50 mM bazi
Tris. Frakce obsahujici “DCRS5 se shromaZdily a Ffedily se

chladnou destilovanou vodou, aby se snizila konduktuvita. Pak



“‘

[
XXX}
sese
eoee
(X RN
L]
esense
XX X
esoe
.
oo o

75

znovu prodly samotnou kolonou s Cerstvou néplni Q-Sepharose
nebo néasledovala kolona s imunocafinitni protildtkou. Spojily
se frakce obsahujici protein DCRS5, vytvofily se alikvoty a

uchovavaly se pri teploté& -70 °C.

Porovnéni spektra CD s proteinem cytokinového receptoru
miZe naznadit, Ze protein Jje spradvné sbalen (popisuje se
v publikaci Hazuda, et al., (1969) J. Biol. Chem. 264: 1689-
1693).

Priklad 7: Pfiprava protilédtek specifickych pro DCRS5

Inbredni my$i Balb/c se imunizovaly intraperitonealné
s rekombinantnimi formami proteinu, jako je napfiklad &istény
DCRS5 nebo stabiln& transfekované buifiky NIH-3T3. Zvifata se
imunizovala zselijici davkou ve vhodném cCasovém okamZiku
s proteinem, ke ketrému se pfidalo adjuvans, =za uclem déale
stimulovat produkci protilatek. ShromdZdilo se sérum nebo

hybridoma produkované slezinou.

V jiném pfipadé se my$i Balb/c imunizovaly bunkami
transformovanymi genem nebo jeho fragmentem, bud endogennimi
nebo exogennimi bunkami nebo izolovanymi membranami
obohacenymi expresi antigenu. Ve vhodném &ase se shromazdilo
sérum, v typickém pfipadé& po radé rlznych aplikacich. Mohou se
pouzit rtzné techniky genové terapie. MiZe to byt napfiklad
prodikce proteinu in situ za uéelem vyvoldni imunitni odezvy.
P¥iprava séra nebo protiladtky se miZe zkfiZené& absorbovat nebo
imunologicky vybrat za ucelem pifipravy podstatn& izolovanych

protilatek s definovanou specifitou a vysokou afinitou.

Mohou se pfipravit monoklondlni protilatky. Splenocyty se

napriklad fuzuji s vhodnym fuznim partnerem a hybridomy se
~N

slektuji v ristovém médiu pomoci  standardnich postupt.

Supernatant  hybridomd se  testoval za GCelem zjisténi
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pritomnosti protilédtek, které se vaZou na DCRS5, naptriklad
testem ELISA nebo jinym testem. Mohou se take vytvofit nebo
pr¥ipravit protilatky, které specificky rozeznavaji specifické

provedeni DCRSS.

P¥i jiné metod& jsou syntetické peptidy nebo izolovany
protein prezentovany imunnimu systému =za Uucelem vytvoreni
monoklonalnich nebo polyklondlnich protildtek (popisuje se
v publikaci Coligan et al., (ed. 1991) Current Protocols in
Immunology Wiley/Grrene a Harlow and Lane (1989) Antibodies: A
Laboratory Manual Cold Spring Harbor Press. Ve vhodnych
situacich se vazebné &inidlo bud zna&i, jak se popisuje shora
v textu napfiklad fluoresceinem nebo jinym prostfedkem, nebo
se imobilizuje na substridtu v pripadé panoramatickych metod.
Nukleové kyseliny se mohou také =zavést do bunék =zvirat za
u&elem produkce antigenu, ktery slouzi k vyvolani imunitni
odezvy (popisuje se v publikaci Wang et al., (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. 90: 4156-4160, Barry, et al., (1994)
BioTechniques 16: 616-619 a Xiang et al., (1995) Immunity 2:
129-135).

P¥iklad 8: Produkce fuznich proteinl s DCRS5

Pfipravily se ruzné funkéni konstrukce s DCRS5, které

zahrnuji provedeni kombinujici DCRS5 s IL-12RP1. Cast vhodného
genu se fuzovala s epitopem tag, Jako napfiklad FLAG tag nebo
s konstrukci dvou hybridnich systémd (popisuje se napriklad

v publikaci Fields and Song (1989) Nature 340: 245-246).

Epitop tag se miZe pouZit pfi expresivnim klonovacim
postupu s detekci s protildtkami  proti  FLAG za Ucelem
detekovat vazebného partnera, jako je napfiklad ligand vhodny
pro cytokinovy receptor.~Dva hybridni systémy se mohou také

pou?it k izolaci proteinfi, které se specificky vaZzi na DCRSS.



77 §
P¥iklad 9: Vztah mezi strukturou a aktivitou

Pousitim standardnich postupd a analyz se ziskaly
informace o kritické uloze ur&itych zbytkd. Provedla se
standardni analyza mutageneze napfiklad vytvotenim fady
raznych variant v urcité poloze, naptiklad v polohéach
identifikovanych shora v textu, a hodnocenim biologickych
aktivit variant. To je moZné uskuteénit =za ucelem roz8irit
uréujici polohy, které upravuji aktivitu nebo ukazuji na
speicifické polohy za ucelem stanoveni zbytka, které se mohou
substituovat, pridemZ se uchovava, blokuje nebo se upravuje

biologickd aktivita.

V jiném pfripadé analyza pfirozenych variant miZe definovat
polohy, které toleruji ptirozené mutace. To maZe vyplyvat
z popula&ni analyzy variaci mezi Jjednotlivci nebo vV kmenech
nebo druzich. Vzorky =z vybranych Jjednotlivca se analyzovaly
napfiklad metodou PCR a sekvenovanim. To umoZiuje hodnotit

polymorfizmy populace.

Priklad 10: Spole&na exprese DCRS5 a IL-12RP1

Vektor nebo vektory kédujici geny se mohou transfekovat do
bunky. Takovy vektor bude s vyhodou zahrnovat selekéni markery
za udelem identifikace, které buiky se uspésné transformovaly.
Spolednéd exprese dvou genl umozni genovym produktim se spravné

spojit a vytvofit aktivni receptorovy komplex.

V alternativnim pripad& jsou dostupné metody zpusobujici
spojeni funk&nich dimerl (popisuje se v publikaci O’Shea, et
al., (1989) Science 245: 646-648, Kostelny et al., (1992) J.
Immunol. 148: 1547-1553 a Patel, et al., (1996) J. Biol. Chem.
271: 30386-30391). Vysledkem exprese extrabun&énych domén a
fyzikalni asociace, napfiklad ¥izend afinitou leucinového zipu

Fos/Jun, budou konstrukce véazajici ligand, které by mély



plsobit jako vazebné

lé&ebné pouziti.
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Seznam sekvenci

(2) Informace o SEQ ID NO:

(1)

79

1:

L ]

evenes
sete

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

.o

.
sese

LR

.0

(A) DELKA: 2 859 part bazi
(B) TYP: nukleotidova
(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(iii) HYPOTETICKA:

(iv)  POZITIVNI:

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: primat; domnivame se, Ze homo
sapiens

(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/klic&: CDS
(B) Pozice: 119 ..2005

(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/kli¢: mat_peptid
(B) Pozice: 188 ..2005

(ix) ZNAKY:
(A) Nazev/klic¢: misc_feature
(C) Pozice: 1 ..2859

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

gtggtacggg aattccattg tgttgggcag ccaacaaggg

ggaattatgt gcttcaaaca ggttgaaaga gggaaacagt

atg aat
Met Asn

ctc ttc
Leu Phe

cac atc
His Ile
10

tct ata
Ser Ile

cak
Xaa

agc
Ser
-5

tgg
Trp

tat

gtc
vVal
-20

tgg
Trp

gta
val

tgc
Cys

act att
Thr Ile

tgt cat
Cys His

gaa cca
Glu Pro
15

caa gca
Gln Ala
30

caa
Gln

gga
Gly
-1

gec

Ala

gca
Ala

tgg
Trp

gga
Gly
1

aca
Thr

~

att
Ile

gat
Asp
-15

att
Ile

att
Ile

aag
Lys

gca gta
Ala Vval

aca aat
Thr Asn

ttt aag
Phe Lys
20

aac tgc
Asn Cys
35

tggcagecctg getctgaagt

cttttcctge ttceccagac

ata gcc ctt

Ile

ata
Ile

atg
Met

Caa
Gln

Ala

aac
Asn

ggt
Gly

cca
Pro

Leu
-10

tgc
Cys

atg
Met

agg
Arg

tac

Tyr

tct
Ser

aat
Asn

aaa
Lys
40

ata
Ile

ggce
Gly

atc
Ile
25

ctt
Leu

60

118

166

214

262

310



~cat
.His

aat
Asn

gct
Ala

ctg
Leu
90

gat
Asp

acc
Thr

cat
His

agc
Ser

ttg
Leu
170

caa

Gln

att
Ile

tat

tac
Tyr

aat
Asn
250

aag
Lys

ttt
Phe

aaa
Lys

tct
Ser

75
ata
Ile

gaa
Glu

tgg
Trp

gtg
Val
tat
155
gtt

val

ctg
Leu

tece
Ser

tgg
Trp

aag
Lys
235

ttt
Phe

tac

tat

aca
Thr
60

atg
Met

tgt
cys

gta
val

aat
Asn

aag
Lys
140

att
Ile

tgg
Trp

caa
Gln

agg
Arg

gat
Asp
220

gct
Ala

aca
Thr

gta
val

aaa
Lys
45

aca
Thr

tac
Tyr

gga
Gly

acc
Thr

gct
Ala
125

agt

Ser

aac
Asn

gtc
val

att
Ile

gct
Ala
205

agt
Sex

aca
Thr

tat

ttt
Phe

aat
Asn

gct
Ala

tge
Cys

aaa
Lys

tgt
Cys
110

rgg
Xaa

tta
Leu

atc
Ile

caa
Gln

cac
His
190

gag
Glu

caa
Gln

aca
Thr

gtg
val

caa
Gln
270

ggc
Gly

cgg
Arg

act
Thr

gac
Asp
95

gtc
vVal

aag
Lys

gag
Glu

tecc
Ser

gca
Ala
175

ctg
Leu

act
Thr

aca
Thr

aac
Asn

caa
Gln
255

gtg
val

atc
Ile

ctt
Leu

gct
Ala
80

att
Ile

att
Ile

ctc
Leu

aca
Thr

act
Thr
160

gca
Ala

gat
Asp

ata
Ile

aca
Thx

caa
Gln
240

cag

Gln

aga
Arg

aaa
Lys

tgg
65
gaa

Glu

tct
Ser

tat
Tyr

acc
Thr

gaa
Glu
145

gat
Asp

aat
Asn

att
Ile
225

act
Thr

tca

Ser_

tgt
Cys

gaa
Glu
50

tat

tgt

- -

tct
Ser

gaa
Glu

tac
Tyr
130

gaa
Gliu

tca
Ser

gca

gct
Ala
210

gasz
Glu

tgg

=

Trp

gaz
Glu

caa
Gln

.
ecesne
oo e

»

£ttt
Phe

aac
Asn

aaa
Lys

tat
Tyr
100
tca
Sexr

gac

Ile Asp

gag
Glu

aag
Lys

ttc
Phe

gaa
Glu
275

caa
Gln

caa

: Gln

ggc
Gly
180

ata
Ile

a gtg
r Val

gtt
val

gtt
val
tac
260

aca
Thr

caa
Gln

ttt
Phe

cat
His
85

ceg
Pro

ggc
Gly

aca
Thr

cag
Gln

ggt
Gly
165

atg
Met

cct
Pro

cce
Pro

tce
Ser

aaa
Lys
245

ttg

Leu

ggc
Gly

atc
Ile

ctg
Leu
70

Lttt
Phe

cca
Pro

aac
Asn

aaa
Lys
tat

150

ggce
Gly

gaa
Glu

tct
Ser

aag
Lys

tgt

Cys
230

gaa

Glu

gag
Glu

aaa
Lys

caa
Gln

gat
Asp

atg
Met

tac
Tyr
135

cte
Leu

aag
Lys

gag
Glu

gca
Ala

acc
Thr
215

gaa

Glu

Lttt
Phe

cca
Pro

agg
Arg

280

agg
Arg

cca
Pro

gag
Glu

att
Ile

act
Thxr
120

gtg
val

acc
Thr

aag
Lys

tca

gcc
Ala
200

ata
Ile

atg
Met

gac
Asp

aac
Asn

tac

att
Ile

cat
His

aca
Thr

cct
Pro
105

gta
val

tca
Ser

tac

aaa
Lys
185

gtc
val

att
Ile

aga

ace
Thr

att
Ile
265

tgg
Trp

358

406

454

502

550

598

646

694

742

790

838

886

934

982

1030



cag

Gln

cag
Gln

aca
Thr

gac
Asp
330

att
Ile

aaa
Lys

cct
Pro

gaa
Glu

atg
Met
410

gac

caa
Gln

aac
Asn

cat
His

gtt

- Val

490

aat
Asn

cct
Pro

gtc
Val

gtt
val
315

att
Ile

ctt
Leu

aga

aat
Asn

ctt
Leu
395

att
Ile

tac

Tyr

aac
Asn

act
Thr

ctc
Leu
475

gat
Asp

ttt
Phe

tgg
Trp

aca
Thr
300

gct
Ala

gga
Gly

tct
Serxr

agg
Arg

atg
Met
380

atg
Met

aca
Thr

aag
Lys

teg
Ser

gga
Gly
460

agc

Ser

tcc
Ser

gct
Ala

agt
Ser
285

tca
ser

tce
Ser

ctt
Leu

ttg
Leu

ate
Ile
365

aaa

Lys

aat
Asn

gag
Glu

aag
Lys

cta
Leu
445

tat

aat
Asn

tta
Leu

ttt
Phe

tca
Ser

aaa
Lys

atc
Ile

tta
Leu

att
Ile
350

tta
Leu

aac
Asn

aat
Asn

ata
Ile

gag
Glu
430

ttc
Phe

aaa
Lys

aat
Asn

gac
Asp

tct
Ser
510

cecg
Pro

gca
2Ala

tct
Ser

ttg
Leu
335

ggg
Gly

ttg
Leu

agce
Ser

aat
Asn

aaa
Lys
415

aat
Asn

gac
Asp

cCcC
Pro

aat
Asn

tca
Ser
495

gtt
Val

ttt
Phe

tte
Phe

aca
Thr
320

gga
Gly

ata
Ile

tta
Leu

aat
Asn

tcc
Serxr
400

gaa
Glu

aca
Thr

aat
Asn

caa
Gln

gaa
Glu
480

gga
Gly

tca
Ser

ttt
Phe

caa
Gln
305

9399
Gly

atg
Met

ttt
Phe

ata
Ile

gtt
val
385

agt
Ser

atc
Ile

gga
Gly

act
Thr

att
Ile
465

att
Ile

aat
Asn

cat
His
290

cat
His

cac
His

atc
Ile

aac
Asn

cca
Pro
370

gtg
val

gag
Glu

ttc
Phe

cce
Pro

aca
Thr
450

tca

sSer

act
Thr

aat
Asn

agt~gtg

Ser

val

aaa
Lys

gac
Asp

ctt
Leu

gtc
Val

aga
Arg
355

aag
Lys

aaa
Lys

cag
Gln

atc
Ile

ctg
Leu
435

gtt
val

aat
Asn

tcc
Ser

cce
Pro

aat
Asn

[

seacesnn
sece

aca
Thr

aca
Thr

act
Thr

Lttt
Phe
340

tca
Ser

tgg

atg
Met

gtc
val

cca
Pro
420

gag
Glu

gta
Val

ttt
Phe

tta
Leu

agg
Arg
500

tca
Ser

515

XX X]
L d
.

cect
Pro

tgg
Trp

tct
Ser
325

gct
Ala

ttc
Phe

ctt
Leu

cta
Leu

cta
Leu
405

gaa
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

ctg
Leu

aca
Thr
485

tta

Leu

cta
Leu

gaa
Glu

aat
Asn
310

gac
Asp

gtt
val

cga
Arg

tat
YT

cag
Gln
390

tat
Tyr

cac
His

att
Ile

cct
Pro
470

ctt

Leu

caa
Gln

agce
Ser

aca
Thr
295

tct
Ser

aac
Asn

atg
Met

act
Thr

gaa
Glu
375

gaa
Glu

gtt
val

aag
Lys

gac
Asp

cct
Pro
455

gag
Glu

aaa
Lys

aag
Lys

aac
Agn

gtt
val

ggd
Gly

aga
Arg

ttg
Leu

ggg
Gly
360

gat
Asp

aat
Asn

gat
Asp

cct
Pro

tac
Tyr
440

gat
Asp

gga
Gly

cca
Pro

cat
His

aca
Thr
520

seaw

ccc
Pro

cta
Leu

gga
Gly

tca
Ser
345

att
Ile

att
Ile

agt
Ser

ccc
Pro

aca
Thr
425

ccg
Pro

ctce
Leu

agc
Ser

cca
Pro

cct
Pro
505

ata
Ile

1078

1126

1174

1222

1270

1318

1366

1414

1462

1510

1558

1606

1654

1702

1750



N

ttt
Phe

ctt
Leu

gga
Gly

cct
‘Pro

ata
Ile
540

gac
Asp

aat tca

Ser

gat
Asp
555

gaa
Glu
570

ttt
Phe

gtc
val

aat
Asn

act
Thr

tat

(2)

tca
Ser

ctc
Leu
gcaatctgaa
atgtattcac
taggtagggg
ccagagtagt
tgcecttttta
cgaaggtgga
cctcatgtat
aaaacagctc
aaatgctgaa
gtaatcccag
ccagcctggc
tggtggcagg
ccaggaaggc

aagagcaaaa

(1)

ttg
Leu

tta
Leu

gaa
Glu
525

caa
Gln

aac
Asn

cce
Pro

agt
Ser

tcc
Ser

tgt
cys

agc
Ser

tca
Ser

gaa
Glu

ttg
Leu

tta
Leu
530

cte
Leu

ata
Ile

gta
Val

gag
Glu
545

gag
Glu

att
Ile

cca
Prxo

act
Thr
560

atc
Ile

gtg
val

ggg
Gly

575

ttt
Phe

cca
Pro
590

gaa
Glu
605

aag
Lys
cttgggtttt
atacaaatct
attgctggge
gacatttctg
attttagcca
acatgcttca
tttttataga
tctattgtgt
aattttcctt
cactttggta
caatatgctg
tgcttgtaat
agaggttgca

ctctgtetgg

caa
Gln

att
Ile

aat
Asn

ttg
Leu

*
secssae
oece

82

aat caa
Asn Gln

acc
Thr

gaa
Glu

gaa
Glu

cag
Gln

aat
Asn

gag
Glu
580

gaa
Glu

agc
Ser

tagagctgt

ccctgcaata
tcacatggac
catatgataa
tgctcctacc
ttecttctgec
tggtcacaca
gtcaactatt
acagaaaggdg
taaaatagaa
ggctgaggtr
aaaccctgtc
cccagctact
ctgagctgag

aaaaaaaaaa

Informace o SEQ ID NO: 2:

595

gaaattgaat
acatgttttc
gcatatgttt
atcaccatgt
tmatttctta
tacaggcaca
tcctctttat
taaatéatgc
tcattaggcc
ggtggatcac
tctactaaaa
tgggaggctg
attgtgccac

aaaa

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A)
(B)
(C)

DELKA: 629 aminokyselinovych

TYP: aminokyselinova

gaa
Glu

gga
Gly

acc
Thr

atg
Met
550

acc
Thr
565

ctg
Leu

ttg
Leu

gag
Glu

cac
His

ttc
Phe

tctgcctctt
atttceccttg
cagttctacc
aagaattccc
aaattagaga
aaaacagcat
tttccctcat
aaaatacctg
aggcgtggtyg
ctgaggtcag
ttacaaaaat
aggcaggaga

tgcactccad

DRUH RETEZCE: TOPOLOGIE:

tgc
Cys
535

ctt

Leu

ctt
Leu

cca
Pro

aat
Asn

»
cees

ttg
Leu

cct
Pro

gat
Asp

att
Ile
585

tct
Ser

att
Ile

agg
Arg
600

g tggtcaaaat caatatgaga aagctgcctt

tttgaaaaaa

gataaatacc

gggagctcca’

attaaggtcce
tatgtggacg
tgaaagatgc
gtagtaaaat
gctcatgctt
gagttcgagt
tagccggceca
atcacttgaa

cctgggcaac

zbytkl

1798

1846

1894

1942

15890

2045

2105

2165

2225

2285

2345

2405

2465

2525

2585

2645

2705

2765

2825



]

(i1)

(x1)

*

83

DRUH MOLEKULY: protein

(X KR ]

..

Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:

Met Asn Xaa Val Thr Ile Gin Trp

Leu

His

10

Ser

His

Asn

Ala

Leu

90

Asp

Thr

His

Ser

Leu

170

Gln

Ile

Tyxr

Asn
250

Lys

Gln

-20

Phe Ser Trp Cys His Gly

Ile
Ile
Phe
Lys
Ser

75
Ile
Glu
Trp
val
155
val
Leu
Ser
Trp
Lys

235

Phe

Pro

-5

Trp

Thr

60

Met

Cys

val

Asn

Lys

140

Ile

Trp

Gln

Arg

Asp

220

Ala

Thr

val

Trp

val

Cys

Lys

45

Thr

Gly

Thr

Ala

125

Ser

Asn

vVal

Ile

Ala

205

Sexr

Thr

Phe

Ser

Glu

Gln

30

Asn

Ala

Cys

Lys

Cys

110

Xaa

Leu

Ile

Gln

His

190

Glu

Gln

Thr

Val

Gln

270

Ser

285

Pro

15

Ala

Gly

Arg

Thr

Asp

S5

Val

Lys

Glu

Ser

Ala

175

Leu

Thr

Thr

Asn

Gln

255

val

Pro

-1

Ala

Ala

Ile

Leu

Ala

80

Ile

Ile

Leu

Thr

Thr

160

Ala

Ile

Thr

Gln

240

Gln

Arg

Phe

Gly
1
Thr
Ile
Lys
Trp
65

Glu

Ser

Thr
Glu
145

Asp

Asn

p Asp

Asn

Ile

225

Thr

Ser

cys

Phe

Asp Ala Val Ile Ala Leu TyT Ile

-15
Ile

Ile

Lys

Glu

540

TyTr

Cys

Ser

Glu

Tyr

130

Glu

Ser

Ala

Ile

(=%

210

Glu

Trp

Glu

Gln

His

290

Thr Asn Ile

Phe

Asn

35

Arg

Lys

bro

Glu

Leu

Leu

val

195

Thr

Asn

Phe

Glu

275

Lys

Lys

20
Cys
Phe
Asn
Lvs
100

Ser

Gln
Gly
180
Ile
val
val
val
260

Thr

Thr

5

Met

Gln

Gln

Phe

His

85

Pro

Gly

Thr

Gln

Gly

165

Met

Pro

Pro

Ser

Lys

245

Leu

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

Ile

Leu

70

Phe

Pro

Asn

Lys

150

Gly I

Glu

Sexr

Lys

cys

230

Glu

Glu

Lys

Glu

295

-10
Cys

Met

ATg

Thr

Glu

Gln

AsSp

Met

TyT
135

Glu

Ala

Thr

215

Glu

Phe

Pro

Arg

Thr

Ser

Asn

Lys

40

Axg

Pro

Glu

Ile

Thr

120

val

Thr

Lys

Ser

Ala

200

Ile

Met

Asp

Asn

TYyT
280

val

Gly

Ile

25

Leu

Ile

His

Thr

Pro

105

Cys

Ser

Lys

185

val

Ile

ATrg

Thr

Ile
265

Trp

Pro



A

Gln

Thr

Asp

330

Ile

Lys

Pro

Glu

Met

410

Gln

Asn

His

val

490

Asn

Phe

Pro

Asn

Glu

570

Asn

Ser

Val

val

31s

Ile

Leu

Arg

Asn

Leu

395

Ile

Tyr

Asn

Thr

Leu

475

Asp

Phe

Leu

Asp

Asp

555

Phe

Thr

Leu

Thr
300

Ala

Gly

Ser

Arg

Met

380

Met

Thr

Lys

Ser

Gly

460

Ser

Sexr

Ala

Gly

Ile

540

Ser

val

Leu

Ser

Ser

Leu

Leu

Ile

365

Lys

Asn

Glu

Lys

Leu

445

Asn

Leu

Phe

Glu

525

Gln

Pro

Ser

Phe

Glu
605

Lys

Ile

Leu

Ile

350

Leu

.Asn

Asn

Ile

Glu

430

Lys

Asn

Asp

Ser

510

Leu

Asn

Ser

cys

Pro

590

Lys

Ser
Leu
335
Gly

Leu

Ser

Lys

415

Asn

Asp

Pro

Asn

Ser

495

val

Ser

Sexr

Glu

Leu

575

Gln

Phe

Thr
320
Gly

Ile

Leu

Ser

400

Thr

Asn

Gln

Glu

480

Gly

Sexr

Leu

Val

Thr

560

Gly

Asn-

Gln
305

Gly

Met

Phe

Ile

val

385

Ser

Ile

Ile

465

Ile

Asn

Ser

Ile

Glu
545

Ile E

Ile

JIle

His

His

Asn

Pro

370

val

Glu

Phe

Pro

Asn

val

Leu

.

84

Asp

Leu

val

Arg

b=

355

Lys-

Lys

Gln

Ile

Leu

435

Val

Asn

Ser

Glu

Glu

Asn

Glu

595

Thr

Thr
Phe
340

Ser

Trp

Met

val

Pro

420

Glu

val

Phe

Leu

Arg

500

Ser

Gln

Thr

Gln

Glu

580

Ser

Trp

Ser
325
Ala
Phe
Leu
Leu
Leu
405

Glu

Thr

Leu

Thr

485

Leu

Leu

Gly

Thr

Thr

565

Glu

His

LN B

Asn
310

Asp
val
Arg
TyT
Gln
390
His
Arg
Ile
Dro

470

Leu

Serxr
Glu
Met
550
Leu

Leu

Phe

Ser

Asn

Met

Thr

Glu

375

Glu

Lys

Asp

Pro

455

Glu

Lys

Lys

Asn

cys

535

Leu

Leu

Pro

Asn

XXX}
apeo

Gly
Arg
Leu
Gly
360
AsSp
Asn
Asp

Pro

Tyxr
440
Asp
Gly
Pro
His
Thr
520
Sex
Leu
Pro

Ser

Arg
600

Leu

Gly

Ser
345

Ser

Pro

Thr

425

Pro

Leu

Ser

Pro
505

Ile

Asp

Ile
585

Ile



N~

(2)
(1)

(11)

(ix)

(x1)

atgaaycayg
tgycaygang
athttyaara
ccnmgnaary
aayaaracna
tgyacngceng
wsnggntayc

aayatgacnt

caygtnaarw

athwsnacng
genytnggna
wsngcngeng
taytgggayw
acnaaycara
garttytayy
aarmgntayt
cargtnacnw
athwsnacng

athgtnttyg

Informace o SEQ ID NO: 3:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(D)

DELKA:

TOPOLOGIE:

DRUH RETEZCE:

linedrni

DRUH MOLEKULY: DNA

ZNAKY :

1887 parl bazi

TYP: nukleova kyselina

(A) Nazev/klic¢: misc_feature

(D)
(D)

Popis sekvence: SEQ ID NO:

tnacnathca
gnathacnaa
tgggnatgaa
tncayttyta
cngcnmgnyt
artgyccnaa
cnccngayat
gyacntggaa
snytngarac
aywsnytnca
tggargarws
tnathwsnmg
sncaracnac
cntggaaygt
tngarccnaa
ggcarccentg
snaargcntt
gncayytnac

cngtnatgyt

Pozice: 1 .

rtgggaygcen
yathaaytgy
yathwsnath
yaaraayggn
ntggtayaar
rcayttycar
hcecngaygar
ygconmgnaar
ngargargar
rggnggnaar
naarcarytn
ngeng aracn
nathgaraar
naargartty
yvathaartay
gwsnwsncﬁn
ycarc;;gay
nwsngayaay

nwsnathytn

.1887

Jiné informace:

/poznamka: symbol a miZe byt

gtnathgecny
wsnggncaya
taytgycarg
athaargarm
aayttyytng
garacnytna
gtnacntcyd
ytnacntaya
carcartayy
aartayytng
carathcayy
athaaygcna
gtnwsntgyg
gayacnaayt
gtnttycarg
ttyttycaya
acntggaayw
mgnggngaya

wsnytnathg

a, ¢, g nebo t/

3:

tntayathyt
thtgggtnga
cngcnathaa
gnttycarat
arccncaygc
thtgyggnaa
tnathtayga
thgayacnaa
tnacnwsnws
tntgggtnca
tngaygayat
cngtnccnaa
aratgmgnta
tyacntaygt
tnmgntgyca
aracnccnga
snggnytnac
thggnytnyt

gnathttyaa

nttywsntag
rccngcnacn
raaytgycar
bacnmgnath
nwsnatgtay
rgayathwsn
rtaywsnggn
rtaygtngtn
ntayathaay
rgcngcnaay
hgtnathccn
racnathath
yaargcnacn
ncarcarwsn
rgaracnggn
racngtnccn
ngtngcn&sn
nytnggnatg

ymgnwsntty

60
1290
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140



mgnacnggna

ccnaayatga

;1 aayaaywsnw

ttyathceng
mgngaytayc
aayacnggnt
aéyaaygara
aayccnmgny
wsnaayacna
ccngayathe
wsngaracna
gtnaaygarg

ttyaaymgna

thaarmgnmg
araaywsnaa
sngarcargt
arcayaarcc
cncaraayws
ayaarccnca
thacnwsnyt
tncaraarca
thttyytngg
araaywsngt
thecengarca
arytnccnws

thwsnytnyt

nathytnytn
ygtngtnaar
nytntaygtn
nacngaytay
nytnttygay
rathwsnaay
nacnytnaar
yecnaaytty
ngarytnwsn
ngargargar
racnytnytn
nathaayacn

ngaraar

ytnathcecna
atgytncafg
gayccnatga
aaraargara
aayacnacng
ttyytnceng
ccncengtng
genttywsng
vtnathytna
acnacnatgy
ccngaygart

tayttyccne

artggytnta
araaywsnga
thacngarat
ayacnggncc
tngtntayat
arggnwsnca
aywsnytnga
tnwsnwsngt
aycarggnga
tnytngaraa
tygtnwsntg

araayathyt

ygargayath
rytnatgaay
haargarath
nytngaracn
hecngayytn
yytnwsnaay
ywsnggnaay
naaywsnytn
rtgywsnwsn
ygaywsnccu
yytnggnath

ngarwsncay

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1740

1800

1860

1887



(2) Informace o SEQ ID NO: 4:

(1)

(11)

(vi)

(x1)

Met

Thr

Pro

val

Ile

65

Ile

Leu

Gln

Pro

Glu

145

Lys

Asp

Leu

Thr

Glu

Leu

50

val

Ile

Asn

Asn

Lys

130

Trp

Serxr

Thr

Ile

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 918 parl bazi

(B) TYP: aminokyselinova

(C) DRUH RETEZCE:
(D) TOPOLOGIE:
DRUH MOLEKULY: DNA
PUVODNI ZDROJ:

(A) ORGANIZMUS: primat, domnivame se, Ze homo

sapiens

Popis sekvence: SEQ ID NO:

Thr Leu Gln Thr Trp Val Val Gln
5 10

Glu Ser Thr Gly Glu Leu Leu AsSp
20 25

Ser Pro Val Val Gln Leu His Ser
35 40

Lys Glu Lys Cys Met Asp Tyr Phe
55

Trp Lys Thr Asn His Phe Thr Ile
70

Asn Arg Thr Ala Ser Ser Val Thr
85 ' 90

Ile Gln Leu Thr Cys Asn Ile Leu
100 105

val Tyr Gly Ile Thr Ile Ile Ser
115 120 :

Asn Leu Ser Cys Ile Val Asn Glu
135

Asp Gly Gly Arg Glu Thr His Leu
150

Glu Trp Ala Thr His Lys Phe Ala
165 170

Pro Thr Ser Cys Thr Val Asp TyT
180 . 185

Glu val Trp Val Glu Ala Glu Asn
1958 200

Ala

Pro

Asn

His

Pro

75

Phe

Thr

Gly

Gly

Glu

155

Asp

Ser

Ala

Leu

cys

Phe

val

60

Lys

Thr

Phe

Leu

Lys

140

Thr

Cys

Thr

Leu

Phe

Gly

Thr

45

Asn

Glu

Asp

Gly

Pro

125

Lys

Asn

Lys

Val

Gly
205

Ile

30

Ala

Ala

Gln

Ile

Gln

110

Pro

Met

Phe

Ala

130

Lys

Phe
15
Ile

val

Asn

Ala

95

Leu

Glu

Arg

Thr

Lys

175

Phe

val

Leu

Ser

Cys

TYY

Thr

80

Ser

Glu

Lys

cys

Leu

160

Arg

val



]

Ser
Pro
225

Lys

Pro

Leu

Asp

=

305

Thr

Asp

Thr

Thr

Thr

385

Thr

Pro

Phe

Ser

Pro

465

Thr

Tyr

210

His

Leu

Asn

Pro

Lys

290

Gly

Tyr

Pro

Leu

Leu

370

Lys

Val

Ala

Pro

val
450

Cys

Leu

Pro

Leu

His

Asn

Ile

Glu

275

Pro

Lys

Glu

Ser

Pro

385

Thr

Leu

Arg

Cys

Lys

435

Lys

Ile

Arg

Val

Lys
515

Ile

Leu

Trp

Gln

260

Asp

Phe

Gly

Asp

His

340

Pro

Arg

Asn

Asp

420

Asp

Lys

Thr

Gly

500

Gln

Asn

Ser

Thr

245

Thr

Thr

Arg

325

Thr

Phe

Trp

Val

Leu

405

Phe

Asn

Tyr

Asp

Asn

485

Ala

Ala

Phe

val

230

Asn

Arg

Ala

Glu

Irp

310

Pro

Gln

Glu

Lys

Asn

390

Val

Gln

Met

Ile

Trp
470
Leu

Asp

Pro

Asp
215
Ile
Pro
Thr
Ser
295
Ser
Ser
Gly
Ala
Ser
375
Leu
Gly
Ala
Leu
Leu
455
Gln
Ala

Gly_

Pro

Pro

Asn

Ser

Lys

Thr

280

val

Asp

Lys

Tyr

Asn

360

His

Thr

Lys

Thr

Trp

440

Glu

Gln

Glu

Pro

Ser
520

88

val
Ser
Ile
Asp
265
Arg
Phe
Trp
Ala
Arg
348
Gly
Leu
Asn
Ser
His
425
val
Trp
Glu
Ser
Gly

505

Lys

Lys
250
Ala
Ser
Arg
Ser
Pro
330
Thr

Lys

Gln

Asp
Lys
4390

Ser

Gly

Glu
235

Ser

Ser

Glu
315
Ser
Val
Ile

Asn

Arg
395

D Ala

.Trp

vVal

Gly

475

Cys

Pro

Pro

val
220

Leu

Val

Thr

Arg
300

Glu

g
jox
4]

Gln

Leu

Tyr T

380

Tyr

Ala

Met

Thr

Leu

460

Thr

Glu

Thr

Sex

Ile

Ixp

Thr
285

Cys

Ala

Trp

Leu

Asp

365

Leu

val

Asp

Thr

445

Serx

val

Leu

ser

Val
525

Ser

Ile

Ser

270

val

Met

Ser

val
350

Leu

Leu

430

Pro

Asp

His

Ile

Ile
510

Arg

Asn

Ile

Leu

255

Gln

Gln

Lys

Gly

Lys

335

Trp

Glu

Asn

Thx

Thr

415

Lys

Arg

Lys

Arg

Thr

495

Lys

Thx

Pro
Leu
240

Lys

Ile

Glu
Ile
320
1lle
Lys
val
Ala
Leu
400
Ile
Ala
Glu
Ala
Thr
480
val

Ala

Lys



'
N

Lys

Val

- 530

Asp
545

Ile

Ala

Thr

val

625

Phe

Arg

Thr

Pro

705

Thr

Ser

Thr

His

Pro

785

His

Gln

Arg

Val

Ile

Thr

Ala

Thr
610

Cys

Asn

Pro

His

Asp

690

Glu

Glu

Arg

Ser

Gln

770

Leu

vVal

Asn

Ser

Gly

Gln

Gly

Leu

585

Pro

Leu

Lys

Ser

Asn

675

Val

Asp

Gly

Pro

Ser

755

val

Leu

Asp

cys

Lys
835

Lys

Asn

Asn

Ser

580

Thr

Lys

Ala

Arg

Lys

660

Phe

Ser

Leu

His

Ser

740

Thr

Pro

Asp

Gly

Ser

820

Gln

Asn

Gly

Glu

565

Ser

Asp

Phe

Phe

Asp

645

Ser

Asn

Val

Lys

Ser

725

Ile

val

Ser

Ser

Gly

805

Gln

Val

Glu

Phe

550

Thr

Leu

Glu

Ala

Leu

630

Leu

His

Ser

Val

Ser

710

Ser

Ser

Gln

Val

Glu

.790

Asp’

His

Ser

Ala

538

Ala

Thr

Gly

Gln

615

Leu

Ile

Ile

Lys

Glu

695

Leu

Gly

Ser

Gln
775
Glu
Gly

Glu

Ser

89

Val

Arg

val

Ser

Gly

600

Gly

Thr

Lys

Ala

Asp

680

Ile

Asp

Ile

Sexr

Ser

760

Val

Arg

.Ile

Ser

Val
840

XXX

Leu

Asn

Asn

o B

wn g

Lys

Glu

Glu

Leu

Leu

Ser
825

Val

570

Thx

Asp

Ile

Leu

His

650

Trp

Met

Ala

Phe

Gly

730

Glu

Val

Ser

Glu

Pro

810

Pro

Glu

Trp
Thr
555
Asp
Leu
Gly
Glu
Leu

635

Ile

Asn

Lys

715

Sexr

Asn

Val

Arg

Asp

795

Rrg

Asp

Glu

ceeee

Asp
540
Ile

Ser

Pro

Ala

620

Gly

Trp

Pro

Ser

Asp

700

Lys

Ser

Glu

His

Ser

780

Leu

Gln

Ile

Asp

Gln

Phe

Ser

Met

Glu

605

Ile

val

Pro

His

Asp

685

Lys

Glu

Cys

Ser

Ser

765

Glu

Gln

Gln

Ser

Phe
845

Leu

His
val
590
Phe

val

Leu

Thr

€70

Gly

Lys

Lys

Met

Ser

750

Gly

Ser

Leu

His
830

val

Pro

Arg

Thr

575

Arg

Thr

val

Phe

Val

655

Pro

Asn

Pro

Ile

Ser

735

Gln

Thr

Val

Phe

815

Phe

Arg

val
Thr
560
Glu
Met
Phe
Pro
Cys
640
Pro
Pro
Phe
Phe
Asn
720
Sexr
Asn
Arg
Gln
Asp
800
Lys

Glu

Leu



Lys Gln Gin
850

Met Lys Met
865

Thr Glu Gly

Thr Asp Glu

Gly Gly Tyr
815

Ile

Phe

Gln

Gly

900

Met

Ser Asp
Gln Glu
870

Val Glu
8858

Met Pro

Pro Gln

His
855

Val

Ile Ser

Ser Ala

Arg Phe Glu

Lys

Ser Tyr
805

90

Gln

Ala

Thr

830

Leu

*

.
esse

ceane

[ XX R

[

s .

Ser Cys Gly Ser
860

Asp Ala Phe Gly
875 :

Val Gly Met Glu

Pro Gln Thr Val
910

seve

Gly Gln
Prc Gly
880

Ala Ala
895

Arg Gln



.

.
sese
seee

.
(XX KR X

.
sace
sece

(2) Informace o SEQ ID NO: 5:

(1)

(i1)

(vi)

(x1)

Met

Thr

val

Ile

Arg

65

His

Thr

Ile

Ala

Trp

Thr

Thr

50

Asn

Gly

Leu

cys

Leu

130

Glu

ser

cys

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

DELKA: 862 aminokyselinovych zbytki
TYP: aminokyselinova

DRUH RETEZCE:

TOPOLOGIE:

DRUH MOLEKULY: protein

PUVODNI ZDROJ:

(A)

ORGANIZMUS: primat, domnivéme se, Ze homo

sapiens

Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

His

Leu

val
35

cys

Lys

His

Phe

Gly

115

Sexr

Arg

Gly

Asp

Thr Phe Arg Gly Cys Ser Leu Ala Phe Met Phe Ile
Leu Ile Lys Ala Lys Ile Asp Ala Cys Lys Arg Gly
20 . 25 30

Lys Pro Ser His Val Ile Leu Leu Gly Ser Thr Val
40 45

Ser Leu Lys Pro Arg Gln Gly Cys Phe His Tyxr Ser
55 60

Leu Ile Leu Tyr Lys Phe Asp Arg Arg Ile Asn Phe
70 75

Ser Leu Asn Ser Gln Val Thr Gly Leu Pro Leu Gly
85 90 95

val Cys Lys Leu Ala Cys Ile Asn Ser Asp Glu Ile
100 105 110

Ala Glu Ile Phe Val Gly Val Ala Pro Glu Gln Pro
120 125

Ccys Ile Gln Lys Gly Glu Gln Gly Thr Val Ala Cys
135 140

Gly Arg Asp Thr His Leu Tyr Thr Glu Tyr Thr Leu
150 155

Pro Lys Asn Leu Thr Trp Gln Lys Gln Cys Lys Asp
165 ) 170 175

Tyr Leu Asp Phe Gly Ile Asn Leu Thr Pro Glu Ser
180 185 190

Ile

Asp

Arg

His

80

Thr

Gln

Gln

Thr

Gln

160

Ile

Pro



G‘Z.Lu
Ser
Leu
225
Leu
Thr

Glu

Trp
305
Pro
Ser
Ala
Gly
Thr

385

Asn
Cys
Gly
Ser
Gly
465

val

Ile

Ser

Ser

210.

Pro

Cys

ATrg

Lys

Tyr

290

Ser

Thr

Arg

Arg

Gly

370

val

Ser

Glu

Met

Ala

450

Asp

Ser

Arg

Asn
185

Ser

Ala

275

Glu

Asp

Gly

Gln

Gly

355

Lys

Ile

Lys

Ala

Asp

435

val

Thr

Ala

val

Phe

Leu

Trp

Leu

Arg

260

Lys

Phe

Irp

Met

Gln

340

Lys

Ala

Pro

Gly

Gly

420

Asn

Gln

Gln

Leu

500

Thr

Pro

Asp

Tyr

245

Pro

Gly

Gln

Ser

Leu

325

Ile

Ile

Met

Arg

Ser

405

Leu

Ile

Glu

val

Ile

485

Ala

Ala

Ser

Ile
230

Trp
Ser
Arg
Ile
Glu
310
Asp
Ser
Leu
Thr
Thr
390
Ser
Leu
Leu
TyT
Pro
470

Ser

Leu

Lys
Thr
215

Arg

Arg

His
Ser
295
Ser
Val
Leu
His
Gln
375
Gly
Leu
Ala
val
vVal
455
Leu
Glu

Ser

92 -

val

200

Phe

Ile

Asp

sSer

Asp

280

Ser

Leu

Trp

Phe

360

Asn

Asn

Pro

Pro

Asn

Asn

Gly

[ EX XN

Thr

Thr

Lys

Glu

Arg

265

Leu

Lys

Arg

Trp

345

Gln

Ile

Trp

Thr

Arg

425

Trp

Glu

Trp

Ile

Asp
505

Phe

Phe

Gly

250

Leu

Leu

Leu

Ala

Met
330

Thr

Ala

Arg

410

Gln

Gln

Trp

Leu

Lys

490

Gln

Leu
Gln
235

Leu
Trp
Asp
His
Gln
315
Lys
Asn
Thr
Gly
Val
395
Ile
Val
Pro
Arg
Arg
475

Ser

Gly

Val

Asn

Leu

Leu

300

Thr

Arg

Leu

Leu

His

380

Ala

Asn

Ser

Pro

Glu

460

Ser

Tyr

Gly

Ser

205

Ile

Ala

Leu

Met

Lys
285

Tyx’

Pro

His

Ser

Gln

365

Thr

val

Ile

Ala

Arg

445

Leu

Arg

Ile

Cys

Leu

Val

Sexr

Leu

Val

270

Pro

Lys

Glu

Ile

val

350

Glu

Ser

Ser

Met

Asn

430

Lys

His

Pro

cys

Ser
510

Gly

Arg

Val

Asn

255

Asn

Phe

Gly

Glu

Asp

335

Ser

Leu

Trp

Ala

Asn

415

Ser

Asp

Pro

495

Ser

Ser

Pro

Ser

240

Axrg

val

Thr

Ser

Glu

320

Glu

Thr

Thr

Ala

400

Leu

Glu

Pro

Gly

Asn

480

Glu

Ile



N

Leu
ala
Pro

545

Lys

Thr
His
Ala
625
Phe
Leu
Thr
Leu
Leu
705
Pro
Gln
Pro
val
Pro
785

Leu

Asp

Gly
Ile
530
val

Glu

val

Gly

610

Phe

Ser

Arg

Cys

Asp

€90

vVal

Pro

Ala

Arg

Leu
770

Trp

Pro

Ser

Asn
518
Thr
Gln
Arg
Ser
val
5985
Asn
Vval
Thr
Pro
Ala
675
Arg
Ile
Cys
Ser
Ala
755
Glu
Thr

Ser

Leu

Ser

Glu

Glu

Asp

Gln

580

Leu

Glu

Ala

Gln

660

Lys

Leu

Ser

Ser

Glu

740

Leu

Ser

val

Asn

Glu
820

Lys

Glu

Gln

Ser
565

Asn

Trp

Arg

Pro

Tyr

645

Trp

Lys

Leu

Glu

Asn
725

Lys

Gln

Arg

Leu

Ile

805

Glu

Lys

Met

550

Asn

Ser

Met

Glu

Ser

630

Phe

Cys

Ile

val
710

Trp

Asp

Ala

Gly

Pro

790

Asp

Lys

Gly
538
Gly

Ser

Phe
615
Ile
Gln
Ser
Pro
Asp
695
Leu
Pro
Met
Glu
Ser
775

Ala

Asp

Leu~Glu

93

Ala

520

cys

Gln

Pro

Ala

Pro

Tle

Leu

Pro

Ile

585

Leu

600

Cys

Cys

Gln

Arg

Ile

680

His

Gln

Met

Ser

760

Asp

Gly

Leu

Pro

Leu

Ile

Lys

Glu

665

Pro

Gln

Arg

Pro

Pro

Gln
825

seo2

Leu

Leu

Leu

Gln

570

Asn

Gln

Ala

Val

650

Glu

Thr T

Val

Glu

730

Ser

Gln

Lys

Leu

Ser
810

Ser

Ile

His

555

Leu

Ser

Ala

Gly

Ile

635

Pro

Glu

Thr
715
Lys
Ala
Leu
Pro
Pro
795

His

Ile

Gly

Ser

540

Cys

Leu

Ala

Lys

620

Ile

val

Asp

Lys

Glu

700

Pro

Gly

Ser

Val

Glu

780

Thr

Glu

Ser

Pro
528

Trp

Arg

Glu

Gln

Gly

605

Ala

Met

Leu

vVal

Ile

Ser

Asp

765

Asn

His

Ala

Leu

His

Asn

Ile

Ile

Pro

590

Glu

Asn

val

Leu

Ala

670

Gln

Pro

Phe

Gln

Pro

750

Leu

Pro

Asp

Pro

Ser
830

Ile

Ser

Tyr

Pro

575

Arg

Ser

Trp

Gly

Ala

655

Asn

Leu

Glu

Arg

Gly

735

Pro

Tyr

Ala

Gly

Leu

815

val

Asn

Ile

Trp
560

TyTr

val

Ser

Met

Ile

640

Ala

Ser

Pro

His
720

His

Lys

Cys

TYY

800

Ala

Phe



Pro Ser Ser Ser Leu His Pro Leu Thr Phe Ser Cys Gly AsSP Lys Leu
835 840 845

Thr Leu Asp Gln Leu Lys Met Arg Cys Asp Ser Leu Met Leu
850 855 860



Y Lovsr - 3677 \

PATENTOVE NAROKY

1. V podstaté& &isty nebo rekombinantni polypeptid obsahujici
alespon deset sousedicich aminokyselin vnitrobunélné <casti

sekvence SEQ ID NO: 2.

2. Polypeptid podle nadroku 1, kde

a) uvedeny polypeptid obsahuje alesponn 25 sousedicich
aminokyselin vnitrobuné&né &asti sekvence SEQ ID NO: 2,

b) uvedeny polypeptid je rekombinanta obsahujici
vnitrobun&&nou &ast sekvence SEQ ID NO: 2,

c) uvedeny polypeptid déle obsahuje alespofnl deset sousedicich
aminokyselin, které nejsou soucasti jiné nez vnitrobunécné
Z4sti sekvence SEQ ID NO: 2,

d) uvedeny polypeptid obsahuje alespofi 25 aminokyselin
extrabuné&né &asti sekvence SEQ ID NO: 2,

e) uvedeny polypeptid obsahuje zralou sekvenci SEQ ID NO: 2
nebo ,

f) uvedeny polypeptid Jje v podstaté Cisty ptirozeny
polypeptid.

3. Rekombinannti polypeptid podle n&roku 1, ktery

a) obsahuje zralou skvenci uvedenou v tabulce &. 1,

b) je neglykosylovanym polypeptidem,

c) pochéazi z &lovéka,

d) obsahuje alespoii 40 sousedicich aminokyselin v sekvenci SEQ
ID NO: 2,

e) vykazuje alesponn tF¥i neprekryvajici se segmenty alespon
patnécti sousedicich aminokyselin se sekvenci SEQ ID NO: 2,

f) je prirozenou polymorﬁgi variantou se sekvenci SEQ ID NO:
2,

g) je tvoren alespoii pfibliZné tficeti aminokyselinami,
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vykazuje alespoil dva 'nepfekryvajici epitopy, které Jsou
specifické pro DCRS5 primata,

ma molekulovou hmotnost alespon 30 000 s pfirozenou
glykosylaci,

je synteticky polypeptid,

je ve sterilni forme,

je ve vodném nebo pufrovaném roztoku,

je zachycen na pevném substratu,

je konjugovan s jinou chemickou &asti nebo

je fyzikalné& spojen s polypeptidem IL-12RB1

SloZeni sloudeniny vybrané z

v podstaté ¢&istého nebo rekombinantniho polypeptidu
obsahujiciho alespon dva neprekryvajici se segmenty
alespoii Sesti sousedicich aminokyselin vnitrobunécné
oblasti sekvence SEQ ID NO: 2,

v podstaté &istého nebo rekombinantniho polypeptidu
obsahujiciho alespon 12 sousedicich aminokyselin
vnitrobund&né &asti sekvence SEQ ID NO: 2 nebo

v podstateé cisteé pfirozené sekvence polypeptidu

obsahujici zralou sekvenci SEQ ID NO: 2.

Polypeptid

podle né&roku 4a, kde

uvedené rozdilné neprekryvajici se segmenty:
zahrnuji segment tvofeny alespon dvanéacti
aminokyselinami,
zahrnuji jeden segment tvofeny alespon sedmi
aminokyselinami a druhy segment tvofeny alesponn deviti

aminokyselinami,

iii) zahrnuji t¥eti odlidny segment obsahujici alespon Sest

iv)

aminokyselin nebo
obsahuji Jjeden z RéES—L373, P378-L405, V407-D426, K428-
D439, P441-V452, I454-G460, I465-T587 nebo N592-606 nebo
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uvedeny polypeptid dale obsahuje alespon dva odlisné
nepfesehujici segmenty tvorené alespofi Sesti sousedicimi
aminokyselinami extrabuné&&né casti sekvence SEQ ID NO: 2,
podle naroku 4b, kde
uvedeny segment obsahujici alespoil dvandct sousedicich
aminokyselin zahrnuje jeden z R355-L373, P378-L405, V407~
D426, K428-D439, P441-V452, 1454-G460, I465-T587 nebo N592-
606 nebo
uvedeny polypeptid da&le obsahuje alesponn dva odlisné
neprekryvajici se segmenty tvorené alespon Sesti
sousedicimi aminokyselinami extrabuné&&né &asti sekvence SEQ
ID NO: 2 nebo '
podle néaroku 4c, dale obsahuje epito vhodny pro ¢isténi

nebo detekci.

Polypeptid podle naroku 4, ktery

obsahuje zralou sekvenci uvedenou v tabulce ¢. 1,

je neglykosylovany polypeptid,

pochdzi z &lovéka,

obsahuje alespoini 40 sousedicich aminokyselin se sekvenci
SEQ ID NO: 2,

vykazuje alespoil tri nepfekryvajici se segmenty obsahujici
alespofi patnact sousedicich aminokyselin se sekvenci SEQ ID
NO: 2,

je pfirozenou polymorfni variantou sekvence SEQ ID NO: 2,
obsahuje alespoil p¥ibliZné& 30 aminokyselin,

vykazuje alespofil dva nepfekryvajici se epitopy, které jsou
specifické pro DCRS5 priméata,

m& molekulovou hmotnost alespon 30 000 s prirozenou
glykosylaci,

je synteticky polypeptid,

je ve sterilni forme&,

je ve vodném nebo pufrovaném roztoku,

je zachycen na pevném substratu,

je spojen s jinou chemickou Casti nebo
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je fyzik&lné spojen s polypeptidem IL-12RB1.

Prostredek, vyznacuijilc i s e t im, Z e
obsahuje
v podstat& <&isty polypeptid podle naroku 4 kombinovany
s proteinem IL-12RP1 nebo
uvedeny polypeptid podle naroku 4 a nosi&, kde uvedeny
nosic¢ je
vodné sloudenina zahrnujici vodu, fyziologicky roztok
a/nebo pufr a/nebo
vytvofeny oralni, rektéalni, nasalni, povrchovou nebo

parenteralni aplikaci.

Sada, vyznacuijici se tim, 7 e obsahuje
polypeptid podle naroku 4 a

kompartment obsahujici uvedny polypeptid,

kompartment obsahujici polypeptid IL-12RP1,

kompartment obsahujici p40, IL-B30 nebo polypeptid p40/IL-
B30 nebo

instrukce pro pouziti nebo likvidaci Zibidel v uvedené

sadé.

Vazebna sloudenina obsahujici misto vazajici antigen, které
pochézi z protilatky, Jjenz se specificky vaze na uvedenou
vnitrobund&nou &ast uvedeného polypeptidu podle naroku 1,
kde
uvedend vazebnd sloudenina je v kontejneru,
uvedeny polypeptid pochézi z Clovéka,
uvedena vazebna sloudenina je fragment Fv, Fab nebo Fab2,
uvedena vazebna sloudenina se konjugovala s jinou chemickou
¢asti nebo
uvedend protiléatka
vznikla proti peptidové sekvenci zralého polypeptidu
uvedené v tabulce ¢. 1,

vznikla proti zralému DCRSS,
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iii) vznikla proti izolovanému lidskému DCRSS,

iv) je imunoselektivni,

V) je polyklonédlni protiléatkou,

vi) vaZe se na denaturovany DCRSS,

vii) vykazuje hodnotu Kd antigenu alespont 30 uM,

viii) je zachycena na pevny substrat, ktery zahrnuje
kuli&ky nebo plastovou membranu,

ix) Jje obsaZena ve sterilnim prostfedku nebo

X) je detekovatelné snacena a zahrnuje radioaktivni nebo

fluorescendéni znaceni.

10. Sada, vyznac¢cujicit se tim, 7 e obsahuje
vazebnou sloueninu podle naroku 9 a

a) kompartment obsahujici uvedenou vazebnou slouceninu,

b) kompartment obsahujici

i) polypeptid p40,

ii) polypeptid obsahujici IL-B30,

iii) polypeptid DCRS5 a/nebo

iv) polypeptid IL-12RpP1,

c) kompartment obsahujici protilatku, ktera se selektivné vaze
na

i) polypeptid p40,

ii) polypeptid IL-B30,

1ii) polypeptid DCRS5 a/nebo

iv) polypeptid IL-12RB1 nebo

d) instrukce pro pouziti a 1ikvidaci ¢&inidel obsaZenych

v uvedené sadé.

11. Zpusob produkce komplexu antigen:protilatka,
vyznac¢ujici s e tim, > e zahrnuje kontakt
polypeptidu DCRS5 primata s protilatkou podle naroku 9 za

vhodnych podminek, coZ imoZfiuje vznik uvedeného komplexu.

12. Zplsob podle néroku 11, vy zn a gujici se tim

~

2 e
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uvedeny komplex se izoluje od Jjinych cytokinovych
receptorq,

uvedeny komplex se izoloval od jiné protiléatky,

k uvedenému kontaktu dochdzi se vzorkem obsahujicim
interferon,

uvedeny kontakt umoZnuje kvantitativni detekci uvedeného
antigenu,

k uvedenému kontaktu dochdzi se vzorkem obsahujicim
uvedenou protilatku nebo

uvedeny kontakt umoZiuje kvantitativni detekci uvedené

protilatky.

N
®

Prostfedek, vy znaccuijici s e tim,
obsahuje
sterilni vazebnou slouceninu podle nédroku 9 nebo
uvedenou vazebnou slouceninu podle naroku 9 a nosi&, kde
uvedeny nosic je

vodnd sloucCenina zahrnujici vodu, fyziologicky roztok

a/nebo pufr a/nebo

pripraven pro ordlni, rektdlni, nasdlni, povrchovou nebo

parenteralni aplikaci.

Izolovand nebo rekombinantni nukleovd kyselina kodujici
polypeptid obsahujici aminokyseliny 1 aZz 606 sekvence SEQ
ID NO: 2.

Burika nebo tkan obsahujici uvedenou rekombinantni

nukleovou kyselinu podle néaroku 14.

Bunka podle naroku 15, kterou je
prokaryontni buiika,

eukaryontni bunka,
bakteridlni burika,

bunka kvasinek,
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e) hmyzi burika,
f) savcéi burka,
g) my3i burnka,
h) bunka primdta nebo

1) bunka &lovéka.

N¢
)

17. Sada, vyznacduijici s e t im, obsahuje
uvedenou nukleovou kyselinu podle naroku 14 a

a) kompartment obsahujici uvedenou nukleovou kyselinu,

b) kompartment obsahujici nukleovou kyselinu kodujici:

i) polypeptid p40,

ii)polypeptid IL-B30,

1ii) polypeptid DCRS5 a/nebo

iv) polypeptid IL-12RB1 nebo

c) kompartment obsahujici

i) polypeptid p40,

ii)polypeptid IL-B30,

iii) polypeptid DCRS5 a/nebo

iv) polypeptid IL-12RB1 nebo

d) kompartment obsahujici protilatku, kterd se selektivné véasze
na

i) polypeptid p40,

ii) polypeptid IL-B30,

iii) polypeptid DCRS5 a/nebo

iv)polypeptid IL-12RB1 nebo

e) instrukce pro pouZiti nebo 1likvidaci &inidel v uvedené

sadé.

18. Zpusob modulace fyziologie nebo vyvoje burniky,
vyznadcuijici se tim, Zz e zahrnuje kontakt
uvedené bunky s

a) antagonistou p40/IL-B30, "ktery je komplex obsahujici

i) extrabunéénou &ast DCRSS primata a/nebo

ii) extrabunéénou &&st IL~12RPl primata
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b) antagonistou p40/IL-B30, ktery je protildtkou, jenZ se vaze
komplex obsahujici

i) DCRS5 primata a/nebo

ii) IL-12RB1

c) antagonistou p40/IL-B30, ktery je protildtka, jenZ se vaze
na DCRS5,

d) antagonistou p40/IL-B30, ktery je protildtkou, jenZ se vaze
na IL-12RfB1,

e) antagonistou p40/IL-B30, ktery je antisense nukleovou
kyselinou pro DCRS5 nebo IL-12RPl nebo

f) agonistou p40/IL-B30, ktery je protildtkou, jenZ se vaZe na
komplex obsahujici

i) DCRS5 primé&ta a/nebo

ii) IL-12RP1 primata.

19. Zpusob podle néroku 18, vy zn a & u jici se tim,
Z e k uvedenému kontaktu dochézi s antagonistou a

a) uvedeny kontakt je v kombinaci s antagonistou vaci

i) IL-12,

ii) IL-18,

iii) TNF nebo

iv) IFNy nebo

b) uvedend bufika pochdzi z hostitele, ktery

i) vykazuje p#iznaky nebo projevy chronického onemocné&ni
zprostfedkovaného Thl,

ii) vykazuje projevy nebo pfiznaky roztrouSené sklerédzy,

revmatoidni artritidy, osteoartritidy, =z&nétlivého onemocnéni

stfev, cukrovky, lupénky nebo sepse nebo

iii) obdrzZel alogenni transplantéat.

20. Zpisob podle nadroku 18, vyznacdujici se t i m,
Z e uvedeny kontakt je s agonistou a
a) uvedeny kontakt je v kombinaci s

i) IL-12,
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ii) IL-18,

iii) TNF nebo

iv) IFNy nebo

b) uvedenad bufika pochdzi z hostitele, ktery

i) vykazuje pfiznaky a projevy chronické odezvy TH2,
ii) trpi nddorem, rlstem virQ nebo plisni,

iii) aplikovala se mu vakcina nebo

iv)trpi alergickou odezvou.

21. Nukleovd kyselina podle naroku 14 obsahujici nukleotidy
188 az 2005 sekvence SEQ ID NO: 1.

22.V podstaté &isty nebo rekombinantni antigenni polypeptid se

sekvenci SEQ ID NO: 2.

23.Polypeptid podle naroku 22 obsahujici

a) zbytky 1 az 101 sekvence SEQ ID NO: 2,

b) zbytky 102 az 195 sekvence SEQ ID NO: 2,
c) zbytky 196 aZz 297 sekvence SEQ ID NO: 2,
d) zbytky 1 aZ 328 sekvence SEQ ID NO: 2 nebo
e) zbytky 1 aZ 606 sekvence SEQ ID NO: 2.

24 .Heterodimérovd sloudenina obsahujici  polypeptid podle

naroku 22 a IL-12RpB1.

25.8loucenina podle ndroku 24 schopna vazat se na IL-B30/p40.

26.85ada, vyznadcuijici s e tim, Z e obsahuje

polypeptid podle naroku 22 a instrukce pro pouziti.

27.Sada podle naroku 26, v yznacuijici s e tim,
Zz e také obsahuje

a) polypeptid IL-12B1 a

b) p40, IL-B30 nebo polypeptidy IL-B30/p40.
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Vazebné& sloucenina, kterd se specificky vaZe na polypeptid

podle néroku 22.

Vazebnd sloucenina podle naroku 28, kterou je
polyklondlni protilatka,
monoklondlni protilatka nebo

fragment Fab, Fab2 nebo Fv.

Vazebnd sloucenina podle néroku 28, kterd se specificky

vdZe na polypeptid podle naroku 23.

Vazebnd sloucenina podle naroku 30, kterou je

a) polyklondlni protilédtka,

b) monoklon&dlni protilatka nebo

c) fragment Fab, FabZ nebo Fv.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Sada, vyznacujici s e tim, Z e obsahuje

vazebnou slouceninu podle nadroku 28 a instrukce vhodné pro

pouZiti.
Zpusob produkce komplexu antigen:protilatka,
vyznadcuijici s e t im, Z e zahrnuje kontakt

protildtky podle néaroku 29 za podminek vhodnych pro

vytvofeni komplexu.

Izolovany nebo rekombinantni polynukleotid  kdédujici

polypeptid podle naroku 22.

Polynukleotid podle né&roku 34, ktery kéduje polypeptid
podle né&roku 23.

Polynukleotid podle na&roku 34 obsahujici sekvenci SEQ ID
NO: 1.
Expresivni vektor obséhujici polynukleotid podle néaroku

e

34.
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Hostitelska buiika obsahujici expresivni vektor podle

naroku 37.

Hostitelska buifika podle ndroku 38, kterou je
savCi bunka,
bunka hmyzu,

bakteridlni bufika nebo kvasinkova bunka.

.Zplsob produkce antigenniho polypeptidu se sekvenci SEQ 1ID

NO: 2, vyznadcujici se tim, 7 e zahrnuje
kultivaci hostitelské buiiky podle naroku 38 =za podminek
vhodnych pro expresi polypeptidu a

izolaci nebo &i3téni polypeptidu.

Zpusob modulace fyziologie nebo vyvoje bunky,
vyznadc¢ujici s e tim, 7 e zahrnuje kontakt

pbutiky s agonistou nebo antagonistou sekvence SEQ ID NO: 2.

W
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