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(54) Nazov: Izolovany polypeptid k6dovany génom podobnym génu pre lipazu, prostriedok majici fosfolipadzovi u&innost’,
farmaceuticky prostriedok, antigénny fragment a izolovani nukleové Kyselina, biologicky aktivny prostriedok,
vektor, rekombinovani hostiteP’sk4a bunka, prostriedok vyuZitelny na transfekiciu ciel’ovej bunky, spésob vy-
roby polypeptidu a polypeptid takto vyrobeny, protilitka, hybridomna bunka, spdsob in vitro sceeningu, spo-
sob in vitro enzymatickej hydrolyzy, pouZitie polypeptidu a protilitky a transgénna mys$

(57) Anotacia:

Je opisany izolovany polypeptid kédovany génom po-
dobnym génu pre lipazu (LLG), kde uvedeny polypeptid
(a) sa viaZe na heparin, (b) ma homol6giu s Fudskou li-
poprotinovou lipazou a pedeiiovou lipazou a (c) obsahu-
je 39 kD katalyticki doménu triacylglycerol-lipazovej
rodiny, kde (i) tento izolovany polypeptid obsahuje ami-
nokyselinovu sekvenciu SEQ ID NO:8 a zdanlivi mole-
kulovii hmotnost’ priblizne 55 kD na 10 % SDS-PAGE
gélu, aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO:8 a zdan-
livi molekulovii hmotnost’ priblizne 68 kD na 10 %
SDS-PAGE gélu alebo aminokyselinovu sekvenciu SEQ
ID NO:6 a zdanlivii molekulovii hmotnost’ priblizne 40
kD na 10 % SDS-PAGE gélu; alebo (ii) 39 kD katalytic-
ki doménu obsahujiicu aminokyselinovi sekvenciu SEQ
ID NO:10; alebo (iii} je tento izolovany polypeptid kra-
li¢ieho pdvodu a obsahuje aminokyselinovii sekvenciu
SEQ ID NO:12. TieZ je opisany prostriedok majuci fos-
folipazovii ¢innost’ obsahujuci tento polypeptid, farma-
ceuticky prostriedok, antigénny fragment, izolovana
nukleova kyselina, biologicky aktivny prostriedok a

farmaceuticky prostriedok obsahujlici tito izolovand
nukleovi kyselinu, vektor obsahujici tito izolovant
nukleovii kyselinu a rekombinantné bunky obsahujiice
tento vektor, prostriedok vyuZitelny na transfekciu cie-
Tovej bunky, farmaceuticky prostriedok obsahujuci tento
vektor. Sposob vyroby polypeptidu a polypeptid takto
pripraveny, protilatka schopna $pecifickej vizby na vys-
Sie $pecifikovany izolovany polypeptid a hybridomna
bunka produkujiica tuto protilatku, prostriedok poskytu-
juci naviazanie izolovaného polypeptidu na protilatku,
farmaceuticky prostriedok obsahujuci tuto protilatku,
spdsob in vitro screeningu LLG agonistov alebo antago-
nistov, spdsob in vitro enzymatickej hydrolyzy fosfati-
dylcholinesteru, pouZitie polypeptidu a protilatky na vy-
robu lie¢iva na zlepSenie sérového lipidového profilu a
transgénna my$ exprimujica izolovany polypetid.
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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka izolovaného polypeptidu kédovaného génom podobnym génu pre lipazu, prostriedku ma-
juceho fosfollpazovu u¢innost, ktory obsahuje tento polypeptid a antigénny fragment tohto izolovaného po-
lypeptidu. Dalej je vynalez zamerany na izolovany i 1mun1zacny peptid a izolovani nukleovi kyselinu kéduju-
cu izolovany polypeptid kédovany génom podobnym génu na lipazu. Dalej sa vynalez tyka biologicky aktiv-
neho prostriedku a farmaceutického prostriedku obsahujiceho uvedent izolovani nukleovii kyselinu. Dalej
sa vynilez tyka vektora obsahujuceho tito izolovanu nukleovii kyselinu a rekombinantne;j bunky obsahujuce_]
tento vektor. Dalej sa vynalez tyka prostriedku vyuZiteIného na transfekaciu cielovej bunky. Dalej sa vyna-
lez tyka farmaceutického prostriedku obsahujiceho vyssie Specifikovany vektor. Dalej sa vynalez tyka spo-
sobu vyroby polypeptidu a polypeptidu takto pripraveného. Okrem toho sa vynalez tyka protilatky schopnej
Specifickej vizby na vysSie Specifikovany izolovany polypeptid a hybridomné bunky produkujice tito proti-
latku. Dalej sa vynalez tyka prostriedku poskytujiiceho naviazanie izolovaného polypeptidu podra vynalezu
na protiltku. Dalej sa vynalez tyka farmaceutického obsahujticeho prostriedku obsahujiiceho vy3sie §pecifi-
kovanu protilatku. Dalej sa vyndlez tyka spdsobu skriningu LLG (gén podobny génu na lipazu) agonistov
alebo antagonistov. Dalej sa vynilez tyka spdsobu in vitro enzymatickej hydrolyzy fosfatidylcholinesteru.
Dalej sa vynilez tyka pouZitia polypeptidu a pouZitia protilatky podla vynilezu na vyrobu liegiva na zlepse-
nie sérového lipidového profilu u l'udi a inych Zivodichov. A koneéne sa vynalez tyka izolovaného polypep-
tidu, ktory je krali¢ieho povodu a izolovanej nukleovej kyseliny kddujucej tento polypeptid a transgénnej
mys$i exprimujucej izolovany polypeptid podl'a vynalezu.

Konkrétne je mozné uviest, Ze sa vynalez sa tyka polypeptidov rodiny triacylglycerol-lipazy, nukleovych
kyselin, kédujicich uvedené polypeptidy, antisense sekvencii odvodenych od uvedenych nukleovych kyselin
a protilatok proti uvedenym polypeptidom. Rovnako do rozsahu vynéalezu patri priprava uvedenych polypep-
tidov s pouZitim rekombinantnej technoldgie a pouZitie uvedenych polypeptidov na vyhl'adavanie agonistov
a antagonistov uvedenych polypeptidov. Vynalez sa tieZ tyka spésobov na terapeutické pouZitie takych poly-
peptidov a nukleovych kyselin kodujicich tieto polypeptidy vo farmaceutickych prostriedkoch vratane pro-
striedkov na génov terapiu, na liebu ochoreni lipidového a lipoproteinového metabolizmu.

Doterajsi stav techniky

A) Lipidy

Lipidy st vo vode nerozpustné organické biomolekuly, ktoré su zakladnymi zlozkami podiel'ajucimi sa na
rdznych biologickych funkciach vratane skladovania, transportu a metabolizmu energie a Struktiry a kvapal-
nosti membran. Ludia a iné Zivocichy ziskavaju lipidy z dvoch zdrojov: niektoré lipidy st prijimané potravou
ako potravinové tuky a oleje a iné lipidy clovek alebo Zivocich biosyntetizuje. U cicavcov tvoria lipidy naj-
menej 10 % telesnej hmotnosti, z ktorych vicSina je vo forme triacylglycerolov.

Triacylglyceroly, tieZ zname ako triglyceridy alebo triacylglyceridy, su tvorené tromi mastnymi kyseli-
nami esterifikovanymi na glycerol. Potravinové triacylglyceroly sa skladuju v tukovom tkanive ako zdroj
energie, alebo sa hydrolyzuji v traviacej ststave triacylglycerol-lipdzami, z ktorych najvyznamnejsia je pan-
kreaticka lipaza. Triacylglyceroly sa transportuji medzi tkanivami vo forme lipoproteinov.

Lipoproteiny st micelovité zoskupenia, ktoré sa nachadzaju v plazme a obsahuju rézne pomery réznych
typov lipidov a proteinov (nazyvanych apoproteiny). Existuje pat’ hlavnych tried plazmatickych lipoprotei-
nov, ktorych hlavnou funkciou je transport lipidov. Tieto triedy st (podl'a zvySujucej sa hustoty): chylomik-
rény, lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL), lipoproteiny so strednou hustotou (IDL), lipoproteiny
s nizkou hustotou (LDL) a lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL). Hoci sa spolo¢ne s kaZdou triedou lipop-
rotefnov vyskytuji rézne typy lipidov, transportuje kazda trieda predovsetkym jeden typ lipidov: triacylgly-
ceroly opisané skor sa transportujui v chylomikrénoch, VLDL a IDL, zatial’ ¢o fosfolipidy a estery cholestero-
lu sa transportuji v HDL a LDL, v prislu§nom poradi.

Fosfolipidy su diestery mastnych kyselin s glycerofosfatom, ktoré tieZ obsahujii polarnu skupinu naviaza-
nu na fosfat. Fosfolipidy st vyznamnou $trukturalnou zloZzkou bunkovych membran. Fosfolipidy sa hydroly-
Zuji enzymami nazyvanymi fosfolipazy. Fosfatidylcholin, priklad fosfolipidu, je hlavnou zloZkou membran
via&siny eukaryotickych buniek.

Cholesterol je metabolicky prekurzor steroidnych horménov a Zléovych kyselin tak, ako je zékladnou
zloZkou bunkovych membran. Ludia a iné Zivo¢ichy prijimaju cholesterol potravou a tieZ sa syntetizuje v pe-
&eni a v inych tkanivach. Cholesterol sa transportuje medzi tkanivami vo forme cholesteryl-esterov v LDL a
inych lipoproteinoch.

Membrany obklopuji kaZzdu Zivi bunku a sliZia ako bariéra medzi intracelulamym a extracelularnym
kompartmentom. Membrany tieZ obklopuji jadro eukaryotickych buniek, tvoria endoplazmatické retikulum a
sliZia v Specializovanych funkciach, ako st napriklad myelinové posvy obklopujuce axény. Typickd mem-
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brana obsahuje priblizne 40 % lipidov a 60 % proteinov, ale v tomto pomere existuji vyrazné odchylky.
Hlavnymi lipidovymi zlozkami si fosfolipidy, zv1a3t fosfatidylcholin a fosfatidyletanolamin, a cholesterol.
Fyzikélno-chemické vlastnosti membran, ako kvapalnost, sa mdzu zmenit’ modifikaciou profilu fosfolipidov
mastnych kyselin alebo obsahu cholesterolu. Modulovanie zloZenia a organizdcie membranovych lipidov tieZ
ovplyviiuje bunkové funkcie zavislé od membréany, ako je aktivita receptorov, endocytéza a tok cholesterolu.

B) Enzymy

Triacylglycerol-lipizy su rodinou enzymov, ktora ma vel'a zasadnych funkcii v metabolizme lipidov v te-
le. Boli opisané tri &leny T'udske;j rodiny triacylglycerol-lipaz: pankreaticka lipza, lipoproteinova lipaza a pe-
&etiova lipaza (Goldberg, L.J., Le, N.A., Ginsberg, H.N., Krauss, R.M. a Lindgren, F.T. (1988) J. Clin. Invest.
81: 561 - 568; Goldberg, 11., Le, N., Paterniti, J.R., Ginsberg, H.N., Lindgren, F.T. a Brown, W.V. (1982)
1. Clin. Invest. 70: 1184 - 1192; Hide, W.A., Chan, L., a Li, W.-H., (1992) J. Lipid Res. 33: 167 - 178). Pan-
kreaticka lipaza je primarme zodpovedna za hydrolyzu potravinovych lipidov. Boli opisané varianty pankrea-
tickej lipazy, ale ich fyziologicka funkcia nebola uréena (Giler, T., Buchwald, P., Blum-Kaelin, D. a Hunzi-
ker, W., (1992) J. Biol. Chem. 267: 16509 - 16516). Lipoproteinova lipaza je hlavnym enzymom zodpoved-
nym za distribliciu a vyuZitie triacylglyceridov v tele. Lipoproteinova lipaza hydrolyzuje triglyceridy tak
v chylomikrénoch, ako aj vo VLDL. Peéetiova lipaza tieZ posobi ako fosfolipaza a hydrolyzuje fosfolipidy
v HDL.

Fosfolipazy maju vyznamn tilohu v katabolizme a remodelovani fosfolipidovych zloZiek lipoproteinov a
fosfolipidov v membranach. Fosfolipazy maju taktieZ funkciu v uvolfiovani kyseliny arachidénovej a v na-
slednej tvorbe prostaglandinov, leukotriénov a inych lipidov, ktoré sa zicastiiujii na r6znych zapalovych pro-
cesoch.

Lipazové polypeptidy kodované tymito lipAzovymi génmi maji dizku pribliZne 450 aminokyselin
s veducimi signalnymi peptidmi na ul'ahéenie sekrécie. Lipazové proteiny sa skladaji z dvoch hlavnych do-
mén (Winkler, K., D"Arcy, A., a Hunziker, W., (1990), Nature 343: 771 - 774). Amino-koncova doména ob-
sahuje katalytické miesto, zatial’ o o karboxy-koncovej doméne sa predpokladd, Ze je zodpovedna za vizbu
substratu, asociiciu s kofaktorom a za interakcie s bunkovymi receptormi (Wong, H., Davis, R.C., Nikazy,
J., Seebart, K.E. a Schotz, M.C. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 11290 - 11294; van Tilbeurgh, H.
Roussel, A., Lalouel, J.M. a Cambillau, C., (1994) J. Biol. Chem. 269: 4626 - 4633; Wong, H., Davis, R.C,,
Thuren, T., Goers, J.W., Nikazy, J., Waite, M., a Schotz, M.C. (1994) J. Biol. Chem. 269: 10319 - 10323;
Chappel, D.A., Inoue, L., Fry, G.L., Pladet, M.W., Bowen, S.L., Iverius, P.-H., Lalouel, J.M., a Strickland,
DK, (1994) J. Biol. Chem. 269: 18001 - 18006). Celkova uroveti aminokyselinovej homoldgie medzi ¢len-
mi rodiny je 22 - 65 %, s lokalnymi regiénmi vysokej homologie zodpovedajucim Strukturalnym homolo-
giam, ktoré su spojené s enzymatickou funkciou.

Prirodzeny protein lipoproteinovej lipazy je glykozylovany a glykozylacia je nevyhnutna na enzymatickd
aktivitu LPL (Semenkovich, C.F., Luo, C.-C., Nakanishi, M.K., Chen, S.-H., Smith, L.C. a Chan, L. (1990) J.
Biol. Chem. 265: 5429 - 5433). Existuju tri miesta na N-viazand glykozylaciu na pecefiovej a lipoproteinovej
lipaze a jedno miesto na pankreatickej lipaze. Dalej, $tyri stipravy cysteinov tvoria disulfidové mostiky, ktoré
sut nevyhnutné na zachovanie §trukturalnej integrity nevyhnutnej na enzymaticku aktivitu (Lo, J.-Y., Smith,
L.C. a Chan, L. (1995) Biochem. Biophys. Res. Commun. 206: 266 - 271; Brady, L., Brzozowski, A.M., De-
reweda, Z.S., Dodson, E., Dodson, G., Tolley, S., Turkenburg, J.P., Christiansen, L., Huge-Jensen, B., Nor-
skov, L., Thim, L. a Menge, U. (1990) Nature 343: 767 - 770).

Clenovia skupiny triacylglycerol-lipdz majti spoloéné mnohé trukturilne charakteristiky. Jednym zna-
kom je ,,GXSXG" motiv, v ktorom je centralny serinovy zvySok jednym z troch zvySkov obsahujiicich ,kata-
lyticku triddu* (Winkler, K., D"Arcy, A. a Hunziker, W., (1990), Nature 343: 771 - 774; Faustinella, F.,
Smith, L.C. a Chan, L., (1992) Biochemistry 31: 7219 - 7223). Konzervované asparagové a histidinové zvys-
ky vytvaraji rovnovahu katalytickej triady. Kratky usek s 19 aZ 23 aminokyselinami (,,vieckovy region*)
tvori amfipaticku zavitnicu a pokryva katalytické ,,vrecko* enzymu (Winkler, K., D Arcy, A. a Hunziker, W.,
(1990), Nature 343: 771 - 774). Tento regi6én odliSuje ¢leny rodiny a nedavno bolo zistené, Ze urcuje substra-
tovi $pecificitu enzymu (Dugi, K.A., Dichek, H.L. a Santamarina-Fojo, S., (1995) J. Biol. Chem. 270: 25396
- 25401). Porovnanie medzi peéefiovou a lipoproteinovou lipazou preukazalo, Ze rozdiely v triacylglycerol-
lipazovej a fosfolipazovej aktivite enzymov su ¢iastocne sposobené tymto ,,vieCkovym* regiénom (Dugi,
K.A., Dichek, H.L. a Santamarina-Fojo, S., (1995) J. Biol. Chem. 270: 25396 - 25401).

Triacylglycerolové-lipazy maji rézny stupeii vizbovej aktivity k heparinu. Lipoproteinova lipaza ma naj-
vysSiu afinitu k heparinu a tato vizbova aktivita bola lokalizovana na retazce pozitivne nabitych zvyskov
v amino-koncovej doméne (Ma, Y., Henderson, H.E., Liu, M.S., Zhyng, H., Forsyte, 1.J., Clarke-Lewis, 1.,
Hayden, M.R. a Brunzell, J.D., J. Lipid Res., 35: 2049 - 2059). Lokalizacia lipoproteinovej lipazy na povrch
endotelu (Cheng, C.F., Oosta, G.M., Bensadoun, A., a Rosenberg, R.D. (1981) J. Biol. Chem. 256: 12893 -
- 12896) je primarne sprostredkovana vizbou na povrchové proteoglykany (Shimada, K., Gill, P.J., Silbert,
J.E., Douglas, W.H.J. a Fanburg, B.L:, (1981) J. Clin. Invest. 68: 995 - 1002; Saxena, U., Klein, M.G. a Gol-
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dberg, L., (1991) J. Biol. Chem. 266: 17516 - 17521; Eisenberg, S., Sehayek, E., Olivecrona, T. a Vlodav-
sky, L. (1992) J. Clin. Invest. 90: 2013 - 2021). Této viéizbova aktivita umoZtiuje enzymu akcelerovat’ vychy-
tavanie LDL tym, Ze posobi ako mostik medzi LDL a povrchom buniek (Mulder, M., Lombardi, P., Jansen,
H., vanBerkel, T.J., Frants, R.R. a Havekes, L.M. (1992) Biochem. Biophys. Res. Comm. 185: 582 - 587;
Rutledge, J.C., a Goldberg, 1.J. (1994) J. Lipid Res. 35: 1152 - 1160; Tsuchia, S., Yamabe, M., Yamaguchi,
T., Kobayashi, Y., Konno, T. a Tada, K. (1980) Int. J. Cancer 26: 171 - 176).

O lipoproteinovej lipaze a pecetiovej lipaze je zndme, Ze posobia spolu s ko-aktivaénymi proteinmi: apo-
lipoproteinom CII pre lipoproteinovii lipazu a ko-lipazou pre pankreaticki lipazu.

V publikéacidch podl'a doterajsicho stavu techniky boli opisané tieto génové sekvencie kédujiice Pudski
pankreaticki lipazu, pecefiovi lipazu a lipoproteinovi lipdzu boli opisané (Genbank prirastkové & M93285,
J03540 a M15856, v prisluSnom poradi). Mediatorova RNA Tudskej pecefiovej lipazy a pankreatickej lipazy
maju dizku priblizne 1,7 a 1,8 kilobaz, v prislusnom poradi. Dva mRNA transkripty s 3,6 a 3,2 kB sa produ-
kuju z Pudského génu pre lipoproteinovii lipazu. Tieto dva transkripty vyuzivaju alternativne polyadenyla¢né
signaly a liSia sa vo svojej transkripénej G¢innosti (Ranganathan, G., Ong, J.M., Yukht, A., Saghizadeh, M.,
Simsolo, R.B., Pauer, A. a Kern, P.A., (1995) J. Biol. Chem. 270: 7149 - 7155).

C) Fyziologické procesy

Metabolizmus lipidov zahfiia interakcie lipidov, apoproteinov, lipoproteinov a enzymov.

Pedetiova lipaza a lipoproteinova lipaza st multifunkéné proteiny, ktoré sprostredkujui vizbu, vychytéva-
nie, katabolizmus a remodelovanie lipoproteinov a fosfolipidov. Lipoproteinova lipaza a pecefiova lipaza su
funk¢né pri naviazani na luminalny povrch endotelovych buniek v periférnom tkanive a v peceni, v prislus-
nom poradi. Oba enzymy sa zdcastfiuju na reverznom transporte cholesterolu, ¢o je presun cholesterolu
z perifémych tkaniv do pecene, bud’ z d6vodov exkrécie z tela alebo recyklacie. Genetické defekty v pecetio-
vej lipaze a lipoproteinovej lipaze si zname a st pri¢inou dediénych ochoreni lipoproteinového metabolizmu.
Defekty v metabolizme lipoproteinov vedu k zavaZnym metabolickym ochoreniam vratane hypercholestero-
1émie, hyperlipidémie a aterosklerdzy.

Ateroskleréza je komplexné, polygénne ochorenie, ktoré je histologicky definované depozitmi (lipidovy-
mi alebo fibrolipidovymi plakmi) lipidov a inych krvnych derivatov v stene ciev, obzvlast velkych artérii
(aorte, koronarnych artériach, karotidach). Tieto plaky, ktoré s viac ¢i menej kalcifikované, podl'a stupiia
progresie aterosklerotického procesu, méZu byt’ spojené s 1éziami a st asociované s akumulaciou tukovych
depozit v cievach, kde sa tieto depozity skladaju hlavne z esterov cholesterolu. Tieto plaky su sprevadzané
zhrubnutim steny ciev, hypertrofiou hladkého svalu, vyskytom penitych buniek (bunky obsahujuce lipidy
vzniknuté z makrofagov nekontrolovane vychytavajicich cholesterol) a akumulaciou vézivového tkaniva.
Aterémovy plak presahuje stenu, vytvara stenézu, ktora je zodpovedna za okhiziu cievy aterémom, trombom,
alebo embolom, k comu dochddza u najviac postihnutych pacientov. Takéto 1ézie moéZu viest’ k vzniku za-
vaznych kardiovaskularnych patologickych stavov, ako je infarkt, ndhla smrt’, srdcova insuficiencia a mftvi-
ca.

Funkcia triacylglycerol-lipaz pri vaskularnych patologickych stavoch, ako je aterosklerdza, bola intenziv-
ne skimané (prehl'ad je uvedeny v Olivecrona, G. a Olivecrona, T. (1995) Curr. Opin. Lipid. 6: 291 - 305).
V3eobecne sa usudzuje, Ze uinok triacylglycerol-lipaz je antiaterogénny, pretoZe tieto enzymy znizujui hla-
diny sérovych triacylglycerolov a podporuju tvorbu HDL. Transgénne zvieratd exprimujuce 'udsku lipopro-
teinovi lipdzu a pedetiovi lipAzu maji zniZené koncentracie plazmatickych triglyceridov a zvySené hladiny
lipoproteinov s vysokou hustotou (HDL) (Shimada, M., Shimano, H., Gotoda, T., Yamamoto, K., Kawamu-
ra, M., Inaba, T., Yazaki, T. a Yamada, N. (1993) J. Biol. Chem. 268: 17924 - 17929; Liu, M.-S,, Jirik, F.R.,
LeBoeuf, R.C., Henderson, H., Castellani, L.W., Lusis, A.J., Ma, Y., Forsythe, LI.J., Zhang, H., Kirk, E.,
Brunzell, J.D. a Hayden, M.R. (1994) J. Biol. Chem. 269: 11417 - 11424). Bolo zistené, Ze l'udia s genetic-
kymi defektmi vedicimi k zniZenej aktivite lipoproteinovej lipazy maji hypertriglyceridémiu, ale nemaji
vyS§ie riziko koronarnych ochoreni. Je opisané, Ze tato skutocnost’ je spdsobend tym, Ze chyba produkcia
stredne velkych, aterogénnych lipoproteinov, ktoré sa m6zu akumulovat’ v subendotelovom priestore (Zil-
versmit, D.B. (1973) Circ. Res. 33: 633 - 638).

V lokalizovanej oblasti aterosklerotickej 1ézie sa napriek tomu predpoklada, Ze zvySena lipazova aktivita
akceleruje aterogénny proces (Zilversmit, D.B. (1995) Clin. Chem. 41: 153 - 158; Zambon, A., Torres, A,
Bijvoet, S., Gagne, C., Moojani, S., Lupien, P.J., Hayden, M.R. a Brunzell, J.D. (1993) Lancet 341: 1119 -
- 1121). Toto mbZe byt spdsobené vyssou vizbou a vychytavanim lipoproteinov cievnym tkanivom, ktoré je
spOsobené lipazami (Eisenberg, S., Sehayek, E., Olivecrona, T. a Vlodavsky, I. (1992) J. Clin. Invest. 90:
2013 - 2021; Tabas, I, Li, 1., Brocia, RW., Xu, S.W., Swenson, T.L., Williams, K.J. (1993) J. Biol. Chem.
268: 20419 - 20432; Nordestgaard, B.G. a Nielsen, A.G. (1994) Curr. Opin. Lipid. 5: 252 - 257; Williams,
K.J. a Tabas, 1. (1995) Art. Thromb. and Vasc. Biol. 15: 551 - 561). Dalej, vysoka lokalna hladina lipdzovej
aktivity méZe viest k cytotoxickym koncentracidm mastnych kyselin a lyzofosfatidylcholinu v prekurzoro-
vych aterosklerotickych léziach.
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Napriek znalosti funkcie lipizovej aktivity v homeostaze lipidov neboli v odbore identifikované dalie
gény kédujiice proteiny, ktoré regulujii metabolizmus lipidov.

Podstata vynalezu

Podstatou rieSenia podla predmetného vynalezu je izolovany polypeptid kédovany génom podobnym gé-

nu pre lipazu (LLG), kde uvedeny polypeptid:

a) sa viaZe na heparin,

b) ma homoldgiu s I'udskou lipoproteinovou lipdzou a pecefiovou lipazou, a

c) obsahuje 39 kD katalyticki doménu triacylglycerol-lipazovej rodiny,

kde:

(i) tento izolovany polypeptid obsahuje aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO: 8 a zdanlivii molekulovi
hmotnost’ priblizne 55 kD na 10 % SDS-PAGE gélu, aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO: 8 a zdanliva
molekulovi hmotnost priblizne 68 kD na 10 % SDS-PAGE gélu alebo aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID
NO: 6 a zdanlivii molekulovii hmotnost’ priblizne 40 kD na 10 % SDS-PAGE gélu; alebo

(ii) 39 kD katalyticki doménu obsahujicu aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO: 10; alebo

(iii) je tento izolovany polypeptid krali¢ieho pévodu a obsahuje aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO. 12;

Vo vyhodnom uskuto&neni ma tento izolovany polypeptid aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID NO: 8 a
molekulovii hmotnost pribliZzne 55 kD na 10 % SDS-PAGE gélu.

Podra dalsieho vyhodného uskuto&nenia ma tento izolovany polypeptid aminokyselinovi sekvenciu SEQ
ID NO: 8 a molekulovii hmotnost’ pribliZne 68 kD na 10 % SDS-PAGE gélu.

Vyhodne ma tento izolovany polypeptid aktivitu fosfolipazy A.

PodPa d’alsieho vyhodného uskutodnenia ma tento izolovany polypeptid aminokyselinovii sekvenciu SEQ
ID NO: 6 a molekulovii hmotnost’ priblizne 40 kD na 10 % SDS-PAGE gélu.

Vyhodne je tento izolovany polypeptid I'udského povodu.

Vyhodne v pripade tohto izolovaného polypeptidu podla vynilezu 39 kD katalytickd doména obsahuje
aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO: 10.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri prostriedok majuci fosfolipazovi u¢innost’, ktorého
podstata spoiva v tom, Ze obsahuje niektory zo Specifikovanych polypeptidov a biologicky kompatibilny
roztok.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri farmaceuticky prostriedok, ktorého podstata spociva
v tom, Ze obsahuje niektory zo $pecifikovanych polypeptidov a farmaceuticky prijateI'ny nosic.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri antigénny fragment izolovaného polypeptidu podfa vy-
nalezu obsahujuci SEQ ID NO: 16.

Do rozsahu predmetného vynilezu rovnako patri izolovana nukleova kyselina kédujtica niektory zo Speci-
fikovanych polypeptidov.

Vo vyhodnom uskutoéneni je touto izolovanou nukleovou kyselinou cDNA. Vyhodne je jej nukleotidova
sekvencia vybratd zo skupiny zahrnujucej SEQ ID NO: 5, 7 a 9. Vyhodne obsahuje nukleotidy 252 az 1754
SEQ ID NO: 7. '

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri izolovana nukleova kyselina, ktora hybridizuje za vyso-
ko stringentnych podmienok na nukleovi kyselinu majiicu sekvenciu vybrami zo skupiny zahrnujucej SEQ
NO: 3, 5 a7. Vyhodne tato izolovana nukleova kyselina obsahuje 20 po sebe iducich nukleotidov. Vyhodne
je touto izolovanou nukleovou kyselinou antisense nukleova kyselina. Vyhodne je sekvencia tejto antisense
nukleovej kyseliny operativne naviazana na regulacny regién na génovii expresiu.

Podra d’alSieho vyhodného uskutoénenia je touto izolovanou nukleovou kyselinou kyselina, ktora hybri-
dizuje za vysoko stringentnych podmienok na cielovi sekvenciu vybrani zo skupiny zahrnujiicej nukleotidy
44 a7 79 SEQ ID NO: 3 a nukleotidy 1036 aZ 1065 SEQ ID NO: 5.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri biologicky aktivny prostriedok, ktory obsahuje $pecifi-
kovami nukleovu kyselinu a biologicky kompatibilny roztok.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri farmaceuticky prostriedok, ktorého podstata spociva v
tom, Ze obsahuje Specifikovanu nukleovu kyselinu a farmaceuticky prijatel’ny nosic.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri vektor obsahujuci $pecifikovanu izolovanu nukleovi
kyselinu operativne naviazani na regulaény region.

Vo vyhodnom uskuto¢neni je v pripade tohto vektora regulaény region z heterolégneho zdroja. Rovnako
je vyhodné, ak je tymto vektorom podl'a vynalezu virusovy vektor. Najvyhodnejsie je tymto vektorom ade-
novirusovy vektor.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri rekombinantna hostitel'ska bunka obsahujiica Specifiko-
vany vektor.

Vo vyhodnom uskutoéneni podl'a predmetného vynalezu je touto rekombinantnou bunkou eukaryoticka



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287687 B6

bunka, eSte vyhodnejsie je touto bunkou COS-7 bunka.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri prostriedok vyuZiteny na transfekéciu cielovej bunky,
ktorého podstata spo€iva v tom, Ze obsahuje 3pecifikovany vektor a biologicky kompatibilny roztok.

Do rozsahu predmetného vynélezu rovnako patri farmaceuticky prostriedok, ktorého podstata spociva
v tom, Ze obsahuje Specifikovany vektor a farmaceuticky prijatelny nosi¢.

Do rozsahu predmetného vynilezu rovnako patri spdsob vyroby polypeptidu, ktorého podstata spociva
v tom, Ze zahrnuje kultiviciu skér $pecifikovanych rekombinantnych buniek za podmienok umoziujicich
expresiu polypeptidu.

Do rozsahu predmetného vynélezu rovnako patri polypeptid pripraveny tymto spésobom podl'a vynilezu.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri protilitka schopné Specifickej vézby na polypeptid pod-
Ia vynélezu.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri protilatka schopna Specifickej vizby na polypeptid pod-
I'a vynalezu a neutralizujica fosfolipazovu aktivitu polypeptidu.

Vo vyhodnom uskuto¢neni podl'a vynalezu je touto protilatkou monoklonalna protilitka. Podl'a d’alsicho
vyhodného uskutoénenia je touto protilatkou monoklonélna protilatka elebo polyklonalna protilatka.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri hybridémna bunka, ktorad produkuje protilitku podrla
predmetného vynalezu.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri prostriedok poskytujici naviazanie izolovaného poly-
peptidu podl'a predmetného vynalezu na protilatku, ktorého podstata spociva v tom, Ze obsahuje skér ¥pecifi-
kovami protilatku podl'a vynalezu a biologicky kompatibilny roztok.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri farmaceuticky prostriedok, ktorého podstata spociva
v tom , Ze obsahuje skor Specifikovani protilatku podla vyndlezu a farmaceuticky prijateny nosié,

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri spdsob in vitro skriningu aktivity agonistov alebo anta-
gonistov enzymatickej aktivity polypeptidu kédovaného génom podobnym génu pre lipazu (LLG), ktorého
podstata spociva v tom, Ze zahfiia:

a) kontaktovanie potencidlnych agonistov alebo antagonistov génu podobnému génu pre lipdzu a substratu
génu podobnému génu pre lipazu, a

b) meranie schopnosti potencidlnych agonistov alebo antagonistov potenciovat alebo inhibovat’ aktivitu génu
podobnému génu pre lipazu (LLG), kde LLG je polypeptid podl'a vynalezu.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri spdsob in vitro enzymatickej hydrolyzy fosfatidylcholi-
nesteru, ktorého podstata spodiva v tom, Ze zahrnuje kontaktovanie uvedeného fosfatidylcholinesteru
so §pecifikovanym polypeptidom podla vynalezu.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri pouZitie polypeptidu alebo protilatky podla vynilezu na
vyrobu liefiva na zlepSenie sérového lipidového profilu u 'udi a inych Zivo&ichov, ktori maji neZiaduci lipi-
dovy profil.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri izolovany polypeptid podia vynalezu, ktory je krali¢ie-
ho p6vodu a obsahuje aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID NO: 12.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri izolovana nukleova kyselina kédujica tento polypeptid.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri nukleova kyselina skor $pecifikovand, ktord ma nukleo-
tidovi sekvenciu SEQ ID NO: 11.

Do rozsahu predmetného vynalezu rovnako patri transgénna my§ exprimujica izolovany polypeptid pod-
l'a predmetného vynalezu.

Predmetny vynalez sa tyka objavu lipaze-podobného génu (LLP), jeho exprimovaného polypeptidového
produktu a prostriedkov a spdsobov na jeho pouZitie. LLP polypeptid sa viaZe na heparin, ma homolégiu
s P'udskou lipoproteinovou lipazou a pecefiovou lipazou a obsahuje 39 kD katalyticki doménu prinaleZiacu
do skupiny triacylglycerol-lipaz. V d’alsom uskuto¢neni ma polypeptid aktivitu fosfolipazy A.

DalSie aspekty a vyhody predkladaného vynalezu budii zrejmé z priloZenych obrazkov a z nasledujiiceho
podrobného opisu vhodnych uskutoéneni predkladaného vynalezu.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Na obr. 1 je znazornena sekvencia (SEQ ID NO: 17 - 31) primérov pouZitych v prikladnych PCR ampli-
fikaciach.

Na obr. 2 je znazornena sekvencia nukleovej kyseliny (SEQ ID NO: 1) a vydadukované aminokyselinové
sekvencie (SEQ ID NO: 2) RT-PCR produktu diferencidlneho zobrazenia obsahujiceho LLG ¢cDNA. Sek-
vencie zodpovedajice dvom primérom pouzitym v amplifikacii su pod&iarknuté. Termina¢ny kodon a polya-
denyla¢ny signal st oramované. GAATTC motivy a susediace sekvencie su z pCRII vektora, do ktorého bol
produkt klonovany.

Na obr. 3 je znazornena sekvencia nukleovej kyseliny (SEQ ID NO: 3) a vydedukované aminokyselinové
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sekvencie (SEQ ID NO: 4) 5-RACE extenzia LLG cDNA. Sekvencie zodpovedajice dvom primérom pouZi-
tym v amplifikcii si pod¢iarknuté. GAATTC motivy a susediace sekvencie si z pCRII vektora, do ktorého
bol produkt klonovany.

Na obr. 4 je znazornena sekvencia (SEQ ID NO: 7) cDNA obsahujiica kompletny otvoreny ,reading fra-
me* génu podobného génu na lipazu, LLGXL. Startovaci kodén (ATG) a termina¢ny kodén (TGA) st ora-
mované. Dral miesto (TTTAAA) a Srfl miesto (GCCCGGGC) pouzité pri konstrukcii expresnych vektorov
st pod¢iarknuté.

Na obr. 5 je znazornena vydedukovand aminokyselinova sekvencia (SEQ ID NO: 8) LLGXL proteinu.
Predpokladana signalna sekvencia je pod¢iarknuta.

Na obr. 6 je zndzornené priradenie proteinovej sekvencie ¢lenov triacylglycerol-lipdzovej génovej skupi-
ny (SEQ ID NO: 13 - 15). Zvysky v ram&eku su identické s LLGXL proteinom (SEQ ID NO: 8). Medzery
boli vloZené do sekvencii kvoli maximalizacii priradeni s pouzitim CLUSTAL programu.

Na obr. 7 je znazornena Northern analyza LLG mRNA v THP-1 bunkach. Bunky boli stimulované bud’
PMA alebo PMA a oxidovanym LDL (PMA + oxLDL). Cisla vIavo ukazuji pozicie RNA §tandardov (v ki-
lobazach).

Na obr. 8 je znazornena Northem analyza mRNA z viacerych Tudskych tkaniv, ktoré boli sondované
LLG, lipoproteinovou lipazou (LPL) a Fudskym beta-aktinom. Pozicia 4,4 kB RNA S§tandardu je uvedena
vlavo na LLG a LPL paneloch.

Na obr. 9 je zndzornena Northern analyza LLG a LPL expresie v kultivovanych 'udskych endotelovych
bunkach a v THP-1 bunkéch. Bunky boli bud’ nestimulované (nevystavené PMA), alebo stimulované PMA.

Na obr. 10 je ilustrovana sekvencia imunizujiceho peptidu (SEQ ID NO: 16) a jej vztah k sekvencii
LLGXL proteinu. Peptid je uvedeny v ramé&eku. Terminalny cystein bol vloZeny na ul'ahcenie vizby peptidu
na proteinovy nosic.

Na obr. 11 je ilustrovand Western analyza proteinov naviazanych na heparin-Sepharosu kondicionovane-
ho média kultivovanych endotelovych buniek. Skvrna bola sondovani anti-LLG antisérom. Cisla vlavo uka-
zuju poziciu proteinovych Standardov v kilodaltonoch.

Na obr. 12 je ilustrovani Western analyza proteinov naviazanych na heparin-Sepharosu v kondicionova-
nom médiu COS-7 buniek docasne transfektovanych expresnym vektorom obsahujucim ¢cDNA pre LLGN
alebo LLGXL alebo neobsahujuicom DNA (Mock). Proteiny z endotelovych buniek stimulovanych PMA
(HCAEC + PMA) boli pouzité na kontrolu velkosti. Cisla vlavo uvadzaju zretelné molekulové hmotnosti
hlavnych imunoreaktivnych proteinov, ako boli uréené porovnanim s proteinovymi Standardmi.

Na obr. 13 je ilustrovana nukleotidova sekvencia krali¢ieho LLG PCR produktu (RELLG. SEQ, SEQ ID
NO: 11) a priradenie sekvencie medzi krali¢im LLG PCR produktom a zodpovedajucou sekvenciou v I'ud-
skej cDNA (LLG7742A). Identické nukleotidy su v ramceku.

Na obr. 14 je ilustrovana aktivita fosfolipazy A u I'udského LPL, LLGN a LLGXL, s pouzitim fosfatidyl-
cholinového substratu.

Na obr. 15 je ilustrovana aktivita triacylglycerid-lipazy u P'udského LPL, LLGN a LLGXL, s pouZitim
trioleinového substratu.

Na obr. 16 je ilustrovana hybridizacia LLG a LPL sond na genémovej DNA z réznych druhov.

Predkladany vynalez sa tyka objavu génu podobného génu pre lipazu (LLP) a jeho exprimovanych poly-
peptidovych produktov. Tieto polypeptidové produkty, patriace do skupiny triacylglycerol-lipaz, obsahuji 39
kD katalyticki doménu prindleZiacu do skupiny triacylglycerol-lipaz, ktora ma napriklad sekvenciu SEQ ID
NO: 10. Jednym uskuto&nenim predkladaného vynalezu je LLGN polypeptid, ktory obsahuje 354 aminoky-
selin. Druhym uskutoénenim predkladaného vynalezu je LLGXL polypeptid, ktory obsahuje 500 aminokyse-
lin a vykazuje 43 % podobnost’ s l'udskou lipoproteinovou lipazou a 37 % podobnost’ s 'udskou pecetiovou
lipazou. LLXGL polypeptid ma aktivitu fosfolipazy A.

Podl'a predmetného vynalezu bola izolovana parcialna cDNA z mRNA THP-1 buniek, ktoré boli vysta-
vené forbolesteru a oxidované LDL. Po 5'-RACE extenzii tejto parcidlnej cDNA bola izolovana mensia al-
ternativne zostrihnuta cDNA. Druh4, vicsia cDNA bola izolovana z 'udskej placentarnej cDNA kniZnice.

Northern analyzy preukazali, Ze LLG gén je exprimovany v endotelovych bunkach. Antisérum proti pep-
tidu predpokladané odvodenému z otvoreného Citacieho ramca cDNA detegovalo proteiny predpokladane;j
velkosti pre LLGN a LLGXL v kondicionovanom médiu z kultivovanych endotelovych buniek. Spracovanie
endotelovych buniek forbolesterom viedlo k zvySenej produkcii LLG tak na urovni mRNA, ako aj na drovni

proteinov. Ide o prvého ¢lena triacylglycerol-lipazovej skupiny, ktorého expresia bola zistena v endotelovych
bunkach.

A) Definicia

Nasledujuce definované terminy su pouZzité v predkladanom opise, pricom by mal napoméct’ pochopeniu
a uskuto¢neniu predkladaného vynalezu.

,»Polypeptid“ je polymerickd zlucenina skladajica sa z kovalentne viazanych aminokyselinovych zvys-
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kov. Aminokyseliny maji nasledovni vieobecnu Struktiru:
H
I
R —C — COOH

I
NH,

Aminokyseliny si klasifikované do siedmich skupin podla vedlajsicho retazca R: (1) s alifatickym ved-
l'aj§im retazcom, (2) s vedl'aj$im ret'azcom obsahujucim hydroxylovii (OH) skupinu, (3) s vedPajsim retaz-
com obsahujicim atémy siry, (4) s vedl'ajSim retazcom obsahujicim kysli alebo amidovi skupinu, (5)
s vedl'ajsim retazcom obsahujicim bazicku skupinu, (6) s vedl'aj§im retazcom obsahujicim aromaticky kruh
a (7) prolin, iminokyselinu, v ktorej je vedl'ajsi retazec kondenzovany na aminoskupinu.

»Protein® je polypeptid, ktory ma $trukturalnu alebo funkénu tlohu v Zivych bunkach.

Polypeptidy a proteiny podl'a predkladaného vynalezu méZu byt’ glykozylované alebo neglykozylované.

»Homolégia“ znamena podobnost’ sekvencie, ktord je dbsledkom spolo¢ného evoluéného pdvodu.
O polypeptidoch a proteinoch sa uvadza, Ze maji homolégiu alebo podobnost, pokial’ je vyznamna ¢ast’ ich
aminokyselin bud’ (1) identicka, alebo (2) maji chemicky podobny vedl'ajsi retazec R. O nukleovych kyseli-
nach plati, Ze maji homoldgiu, pokial’ je vyznamné mnoZstvo ich nukleotidov identické.

»zolovany polypeptid“ alebo ,,izolovany protein® je polypeptid alebo protein, ktory v podstate neobsahu-
je tie zluceniny, ktoré obvykle obsahuje v prirodzenom stave (napriklad d'alSie proteiny alebo polypeptidy,
nukleové kyseliny, sacharidy, lipidy). Termin ,,izolovany* nevylucuje umelé alebo syntetizované zmesi s i-
nymi zli¢eninami, alebo nevylu€uje pritomnost’ ne€istdt, ktoré neovplyvriujii nepriaznivym spdésobom biolo-
gicku aktivitu, a ktoré méZu byt’ pritomné napriklad v dosledku netiplného predistenia, pridania stabilizac-
nych ¢inidiel, alebo spracovania do formy farmaceuticky prijateIného prostriedku.

Molekula je ,,antigénna‘, pokial je schopna $pecifickej interakcie s molekulou rozpoznavajlicou antigén v
imunitnom systéme, ako je imunoglobulin (protilatka) alebo antigénny receptor T buniek. Antigénny poly-
peptid obsahuje najmene;j 5, lepSie aspoii 10 aminokyselin. Antigénna cast’ molekuly méZe byt ta ast, ktora
je imunodominantna na rozpoznanie protilatkou alebo receptorom T buniek, alebo to mdZe byt &ast’ pouZita
na vytvorenie protilatky k molekule pomocou konjugacie antigénnej ¢asti na molekulu nosi¢a na imunizaciu.
Molekula, ktora je antigénna, nemusi byt’ sama osebe imunogénna, t. j. schopnd vyvolania imunitnej odpove-
de bez nosica.

,»LLGN polypeptid“ a ,,LLGN protein“ je polypeptid obsahujuci sekvenciu SEQ ID NO: 6, kde uvedeny
polypeptid méZe byt glykozylovany alebo neglykozylovany.

»LLGXL polypeptid“ a ,,LLGXL protein“ je polypeptid obsahujiici sekvenciu SEQ ID NO: 8, kde uvede-
ny polypeptid mdze byt glykozylovany alebo neglykozylovany.

,»LLG polypeptid* vieobecne oznacuje LLGN polypeptid a LLGXL polypeptid.

LLG polypeptid alebo protein podl'a predkladaného vynalezu zahfiia akykol'vek analog, fragment, derivat
alebo mutant odvodeny od LLG polypeptidu, ktory si zachovava aspori jednu biologicku vlastnost LLG po-
lypeptidu. V prirode existuju rézne varianty LLG polypeptidu. Tieto varianty m6Zu byt alelické varianty cha-
rakterizované rozdielmi v nukleotidovych sekvenciach §trukturalneho génu kdodujiceho protein, alebo mézu
obsahovat’ odli§ny zostrih alebo post-translaéné modifikicie. Odbornici v odbore méZu vyrobit’ varianty ma-
juce jednu alebo viac aminokyselinovych substiticii, delécii, adicii alebo nahradou. Tieto varianty mézu za-
hffiat’ okrem iného: (a) varianty, v ktorych je jeden alebo viac aminokyselinovych zvyskov substituovanych
konzervativnou alebo nekonzervativnou aminokyselinou, (b) varianty, v ktorych je jedna alebo viac amino-
kyselin adovana na LLG polypeptid, (c) varianty, v ktorych jedna alebo viac aminokyselin obsahuje substitu-
ent a (d) varianty, v ktorych je LLG polypeptid kondenzovany s inym polypeptidom, ako je sérovy albumin.
Medzi d’alsie LLG polypeptidy podl'a predkladaného vynalezu patria varianty, v ktorych si aminokyselinové
zvy§ky od jedného druhu substituované za zodpovedajicim zvySkom iného druhu, bud’ v zachovanej, alebo
v nezachovanej pozicii. V inom uskutoéneni si aminokyselinové zvysky v nezachovanych poziciach substi-
tuované konzervativnymi alebo nekonzervativnymi zvySkami. Technické metddy na ziskanie tychto varian-
tov vratane genetickych (supresia, delécia, mutcia atd’.), chemickych a enzymatickych technik, si odborni-
kom v odbore zname.

Pokial’ takéto alelické varianty, analégy, fragmenty, derivaty, mutanty a modifikdcie vratane foriem
vzniknutych alternativnym zostrihom mRNA a foriem vzniknutych alternativnou post-transla¢nou modifika-
ciou, vedd k vzniku derivatov LLG polypeptidu, ktory si zachovava biologické vlastnosti LLG polypeptidu,
potom patria do rozsahu predkladaného vynalezu.

,»Nukleova kyselina“ je polymericka zlicenina zlozZena z kovalentne naviazanych podjednotiek, ktoré sa
nazyvaju nukleotidy. Medzi nukleové kyseliny patri polyribonukleovu kyselinu (RNA) a polydeoxyribonuk-
leovi kyselinu (DNA), ktoré mdZu byt obe jednoretazcové alebo dvojretazcové. Medzi DNA patri cDNA,
genémova DNA, synteticka DNA a semi-syntetickd DNA. Sekvencia nukleotidov, ktora kéduje protein, sa
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nazyva kédujuca sekvencia.

,Antisense nukleova kyselina“ je sekvencia nukleotidov, ktora je komplementarna ku kédujiicej sekven-
cii. Antisense nukleové kyseliny méZu byt pouZité na zniZenie alebo blokddu expresie polypeptidu kédova-
ného kddujicim retazcom.

,Izolovana nukleova kyselina“ je nukleové kyselina, ktora v podstate neobsahuje tie zli¢eniny, ktoré ob-
vykle obsahuje v prirodzenom stave. Termin ,izolovand“ nevyluCuje umelé alebo syntetizované zmesi
s inymi zluéeninami, alebo nevylu€uje pritomnost’ neistdt, ktoré neovplyviiujii nepriaznivym spdsobom bio-
logicku aktivitu, a ktoré méZu byt pritommé napriklad v désledku neuplného precistenia, pridania stabilizac-
nych &inidiel, alebo spracovania do formy farmaceuticky prijate'ného prostriedku.

Termin ,,nukleova kyselina, ktord hybridizuje za vysoko stringentnych podmienok* (pri vysoko naro¢-
nych podmienkach), znamena, Ze hybridizované nukleové kyseliny odolévaji premyvaniu v podmienkach
vysokej stringentnosti. Prikladom vysoko stringentnych premyvacich podmienok pre DNA-DNA hybridy je
0,1 X SSC, 0,5 % SDS pri 68 °C. Iné vysoko stringentné premyvacie podmienky si odbornikom v odbore
zname.

~Regulaény regién“ oznaluje sekvenciu nukleovej kyseliny, ktora reguluje expresiu nukleovej kyseliny.
Regulaény region mdZe obsahovat’ sekvencie, ktoré su prirodzene zodpovedné za expresiu uritej nukleovej
kyseliny (homolégny regi6n) alebo mdZe obsahovat’ sekvencie iného pévodu (zodpovedné za expresiu inych
proteinov alebo aj syntetickych proteinov). Konkrétne mézu byt’ tymito sekvenciami sekvencie eukaryotic-
kych alebo virusovych génov, alebo odvodené sekvencie, ktoré stimuluji alebo potlacaju transkripciu génu
$pecifickym alebo nedpecifickym spdsobom a indukovateInym alebo neindukovatelnym spdsobom. Regu-
ladné regiony zahfiiaju elementy rozpoznavajlice poCiatok replikacie, miesta pre zostrih RNA, zosilfiovace
transkripcie, transkripéné termina¢né sekvencie, signalne sekvencie, ktoré smeruju polypeptid do sekrenej
drahy cielovej bunky a prométory.

Regulaény regién z ,heterologneho zdroja“ je reguladny regién, ktory nie je prirodzene asociovany
s exprimovanou nukleovou kyselinou. Medzi tieto heterolégne regulatné regiony patria regulaéné regiony
z inych druhov, regulatné regiony z inych génov, hybridné regulaéné sekvencie a regulatné sekvencie, ktoré
sa prirodzene nevyskytuju, ale st navrhnuté odbornikmi.

,,Vektor“ je akykol'vek prostriedok na prenos nukleovej kyseliny podla predkladaného vynalezu do hosti-
tel'skej bunky. Termin ,,vektor* zahfiia tak virusové, ako aj nevirusové prostriedky na vloZenie nukleovej ky-
seliny do prokaryotickych alebo eukaryotickych buniek in vivo, ex vivo alebo in vitro. Nevirusove vektory
zahffiaju plazmidy, lipozémy, elektricky nabité lipidy (cytofektiny), komplexy DNA-protein a biopolyméry.
Medzi virusové vektory patria retrovirus, adeno-asociovany virus, pox-virus, bakulovirus, virus vakcinie,
herpes simplex virus, virus Epstein-Barrovej a adenovirus. Okrem nukleovej kyseliny podl'a predkladaného
vynalezu méZe vektor tieZ obsahovat’ jeden alebo viac regula¢nych regiénov a/alebo selektovateInych mar-
kerov pouzitelnych pri selekcii, merani a monitorovani vysledkov prenosu nukleovej kyseliny (prenosu do
uréitych tkaniv, trvania expresie a podobne).

»Rekombinantna bunka“ je bunka, ktora obsahuje nukleovi kyselinu, ktora sa prirodzene nevyskytuje v
bunke. Termin ,,rekombinantna bunka“ zahrfiia vy$sie eukaryotické bunky, ako je bunka cicavcov, niZsia eu-
karyoticka bunka, ako je kvasinka, prokaryotické bunky a archaebakterialne bunky.

Termin ,,farmaceuticky prijatefny nosi¢* oznacuje rozptistadla a plniva, ktoré st farmaceuticky prijateIné
na spdsob podavania a ktoré su sterilné, pricom tymito nosi¢ovymi latkami méZu byt vodné alebo olejové
suspenzie vyrobené s pouZitim vhodnych dispergacnych alebo zmacavych ¢inidiel a suspendacnych Cinidiel.
Konkrétny farmaceuticky prijatelny nosi¢ a pomer aktivnej zluceniny k nosicovej latke sa urcia podl'a roz-
pustnosti a chemickych vlastnosti tychto latok, podl'a stanoveného sposobu podania a podl'a znalosti zo tan-
dardnej farmaceutickej praxe.

»Lipaza“ je protein, ktory enzymaticky Stiepi lipidovy substrat.

»Fosfolipaza“ je protein, ktory enzymaticky Stiepi fosfolipidovy substrat.

»Triacylglycerol-lipaza“ je protein, ktory enzymaticky Stiepi triacylglycidovy substrét.

Fosfatidylcholin“ je glycerolovy fosfolipid majuci nasledovnu Struktiru:

R— ﬁ—-— o-?H o
i +
O  H,C—0—P—0—CH;—CH;—N(CH,),
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kde R a R’ s uhl'ovodikové vedl'ajsie retazce mastnych kyselin. Fosfatidylcholin je tieZ znamy ako lecitin.

Termin , lipidovy profil“ oznacuje subor koncentracii cholesterolu, triglyceridov, lipoproteinového cho-
lesterolu a inych lipidov v Fudskom tele alebo v tele iného Zivogicha.

»NeZiaduci lipidovy profil* je stav, pri ktorom su koncentracie cholesterolu, triglyceridov alebo lipoprote-
inového cholesterolu mimo referenénych hranic pre vek a pohlavie. Vieobecne st koncentracie celkového
cholesterolu > 200 mg/dl, plazmatickych triacylglyceridov > 200 mg/dl, LDL cholesterolu > 130 mg/dl, HDL
cholesterolu < 39 mg/ml alebo pomer celkového cholesterolu k HDL cholesterolu > 4,0 povaZované za ne-
Ziaduci lipidovy profil. Neziaduci lipidovy profil je asociovany s mnohymi patologickymi stavmi vratane hy-
perlipidémie, diabetickej hypercholesterolémie, aterosklerézy a inych foriem ochoreni koronarnych artérii.

B) Polypeptidy

Predkladany vynélez obsahuje polypeptidy, ktoré patria do triacylglycerol-lipdzovej sakupiny a ktoré ob-
sahujui 39 kD katalytickii doménu triacylglycerol-lipAzovej skupiny, napriklad ti, ktord ma sekvenciu SEQ
ID NO: 10. Podl'a jedného z uskutoénenia podl'a predmetného vynalezu je tymto polypeptidom izolovany
LLG polypeptid obsahujiici SEQ ID NO: 6 a majuci zdanlivi relativou molekulovii hmotnost’ priblizne 40
kDa na 10 % SDS-PAGE gélu. Podl'a d’alSieho uskutodnenia podla predmetného vynalezu je tymto polypep-
tidom izolovany LLG polypeptid obsahujiici SEQ ID NO: 8, ktory ma zdanlivi relativou molekulovi hmot-
nost’ priblizne 55 kDa alebo 68 kDa na 10 % SDS-PAGE gélu.

Polypeptidy a proteiny podl'a predkladaného vynalezu méZu byt’ rekombinantné polypeptidy, v prirode sa
vyskytujice polypeptidy alebo syntetické polypeptidy a ich zdrojom méZu byt I'udia, kraliky alebo iné Zivo-
¢ichy. Polypeptidy su charakterizované reprodukovatelnou jednou molekulovou hmotnostou a/alebo sibo-
rom viacerych molekulovych hmotnosti, chromatografickou odozvou a eluénymi profilmi, aminokyselino-
vym zloZenim a sekvenciou a biologickou aktivitou.

Polypeptidy podl'a predkladaného vynalezu mézu byt izolované z prirodzenych zdrojov, ako si extrakty
z placenty, I'udskej plazmy alebo z kondicionovaného média kultivovanych buniek, ako su makrofagy alebo
endotelové bunky, s pouZitim technik predistenia, ktoré st v odbore zname.

Alternativne m6Zu byt’ polypeptidy podl'a predkladaného vynalezu pripravené pomocou rekombinantnej
DNA technolégie, ktord zahrfia skombinovanie nukleove] kyseliny kddujicej jej polypeptid s vhodnym vek-
torom, inzerciu vysledného vektora do vhodnej hostitel'skej bunky, ziskanie polypeptidu produkovaného vy-
slednou hostiteI'skou bunkou a preéistenie ziskaného polypeptidu.

C) Nukleové kyseliny

Predkladany vynalez obsahuje izolované nukleové kyseliny, ktoré koduji LLG polypeptid.

Predkladany vynalez rovnako poskytuje antisense nukleovej kyseliny, ktoré méZu byt’ pouZité na zniZenie
alebo blokadu expresie LLG polypeptidov in vitro, in vivo alebo ex vivo.

Techniky rekombinantnej DNA technoldgie su v odbore zname. Vieobecné metddy na klonovanie a ex-
presiu rekombinantnych molekul si opisané v Maniatis (Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laborato-
ries, 1982) a v Ausubel (Current Protocols in Molecular Biology, Wiley and Sons, 1987), ktoré si tu uvedené
ako odkazové materialy.

Nukleové kyseliny podl'a predkladaného vynalezu méZu byt naviazané na jeden alebo viac regulaénych
regiénov. Vyber vhodného regulacného regiénu alebo regiénov je pre odbornikov v odbore I'ahky. Regula¢né
regiony zahffiaji promdétory a moéZu zahfiiat’ zosiliiovace transkripcie, supresory a podobne.

Medzi promdtory, ktoré mézu byt pouZité v predkladanom vynaleze, patria tak konstitutivne prométory,
ako aj regulovatelné (indukovatel'né) prométory. Prométory mozu byt eukaryotické alebo prokaryotické,
podl'a hostitel'a. Medzi prokaryotické (vratane bakteriofagovych) prométory pouZiteIné v predkladanom vy-
naleze patria lacl, lacZ, T3, T7, lambda P,, P;, a trp prométor. Medzi eukaryotické (vratane virusovych) pro-
moétory pouziteI'né pri praktickom uplatneni predkladaného vynalezu patria ubikvitné prométory (napriklad
pre HPRT, vimentin, aktin, tubulin), intermedialne vlaknité prométory (napriklad pre desmin, neurofilamen-
ty, keratin, GFAP), terapeutické génové prométory (napriklad pre MDR typ, CFTR, faktor VIII), tkanivovo-
$pecifické prométory (napriklad aktinovy promoétor v bunkach hladkého svalu, alebo Flt a Flk promdtory ak-
tivne v endotelovych bunkach), promoétory, ktoré su prednostne aktivované v deliacich sa bunkéch, promoéto-
1y, ktoré reaguju na stimuly (napriklad pre receptor steroidnych horménov, receptor kyseliny retinovej), tet-
racyklinom regulované transkripéné modulatory, cytomegalovirusovy bezprostredny skory prométor, retrovi-
rusovy LTR prométor, metallotioneinovy prométor, SV-40 promoétor, Ela prométor a MPL prométor. Tetra-
cyklinom regulované transkripéné modulatory a CMV prométory sd opisané v WO 96/01313, US 5168062 a
5385839, ich obsah je tu uvedeny ako odkaz.

Vyhodne sii virusové vektory pouZité v génovej terapii replikacne defektné, to znamena, Ze nie su schop-
né autonémnej replikacie v ciel'ovych bunkach. Vieobecne, génom replika¢ne-defektnych virusovych vekto-
rov, ktoré st pouZité v rozsahu predkladaného vynalezu, chyba aspoii jeden region, ktory je nutny na replika-
ciu virusu v infikovanej bunke. Tieto regiény mo6zu byt bud’ eliminované (iplne alebo Ciastocne), alebo
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zmenené na nefunkéné technikami, ktoré st v odbore zname. Medzi tieto techniky patri uplné odstranenie,
substiticia (inou sekvenciou, najmi inzertovanou nukleovou kyselinou), ¢iastocna delécia alebo adicia jednej
alebo niekol’kych béaz k zakladnému (na replikaciu) regiénu. Takéto techniky mézu byt' vykonané in vitro (na
izolovanej DNA) alebo in situ, s pouZitim technik genetickej manipuldcie alebo spracovanim mutagénnymi
&inidlami.

Vyhodne st v replika¢ne-defeknom viruse zachované gendmové sekvencie, ktoré si nevyhnutné na en-
kapsidaciu virusovych Castic.

Retrovirusy su integrujiice virusy, ktoré infikuju deliace sa bunky. Geném retrovirusu obsahuje dva LTR,
sekvenciu na enkapsidaciu a tri kédujice regiény (gag, pol a env). Konstrukcia rekombinantnych retroviru-
sovych vektorov bola opisana, pozri napriklad EP 453242, EP 178220, Bemnstein et al., Genet. Eng. 7 (1985)
235; McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689 atd’. V rekombinantnych virusovych vektoroch si gag, pol a
env gény obvykle deletované, tiplne alebo ¢iastodne, a su nahradené poZadovanou heterolégnou sekvenciou
nukleovej kyseliny. Tieto vektory mdzu byt vyrobené z réznych typov retrovirusov, napriklad z MoMuL
(.,Moloneyov virus mysej leukémie*), MSV (,,Moloneyov virus my3ieho sarkému*), HaSV (,,virus Harveyho
sarkému*), SNV (,,virus nekrdzy sleziny*), RSV (,,virus Rousovho sarkému*) a Friend virusu.

Vieobecne je na konstrukciu rekombinantnych retrovirusov obsahujicich sekvenciu kédujicu LLG podla
predkladaného vynalezu konitruovany plazmid, ktory obsahuje LTR, enkapsidaénu sekvenciu a kédujicu
sekvenciu. Tento konstrukt je pouZity na transfekciu nosi¢skej bunkovej linie, ktora je schopnd dodat’ ,,in
trans* retrovirusové funkcie, ktoré su deficitné v plazmide. V3eobecne su takto bloky bunkovych linii schop-
né exprimovat’ gag, pol a env gény. Tieto bloky bunkovych linii boli opisané v publikaciach podl'a doteraj-
$ieho stavu techniky, napriklad bunkova linia PA317 (patent USA ¢. 4861719); PsiCRIP bunkova linia (WO
90/02806) a GP+envAm-12 bunkové linia (WO 89/07150). Okrem toho mdZu rekombinantné retrovirusové
vektory obsahovat’ modifikacie v LTR na potladenie transkripénej aktivity, rovnako ako extenzivne enkapsi-
datné sekvencie, ktoré mozu obsahovat’ dast’ gag génu (Bender et al., J Virol. 61 (1987) 1639). Rekombi-
nantné retrovirusové vektory sa ¢istia §tandardnymi technikami znamymi v odbore.

Adeno-asociované virusy (AAV) si DNA virusy relativne malej velkosti, ktoré sa mdzu integrovat, sta-
bilnym a miestne $pecifickym spdsobom, do genému buniek, ktoré infikuji. Tieto virusy su schopné infiko-
vat’ $iroké spektrum buniek bez sposobenia akychkol'vek efektov na bunkovy rast, morfolégiu alebo diferen-
ci4ciu, a preto sa nezda, Ze by vyvolavali u Fudi patologické stavy. Geném AAV bol klonovany, sekvencova-
ny a charakterizovany. Obsahuje priblizne 4700 baz a obsahuje invertovany terminalny opakujuci sa (ITR)
region s priblizne 145 bazami na kazdom konci, ktory sluzi ako zdroj replikacie pre virus. ZvySok genomu je
rozdeleny do dvoch zakladnych regiénov, ktoré maju enkapsidaéni funkciu: Tavii ast’ genému obsahuje rep
gén, ktory sa zucastiiuje virusovej replikacie a expresie virusovych génov; a pravi ¢ast’ genému obsahuje cap
gén kddujici kapsidové proteiny virusu.

Pouzitie vektorov odvodenych od AAV na prenos génov in vitro a in vivo bolo opisané v publikaciach
podla doterajSieho stavu techniky (pozri WO 91/18088; US 4797368; US 5139941; EP 488528). Tieto publi-
kicie opisuju rézne konstrukty odvodené od AAV, v ktorych si rep a/alebo cap gény deletované a su nahra-
dené pozadovanym génom, a d’alej opisujil pouZitie tychto konstruktov na prenos poZadovaného génu in vit-
ro (do kultivovanych buniek) alebo in vivo (priamo do organizmu). Replikacne-defektny rekombinantny
AAV podla predkladaného vynalezu moze byt pripraveny sicasnou transfekciou plazmidu obsahujuceho
pozadovani sekvenciu nukleovej kyseliny obklopeni dvoma invertovanymi termindlnymi repetitivnymi
(ITR) regiénmi a plazmidom obsahujucim enkapsidaéné gény AAV (rep a cap gény), do bunkove;j linie, kto-
14 je infikovana 'udskym pomocnym virusom (napriklad adenovirusom). Produkované AAV rekombinanty
sa potom (istia §tandardnymi technikami. Vynélez sa aj preto tyka rekombinantného virusu odvodeného od
AAV, ktorého gendém obsahuje sekvenciu koédujicu LLG polypeptid, obklopend ITR AAV. Vynilez sa rov-
nako tyka plazmidu obsahujiceho sekvenciu kodujicu LLG polypeptid obklopentt dvoma ITR z AAV. Taky-
to plazmid mdZe byt pouzZity na prenos LLG sekvencie, kde plazmid je v pripade potreby inkorporovany do
lipozomalneho vektora (pseudo-virus).

Vo vyhodnom uskuto&neni je vektorom adenovirusovy vektor.

Adenovirusy su eukaryotické virusy, ktoré mézu byt modifikované na ucinné dodanie nukleovej kyseliny
podr'a predkladaného vynalezu do réznych typov buniek.

Existuju rdzne sérotypy adenovirusu. Z tychto sérotypov st v predkladanom vynaleze prednostne pouZité
typ 2 alebo typ 5 l'udského adenovirusu (Ad 2 alebo Ad 5), alebo adenovirus zvieracieho pévodu (pozri WO
94/26914). Medzi tieto adenovirusy zvieracieho pdvodu, ktoré mézu byt pouZité v predkladanom vynaleze,
patria psie, hovidzie, mysie (napriklad Mav1, Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ov¢ie, prasalie, vtacie a
opiCie (napriklad SAV) adenovirusy. Vyhodne je zvieracim adenovirusom psi adenovirus, najlepsic CAV2
adenovirus (napriklad Manhattan alebo kmeii A26/61 (ATCC VR-800).

Vyhodne obsahuji replikaéne-defektné adenovirusové vektory podla predkladaného vynalezu ITR, en-
kapsidaéni sekvenciu a poZadovanu nukleovu kyselinu. Este lepsie je aspoii jeden E1 region adenovirusové-
ho vektora nefunkény. Delécia v E1 regiéne vyhodne rozprestiera v rozsahu od nukleotidu 455 do nukleotidu
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3329 v sekvencii adenovirusu AdS. Dalsie regiény mézu byt tiez modifikované, konkrétne E3 regién (WO
95/02697), E2 region (WO 94/28938), E4 region (WO 94/28152 a WO 94/12649) alebo akykol'vek
z neskorych génov L1 - LS. Defektné retrovirusové vektory sii opisané v WO 95/02697.

Vo vyhodnom uskuto¢neni ma adenovirusovy vektor delécie v E1 a E4 regiénoch. Podl'a iného vyhodné-
ho uskuto¢nenia ma adenovirusovy vektor deléciu v El regione, do ktorého je inzertovany E4 regién a sek-
vencie kédujuce LLG (pozri FR94 13355).

Replikacne-defektné rekombinantné adenovirusy podla predkladaného vynilezu méZu byt pripravené
akoukol'vek technikou znamou v odbore (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; EP 185573; Graham, EMBO
J. 3 (1984) 2917). Konkrétne méZu byt’ pripravené homolognou rekombinaciou medzi adenovirusom a plaz-
midom, ktory obsahuje, okrem iného, poZadovani DNA sekvenciu. Homoldgna rekombinacia je vykonana
po sucasnej transfekcii uvedeného adenovirusu a plazmidu do vhodnej bunkovej linie. PouZita bunkova linia
by mala byt (i) transformovatelna uvedenymi elementmi, a (ii) mala by obsahovat' sekvencie, ktoré su
schopné doplnit’ ¢ast' genému replika¢ne-defektného adenovirusu, vyhodne v integrovanej forme, aby sa
predislo riziku rekombinacie. Ako priklady bunkovych linii, ktoré mézu byt pouZité, je moZno uviest’ bun-
kové linie Tudskych embryonalnych 'advin 293 (Graham et al., J. Genet. Virol. 36 (1977) 59), ktora obsahuje
lavostrannu ¢ast’ gendmu Ad5 adenovirusu (12 %) integrovani do svojho genému, a bunkové linie, ktoré si
schopné doplnit’ funkcie E1 a E4, a ktoré si opisané v publikovanych medzinirodnych patentovych prihlas-
kach WO 94/26914 a WO 95/02679. Rekombinantné adenovirusy su ziskané a pre€istené s pouZitim §tan-
dardnych technik molekularnej biolégie, ktoré su v odbore dobre zname.

ZniZenie génovej expresie s pouZitim antisense nukleovych kyselin méZe byt vykonané na translaénej
alebo na transkripénej drovni. Antisense nukleovej kyseliny podla predkladaného vynalezu su vyhodne
fragmenty nukleovej kyseliny, ktoré su schopné $pecifickej hybridizacie s celou alebo s ¢ast'ou nukleovej ky-
seliny koédujucej LLG alebo so zodpovedajiicou messenger RNA. Tieto antisense nukleovej kyseliny mézu
byt’ syntetické oligonukleotidy, pripadne modifikované na ucely zlepSenia ich stability a selektivity. M6zZu
nimi byt’ tieZ DNA sekvencie, ktorych expresia v bunkach vedie k produkcii RNA, ktora je komplementarna
k celej alebo k ¢asti mRNA pre LLG. Antisense nukleové kyseliny méZu byt’ pripravené expresiou celé alebo
Casti sekvencie vybrané zo skupiny zahrnujicej SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7 alebo SEQ ID
NO: 11, v opacnej orientacii, ako je to opisané v EP 140308. Na praktické pouZitie v predmetnom vynaleze
je vhodné akékolvek di¥ka antisense sekvencie, pokial je schopna zniZenia alebo blokovania expresie LLG.
Vyhodne ma antisense sekvencia dizku aspoii 20 nukleotidov. Priprava a pouZitie antisense nukleovych kyse-
lin, DNA kédujucej antisense RNA a pouZitie oligo a genetickych antisense sekvencii je opisané vo WO
92/15680, pricom obsahy tychto publikacii tu sluZia ako odkazové materialy.

D) Protilatky

Predkladany vynalez poskytuje protilatky proti LLG polypeptidu. Tieto protilatky m6Zu byt’ monoklonal-
ne protilatky alebo polyklonalne protilatky. Predkladany vynalez obsahuje chimerické, jednoretazcové a hu-
manizované protilatky, rovnako ako Fab fragmenty a produkty Fab expresnej kniZnice.

Polyklonalne protilatky m6Zu byt pripravené proti antigénnemu fragmentu LLG polypeptidu, ako je opi-
sané v priklade 4A. Protilatky méZu byt tieZ vyrobené proti intaktnému LLG proteinu alebo polypeptidu,
alebo proti fragmentu, derivatu alebo epitopu proteinu alebo polypeptidu. Protilatky mézu byt ziskané po
podani proteinu, polypeptidu, fragmentu, derivatu alebo epitopu zvieratu, s pouZitim technik a postupov, kto-
ré st v odbore zname.

Monoklonalne protilatky mdZu byt pripravené podl'a metédy, ktorii opisal v publikacii Mishell, B.B. et
al., Selected Methods in Cellular Immunology (W.H. Freeman, ed.), San Francisco (1980). Stru¢ne, polypep-
tid podl'a predkladaného vynalezu sa pouZije na imunizaciu buniek sleziny Balb/c mySi. Imunizované bunky
sa fizuji s myeldémovymi bunkami. Fiizované bunky obsahujuce charakteristiky slezinnych a myelémovych
buniek sa izoluju rastom na HAT médiu, ¢o je médium, ktoré usmrcuje obidva pdvodné typy buniek, ale
umoZiiuje prezitie a rast fiizovanych buniek.

Monoklonalne protilatky podla predkladaného vynalezu mézu byt ,,humanizované®, aby sa zabranilo vy-
volaniu imunitnej odpovede hostitela proti protilatkam. ,,Humanizovana protilatka“ je taka protilatka, v kto-
rej su komplementaritu uréujtice regiény (CDR) a/alebo iné ¢asti pracovného ramca variabilnej domény I'ah-
kého a/alebo taZkého retazca odvodené od iného nez l'udského imunoglobulinu, ale zostavajuce Casti mole-
kuly st odvodené od jedného alebo viacerych Tudskych imunoglobulinov. Medzi humanizované protilatky
tieZ patria protilatky charakterizované humanizovanym tazkym retazcom spojenym s donorovym alebo ak-
ceptorovym nemodifikovanym l'ahkym retazcom alebo chimerickym I'ahkym retazcom, alebo naopak. Hu-
manizicia protilaitok méZe byt zrealizovana technikami beZne znamymi v tomto odbore (pozri napriklad
G.E. Mark and E.A. Padlan, ,,Chapter 4, Humanization of Monoclonal Antibodies“, The Handbook of Expe-
rimental Pharmacology, zvizok 113, Springer-Verlag, New York, 1994). Na expresiu humanizovanych proti-
latok méZu byt pouZité transgénne zvierata.

Techniky beZne znime v tomto odbore pouZivané na ziskanie jednoretazcovych protilatok méZu byt
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upravené na ziskanie jednoretazcovych protilatok k imunogénnym polypeptidom a proteinom podla pred-
kladaného vynalezu.

Anti-LLG protilatky st uZitoéné v testoch na detekciu alebo kvantifikiciu hladin LLG. V jednom usku-
to¢neni tieto testy umoZfiuju klinickl diagnostiku a hodnotenie LLG pri r6znych patologickych stavoch a
umozZiiuju testovanie Géinnosti liecby.

E) Sposoby skriningu agonistov a antagonistov

Predkladany vynalez obsahuje spdsoby skriningu kniZnic malych molekul alebo v prirode sa vyskytuji-
cich zludenin na agonistickd aktivitu (zosiltiovaciu alebo ko-aktivaémi aktivitu vratane proteinovych ko-
aktivatorov) alebo antagonistickd aktivitu (inhibiéni) vzhladom na LLGXL. Potencidlny agonista alebo an-
tagonista je kontaktovany s LLGXL proteinom a substratom LLGXL a meria sa schopnost’ potencidlneho
agonistu alebo antagonistu zosiltiovat alebo inhibovat aktivitut LLGXL.

LLGXL protein pouZity v tejto technike mdZe byt produkovany rekombinantne v réznych hostitel'skych
bunkach vratane buniek cicavcov (ako si uvedené v priklade 7), bakulovirusom infikovanych hmyzich bu-
niek, kvasiniek a baktérii. LLG expresia v stabilne transfektovanych CHO bunkach méZe byt optimalizovana
metotrexatovou amplifikaciou buniek. LLGXL protein mdZe byt tieZ predisteny z prirodzenych zdrojov, ako
je Pudska plazma, extrakty z placenty, alebo z kondicionovaného média kultivovanych endotelovych buniek,
THP-1 buniek alebo makrofagov.

Optimalizacia parametrov testu vratane pH, koncentracii iénov, teploty, koncentracii substratu a emulzi-
fika¢nych podmienok, uréi odbornik pracujici v danom odbore.

Substituenty mastnych kyselin substratov sa méZu odliSovat’ v diZke retazca, rovnako ako v mnoZstve a
pozicii nenasytenych vizieb. Substraty mézu byt radioaktivne znacené v niekol’kych poziciach. Fosfolipido-
vé substraty, ako je napriklad fosfatidylcholin, m6Zu byt radioaktivne znacené, napriklad v pozicii Sn-1 ale-
bo Sn-2 mastnej kyseliny, alebo na glycerole, fosfite alebo polarnej hlavnej skupine (cholinu v pripade fosfa-
tidylcholinu).

Ako alternativa k radioaktivnym znadiacim substratom mdZu byt’ pri skriningovych metédach pouZité tieZ
iné triedy znackovacich substratov, ako st fluorescentné substraty alebo substraty obsahujiice tioskupinu.

Fluorescentné substraty st obzv1ast uZitoéné na uskutoénenie skriningovych testov, pretoZe enzymaticka
katalyza moZe byt merana kontinudlne meranim intenzity fluorescencie, bez fyzikalnej separacie (extrakcie)
produktov od substratu. Prikladom fluorescentného fosfatidylcholinového substratu je Cs NBD-BC{1-acyl-2-
[6-(nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4yl)aminoJkaproylfosfatidylcholin.

Substraty obsahujice tio-skupinu zahfiiaju 1,2-bis(hexanoyltio)-1,2-dideoxy-sn-glycero-3-fosforylcholin
(L.J. Reynolds, W.N. Washburn, R.A. Deems a E.A. Dennis, 1991, Methods in Enzymology 197: 3 - 23; L.
Yu a E.A. Dennis, 1991, Methods in Enzymology 197: 65 - 75; L.A. Wittenauer, K. Shirai, R.L. Jackson a
1.D. Johnson, 1984, Biochem. Biophys. Res. Commun. 118: 894 - 901).

F) Hydrolyza fosfatidylcholinovych esterov

Predkladany vynalez obsahuje sp6sob enzymatickej hydrolyzy fosfatidylcholinovych esterov, napriklad
na priemyselné pouZitie alebo na potravinarske spracovanie, alebo na pouZitie v pracich prostriedkoch. Poly-
peptidy podl'a predkladaného vynélezu mbZu byt pouZité na hydrolyzu fosfatidylcholinovych esterov v roz-
toku, alebo mézu byt enzymy naviazané na pevny nosic, ktory je potom uvedeny do kontaktu so substratom.
Tento spdsob mbZe byt pouZity na vyrobu lyzofosfolipidov a volnych mastnych kyselin.

G) Prostriedky

Predkladany vynilez obsahuje prostriedky v biologicky kompatibilnom (biokompatibilnom) roztoku, kto-
ré obsahujii polypeptidy, nukleové kyseliny, vektory a protilatky podl'a predkladaného vynalezu. Biologicky
kompatibilny roztok je roztok, v ktorom je polypeptid, nukleova kyselina, vektor alebo protilatka podla
predkladaného vynalezu udrZovany v aktivnej forme, napriklad vo forme zachovévajucej biologicki aktivitu.
Napriklad polypeptid podl'a predkladaného vynalezu bude mat’ fosfolipdzovi aktivitu; nukleové kyselina bu-
de schopna replikacie, translacie informacie alebo bude schopna hybridizacie na komplementarnu nukleovu
kyselinu; vektor bude schopny transfekcie cielovych buniek; protilatka sa bude viazat’ na polypeptid podl'a
predkladaného vynélezu. Vieobecne bude takyto biologicky kompatibilny roztok vodny roztok pufra, napri-
klad Tris, fosfatového alebo HEPES pufra, obsahujuci iény soli. Obvykle bude koncentracia iénov soli po-
dobna fyziologickym koncentraciam. Podl'a jedného zo §pecifickych uskutocneni je biokompatibilny roztok
farmaceuticky prijatelny pripravok. Biologicky kompatibilné roztoky méZu obsahovat’ stabilizacné a konzer-
va¢né ¢inidla.

Takéto prostriedky mdZu byt pripravené na lokalny, oralny, parenteralny, intranazalny, podkoZny a intra-
okularny sposob podania. Parenteralne podanie zahrnuje intravenéznu injekciu, intramuskularnu injekciu, in-
traarterialnu injekciu alebo infiiziu. Prostriedok mé6Ze byt podany parenteralne v jednotkovej davke, obsahu-
Jjucej Standardné, dobre zname netoxické fyziologicky prijate'né nosi¢e, adjuvans a vehikula.
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Vyhodnym sterilnym prostriedkom na injekéné podanie méZe byt roztok alebo suspenzia v netoxickom
parenteralne prijatelnom rozpistadle alebo riedidle. Priklady farmaceuticky prijatenych nosicov st fyziolo-
gicky roztok, pufrovany fyziologicky roztok, izotonicky fyziologicky roztok (napriklad dihydrogén- alebo
hydrogenfosfore¢nan sodny, chlorid sodny, draselny, vapenaty alebo hore¢naty, alebo zmesi takychto soli),
Ringerov roztok, dextréza, voda, sterilnd voda, glycerol, etanol, a ich kombinacie. Ako rozptstadla alebo
suspendacné ¢inidla st vyhodne pouZité 1,3-butindiol a sterilné neprchavé oleje. MdZe byt pouZity akykol-
vek nedrazdivy neprchavy olej vratane syntetickych mono- alebo diglyceridov. Mastné kyseliny, ako je kyse-
lina olejova, sa méZu tieZ pouZit’ pri priprave injekénych roztokov.

Médiom pouZitym pre tento prostriedok méze byt' tieZ hydrogél, ktory sa pripravi z akéhokol'vek bio-
kompatibilného alebo netoxického (homo- alebo hetero-) polyméru, ako je hydrofilny polymér polyakrylove;j
kyseliny, ktory méZe shiZit' ako hubovita substancia absorbujiica lie¢ivo. Takéto polyméry boli opisané, na-
priklad, v medzinirodnej publikovanej patentovej prihlaske WO 93/08845, ktorej cely obsah je tu uvedeny
ako odkazovy materidl. Niektoré z tychto hydrogélov, obzv1ast tie, ktoré st ziskané z etylénoxidu a/alebo
propylénoxidu, si beZne komer¢ne dostupné. Hydrogél mézZe byt umiestneny priamo na povrchu lie¢eného
tkaniva, napriklad pocas chirurgického zakroku.

Inym vyhodnym uskutoénenim predkladaného vynalezu je farmaceuticky prostriedok obsahujici repli-
kacne-defektny rekombinantny virus a poloxamér. Presnejsie sa vynalez tyka prostriedku obsahujiceho rep-
lika¢ne-defektny rekombinantny virus obsahujici nukleovi kyselinu kédujicu LLG polypeptid a poloxamér.
Vyhodnym poloxamérom je Poloxamér 407, ktory je beZne komeréne dostupny (BASF, Parsippany, NJ), pri-
¢om ide o netoxicky, biokompatibilny polyol. Poloxamér impregnovany rekombinantnymi virusmi méze byt
umiestneny priamo na povrchu lie¢ené¢ho tkaniva, napriklad po¢as chirurgického zakroku. Poloxaméry maju
v podstate rovnaké vyhody ako hydrogély a maji mensiu viskozitu.

H) Sposoby lie¢by

Predkladany vynalez je vyuZitelny na lieebné postupy, pri ktorych sa podava u¢inné mnoZstvo pro-
striedku podl'a predkladaného vynalezu 'ud’om alebo inym Zivo¢ichom.

Utinné mnoZstvo sa mbZe lidit, podla veku, typu a zavaznosti lieteného stavu, telesnej hmotnosti, poZa-
dovaného trvania lie¢by, spésobu podania a injch parametrov. U&inné mnoZstvo uréuje lekar alebo iny kvali-
fikovany zdravotnik.

Polypeptidy podl'a predkladaného vynalezu su vieobecne podané v davke od priblizne 0,01 mg/kg do pri-
blizne 100 mg/kg, vyhodne od priblizne 0,1 mg/kg do pribliZzne 50 mg/kg a najlepSie od priblizne 1 mg/kg do
priblizne 10 mg/kg telesnej hmotnosti na defi.

Rekombinantné virusy podl'a predkladaného vynalezu su oby¢ajne pripravené a podané vo forme davok
medzi priblizne 10* pfu a priblizne 10" pfu. V pripade AAV a adenovirusov si vyhodne pouzité davky od
priblizne 10° pfu a priblizne 10" pfu. Termin pfu (,;plaky tvoriace jednotky“) zodpoveda infekénému poten-
cialu suspenzie viriénov a je urceny infikovanim vhodnej bunkovej kultiry a meranim poétu vytvorenych
plakov. Techniky na urcenie pfu titra virusového roztoku su v odbore dobre zname.

Predkladany vynalez je pouZite'ny na lie¢bu aterosklerdzy, kde uvedena ateroskleréza vznika v dosledku
nadmernej, abnormalne;j alebo neadekvatnej expresie aktivity LLG polypeptidu.

Predkladany vynalez je d’alej pouZite'ny na liecbu l'udi alebo zvierat majucich neZiaduci lipidovy profil,
kde uvedeny neZiaduci lipidovy profil vznika v dosledku abnormalne vysokej alebo neadekvatnej expresie
aktivity LLG polypeptidu.

Predkladany vynalez je d’alej pouZite'ny na lie¢bu diabetes mellitus, hyperlipidémie, intrahepatalne;j cho-
lestazy alebo inych metabolickych ochoreni, kde uvedeny diabetes mellitus, hyperlipidémia, intrahepatalna
cholestiza alebo iné metabolické ochorenia vznikaju v dosledku abnormalne vysokej alebo neadekvatnej ex-
presie aktivity LLG polypeptidu.

1) Lie&ba neziaducich lipidovych profilov spojenych so zvySenou expresiou LLG polypeptidu

Sposoby zniZenia expresie LLG polypeptidu pri lieCbe stavov, pri ktorych aktivita LLG polypeptidu sp6-
sobuje ochorenie alebo poruchu spojenu s neZiaducim lipidovym profilom zahffiaji, bez akéhokol'vek obme-
dzenia, podanie prostriedku obsahujiiceho antisense nukleovii kyselinu, podanie prostriedku obsahujticeho in-
traceluldrny vizbovy protein, ako je protilatka, podanie prostriedku obsahujuceho LLGN polypeptid alebo
iny fragment LLG a podanie prostriedku obsahujiceho nukleovu kyselinu, ktora kéduje LLGN polypeptid
alebo iny fragment LLG.

Podla jedného uskutoénenia je prostriedok obsahujici antisense nukleovu kyselinu pouZity na zniZenie
alebo blokovanie expresie LLG. Podl'a jedného z vyhodnych uskuto¢neni koduje nukleova kyselina molekuly
antisense RNA. V tomto uskutoéneni je nukleovd kyselina operativne naviazand na signalne sekvencie
umozZiiujice expresiu sekvencie nukleovej kyseliny a je zavedend do buniek, vyhodne s pouZitim rekombi-
nantnych vektorov, ktoré exprimuji antisense nukleovi kyselinu po zavedeni vektora do bunky. Ako prikla-
dy vhodnych vektorov je mozné uviest’ plazmidy, adenovirusy, adeno-asociované virusy, retrovirusy a herpes
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virusy. Vyhodne je vektorom adenovirus. Najvyhodnej$im vektorom je replikane-defektny adenovirus ob-
sahujuci deléciu v E1 a/alebo E3 regiénoch virusu.

Podl'a iného uskuto&nenia je expresia LLG zniZena alebo blokovana expresiou sekvencie nukleovej kyse-
liny koédujucej intraceluldrny vizbovy protein, ktory je schopny selektivnej interakcie sLLG.
V publikovanych medzinarodnych patentovych prihlaskach WO 94/29446 a WO 94/02610, ktorych obsahy
st tu uvedené ako odkazy, je opisovana transfekcia buniek génmi, ktoré kéduju intracelularne vézbové prote-
iny. Medzi intracelularne vizbové proteiny patri akykol'vek protein schopny selektivnej interakcie, alebo
vizby, s LLG v bunkach, v ktorych je exprimovany a ktory je schopny neutralizovat’ funkciu naviazaného
LLG. Vyhodne je intracelularnym vizbovym proteinom protilatka alebo fragment protilatky. Najvyhodnejsie
je intracelularnym vizbovym proteinom jednoretazcové protilatka.

V publikovanej medzinarodnej patentovej prihlaske WO 94/02610 sa opisuje priprava protilatok a identi-
fikacia nukleovej kyseliny kédujiica urdita protilatku. S pouZitim LLG alebo jeho fragmentu je Specificka
monoklonalna protilitka pripravena technikami, ktoré st v tomto v odbore zname. Potom sa na pouZitie v
spdsobe podl'a predkladaného vynalezu pripravi vektor obsahujiici nukleovii kyselinu kédujicu intraceluldr-
ny vizbovy protein, alebo jeho &ast’, ktory je schopny expresie v hostitel'skej bunke.

Alternativne moZe byt aktivita LLG blokovana podanim neutralizaénej protilatky do obehu. Takéato neu-
tralizadna protilatka mdZe byt podana priamo ako protein, alebo moze byt exprimovana z vektora (so sek-
re¢nym signalom).

Podl'a d’alsicho uskutodnenia mézZe byt aktivita LLGXL inhibovana podanim prostriedku obsahujiiceho
LLGN polypeptid alebo iny fragment LLG. Takyto prostriedok mbzZe byt’ podany vhodnym sp6sobom, ako je
oralny, lokalny, intravendzny, intraperitonedlny, intramuskuldrny, subkutanny, intranazalny alebo intrader-
malny spdsob podania. Prostriedok méze byt podany priamo alebo méZe byt enkapsulovany (napriklad v li-
pidovom systéme, aminokyselinovych mikrosférach alebo v globularnych dendriméroch). Polypeptid moéze
byt v niektorych pripadoch naviazany na iny polymér, ako je sérovy albumin alebo polyvinylpyrolidén.

Podla daldieho uskuto&nenia je aktivita LLGXL inhibovana pomocou zlucenin s malou molekulovou
hmotnost'ou, ktoré interferuju s jeho enzymatickymi vlastnostami alebo ktoré brania jeho rozpoznaniu vhod-
nymi bunkovymi vizbovymi miestami.

Podl'a dalsieho uskutoénenia je aktivita LLGXL inhibovana pomocou génovej terapie, to znamena pomo-
cou podania prostriedku obsahujuceho nukleovu kyselinu, ktora kéduje a riadi expresiu LLGN polypeptidu,
alebo iného fragmentu LLG.

Podra jedného zo 3pecifickych uskutoéneni ma LLG gén podla predkladaného vynalezu tieZ afinitu na
heparin. Vizba LLG polypeptidu na extracelularny heparin v limene ciev umoziiuje vizbu LLG na LDL a
akceleraciu vychytdvania LDL tym, Ze pdsobi ako mostik medzi LDL a extracelularnym heparinom. Predpo-
klada sa, Ze v lokalizovanej oblasti aterosklerotickej 1ézie akceleruje zvysena lipazova aktivita aterogénny
proces (Zilversmit, D.B. (1995) Clin. Chem. 41: 153 - 158; Zambon, A., Torres, A., Bijvoet, S., Gagne, C,,
Moojani, S., Lupien, P.J., Hayden, M.R. a Brunzell, J.D. (1993) Lancet 341: 1119 - 1121). Toto mdZe byt
spdsobené vysSou vizbou a vychytavanim lipoproteinov cievnych tkaniv, ktoré je sposobené lipdzami (Ei-
senberg, S., Sehayek, E., Olivercona, T. a Vlodavsky, I. (1992) J. Clin. Invest. 90: 2013 - 2021; Tabas, I, LI,
I, Brocia, R.W., Xu, SSW., Swenson, T.L., Williams, K.J. (1993) J. Biol. Chem. 268: 20419 - 20432; Nor-
destgaard, B.G. a Nielsen, A.G. (1994) Curr. Opin. Lipid. 5: 252 - 257; Williams, K.J. a Tabas, 1. (1995) Art.
Thomb. and Vasc. Biol. 15: 551 - 561). Dalej, vysoka lokalna hladina lipdzovej aktivity moze viest
k cytotoxickym koncentracidam mastnych kyselin a lyzofosfatidylcholinu v prekurzorovych aterosklerotic-
kych léziach. Tato jednotliva aktivita LLG mé6Ze spdsobovat’ vyvoj alebo progresiu aterosklerozy, obzvlast v
stivislosti s vysokymi hladinami lipidov u subjektu, ktoré su sposobené diétnymi alebo genetickymi faktormi.
Tymto sposobom predkladany vynalez umoziiuje inhibiciu akumulacie lipoproteinu tym, Ze inhibuje expresiu
LLG polypeptidu alebo jeho vizbu na lipoprotein (napriklad na LDL).

2) Lieéba neziaducich lipidovych profilov spojenych s nedostatocnou aktivitou LLG polypeptidu

Medzi sposoby na zvySenie expresie LLG na lie¢bu tych stavov, pri ktorych aktivita LLG polypeptidu
spOsobuje ochorenie alebo poruchu spojenu s neZiaducim lipidovym profilom, patria bez akéhokol'vek ob-
medzenia, podavanie prostriedku obsahujiceho LLGXL polypeptid a podavanie prostriedku obsahujiceho
nukleovii kyselinu, ktora koduje LLGXL polypeptid.

Podra jedného z uskutocneni sa aktivita LLGXL zvys$i podanim prostriedku obsahujiceho LLGXL poly-
peptid. Takyto prostriedok méZe byt podany l'ubovolnym vhodnym spdsobom, ako je ordlny, lokalny, intra-
vendzny, intraperitonedlny, intramuskularny, subkutanny, intranazalny alebo intradermalny sposob podania.
Prostriedok mdzZe byt podany priamo, alebo méZe byt’ enkapsulovany (napriklad v lipidovom systéme, ami-
nokyselinovych mikrosférach alebo v globularnych dendriméroch). Polypeptid méze byt, v niektorych pri-
padoch, naviazany na iny polymér, ako je sérovy albumin alebo polyvinylpyrolidon.

Podrla iného uskuto¢nenia sa aktivita LLGXL zvysi pomocou zli¢enin malej s molekulovou hmotnostou,
ktoré zvySuja expresiu LLGXL na trovei transkripcie, translacie alebo na post-transla¢ni troverl.
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Podra iného uskutonenia sa aktivita LLGXL zvy3i pomocou génove;j terapie, to znamena pomocou po-
dania prostriedku obsahujiiceho nukleovi kyselinu, ktora kéduje a riadi expresiu LLGXL polypeptidu.

Intrahepatalna cholestaza méZe byt’ charakterizovana zvysenou hladinou sérového cholesterolu a fosfoli-
pidov. Novoopisany krysi model intrahepatélnej cholestazy indukovanej faloidinom demonstruje signifikant-
né zvySenie sérovych hladin cholesterolu a fosfolipidov (Ishizaki, K., Kinbara, S., Miyazawa, N., Takeuchi,
Y., Hirabayashi, N., Kasai, H. a Araki, T. (1997) Toxicol. Letters 90: 29 - 34). Prostriedky podl'a predklada-
ného vynalezu m6Zu byt’ pouZité na lieCbu intrahepatalnej cholestizy u pacientov, ktori maji zvyieny sérovy
cholesterol a/alebo fosfolipidy. Okrem toho, tento model tiez vykazuje zvazné zniZenie exkreénej rychlosti
cholesterolu Zl¢ou. LLG polypeptidy a nukleové kyseliny podla predkladaného vynalezu mézu byt pouzité
na lie¢bu pacientov s poruchou biliarneho vylu¢ovacieho systému.

Intrahepatélna cholestiza je tieZ charakterizovana ako poruSeny odtok ZI¢e z pedene. Novo boli miesta
progresivnej familidrnej intrahepatalnej cholestazy (PFIC alebo Bylerova choroba) a benigne recidivujiice in-
trahepatilne cholestazy (BRIC) mapované na 18q21-q22 (Carlton, V.E.H., Knisely, A.S., a Freimer, N.B.
(1995) Hum. Mol. Genet. 4: 1049 - 1053 a Houwen, R.H., Baharloo, S., Blankenship, K., Raecymaekers, P.,
Juyn, J., Sandkuijl, L.A. a Freimer, N.B., (1994) Nature Genet. 8: 380 - 386, v prislusnom poradi. PretoZe je
LLG gén lokalizovany v tomto chromozomalnom regione 18q21, méZe byt LLG gén alebo prostriedok pod-
I'a predkladaného vynalezu pouZity na lieGbu pacientov s intrahepatilnou cholestdzou, ktord je sposobena
mutaciou alebo defektnou expresiou PFIC/BRIC génu.

Podra d’alsieho uskutocnenia méZe byt’ LLG gén alebo polypeptid podl'a predkladaného vynalezu pouZity
na lie¢bu pacientov s intrahepatalnou cholestazou, ktora nie je spdsobena defektom v PFIC/BRIC génoch v
18q21-q22. Nedavne 3tidie naznacili, Ze iné miesto, lokalizované mimo 18q21-q22 region, méZe tieZ produ-
kovat’ PFIC fenotyp (Strautnieks, S.S., Kagalwalla, A.F., Tanner, M.S., Gardiner, RM. a Thompson, R.J.
(1996) J. Med. Genet. 33: 833 - 836). Akokol'vek, podanie LLG polypeptidu, bud priame, alebo v génove;j
terapii, m6Ze zmiernit’ tito formu ochorenia.

V génovej terapii je jedna alebo viac nukleovych kyselin kédujicich polypeptid, rovnako ako regulag-
nych regionov kontrolujicich ich expresiu, prenesena do cielovych buniek &loveka alebo zvierata. Tento
prenos je vykonany bud’ ex vivo postupom, pri ktorom s nukleové kyseliny prenesené do buniek v laboraté-
riu a modifikované bunky si potom podané T'ud’om alebo inym Zivo&ichom, alebo in vivo postupom, pri kto-
rom su nukleové kyseliny prenesené priamo do buniek ¢loveka alebo iného Zivocicha. Prenos nukleovych
kyselin méZe byt vykonany s pouZitim virusovych alebo nevirusovych vektorov opisanych skér.

Nevirusové vektory mézu byt prenesené do buniek s pouZitim metéd beZne znamych v odbore vratane
koprecipitacie fosfore¢nanom vapenatym, lipofekcie (s pouZitim syntetickych aniénovych alebo katiénovych
lipozémovy), receptormi sprostredkovaného génového prenosu, injekcie holej DNA, elektroporécie a biobalis-
tiky alebo urychlenych Castic.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Nasledujice priklady ilustruji vynalez. Tieto priklady si iba ilustrativne a nijako neobmedzujii rozsah
predkladaného vynalezu.

Priklad 1: Identifik4cia diferencidlne exprimovanej cDNA

A) Priprava RNA

Ludské monocyty THP-1 (Smith, P.K., Krohn, R.I,, Hermanson, G.T., Mallia, A.K., Gartner, F.H., Pro-
venzano, M.D., Fujimoto, E.K., Goeke, N.M., Olson, B.J., a Klenk, D.C. (1985) Anal. Biochem., 150: 76 -
- 85) sa kultivuji v RPMI-1640 médiu (GIBCO) s 25 mM HEPES, 10 % fetalnym hoviidzim sérom, 100 jed-
notkami/ml penicilinu G, sodnej soli a 100 jednotkami/ml streptomycinsulfatu. Bunky sa umiestnia na 15 cm
tkanivové kultivaéné disky v koncentracii 1,0 x 107 buniek/disk a spracujii sa 40 ng/ml forbol-12-myristat-
13-acetatom (Sigma) pocas 48 hodin kvdli indukcii diferenciacie buniek. Ludské lipoproteiny s nizkou husto-
tou (LDL) sa zakupia od Calbiochem a dialyzujii sa do vy¢erpania proti PBS pri 4 °C. LDL sa potom riedi na
500 pg/ml a dialyzuje sa proti 5 uM CuSO,4 v PBS pri 37 °C pocas 16 hodin. Po ukonéeni oxidacie sa LDL
dokladne dialyzuje proti 150 mM NaCl, 0,3 mM EDTA a potom sa sterilizuje filtraciou. Koncentracia protei-
nu sa ur¢i BCA metédou (Schuhm J., Fairclough, G.F. a Haschemeyer, R.H. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 75: 3173 - 3177) (Pierce). Stupeii oxidacie sa uréi TBARS metédou (Chomczynski, P. (1993) Biotech-
niques 15: 532 - 537) a je medzi 25 - 30 nmol MDA ekvivalentov/mg proteinu. Diferencované THP-1 bunky
sa vystavia na 24 hodin bud’ 50 pg/ml oxidovaného LDL, alebo NaCI-EDTA pufru v RPMI médiu s 10 % li-
poprotein-deficientnym fetalnym hovidzim sérom (Sigma). Na ziskanie RNA sa platne premyji 10 ml PBS a
potom sa do kaZzdej platne pridd 14 ml TRIZOL (Liang, P. a Pardee, A.B. (1992) Science 257: 967 - 971).
Roztok sa niekolkokrat pipetuje kvoli zmie$aniu, potom sa rovnaké vzorky zhromazdia do centrifugac¢nych
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skiimaviek a pridaju sa 3 ml chloroformu na platiiu a zrealizuje sa mieSanie. Skimavky sa centrifuguju pri
12000 x g pocas 15 minit. Po centrifugacii sa horna vrstva prenesie do novej skimavky a prida sa 7,5 ml
izopropanolu na platiiu a zrealizuje sa mie3anie. Skiimavky sa centrifuguji pri 12000 x g po€as 20 mimit. Pe-
leta sa premyje ladovo chladnym 70 % etanolom a susi sa pri laboratérne;j teplote. Pelety sa resuspenduju v
500 ul TE (Tris-EDTA) a spracuju s 200 jednotkami DNAzy I bez RNAzy a 200 jednotkami RNazinového
placentarneho inhibitora RNAzy (Promega) po¢as 30 minit pri 37 °C. RNA sa pre¢isti postupnymi extra-
kciami fenolom, fenol/chloroform/izoamylalkoholom (25 : 24 : 1) a chloroformv/izoamylalkoholom (24 : 1) a
potom sa zrealizuje zraZanie etanolom.

B) Syntéza DNA

Syntéza cDNA a PCR amplifikacia sa uskutoni podl'a protokolu uvedeného v Differential Display Kite,
verzia 1.0 (Display System Biotechnology, Inc.). Tento systém je zaloZeny na technike, ktora pévodne opisa-
li Liang a Pardee (Mead, D.A., Pey, N.K., Hermstadt, C., Marcil, R.A., a Smith, L.M. (1991) Bio/Techno-
logy 9: 657 - 663). Pary primérov, ktoré viedli k ziskaniu fragmentu cDNA obsahujiiceho prvii informiciu
o lipaze podobnom géne, boli ,,downstream* primér 7 a ,,upstream* primér 15. cDNA na amplifikaciu bola
syntetizovana nasledujicim sposobom, s pouZitim RNA ziskanej z THP-1 buniek oSetrenych PMA vystave-
nych bud pufru, alebo oxidovanému LDL: 3 ul 25 uM ,,downstream" priméru 7 a 7,5 ul vody spracovanej
dietylpyrouhli¢itanom (DEPC) sa prida k 300 ng (3,0 ul) THP z kaZdej vzorky THP-1 RNA. Tato zmes sa
zohreje na 70 °C po¢as 10 minit a potom sa ochladi na I'ade. Do tejto skimavky sa pridaji 3 pl 5x PCR puf-
ra (250 mM Tris-HCl, pH 8,3, 375 mM KCl) (GIBCO), 3 pl 25 mM MgCl,, 3 u1 0,1 M DTT, 1,2 ul 500 uM
dNTP, 0,7 ul RNazinu a 5,6 pl vody spracovanej DEPC. Skiimavky sa inkubujii po¢as 2 mimit pri laborator-
nej teplote a potom sa prida 1,5 pl (300 jednotiek) Superscript II RNAza H - reverznej transkriptazy
(GIBCO). Skumavky sa inkubuju postupne pri laboratdrnej teplote po¢as 2 minut, pri 37 °C po¢as 60 minut a
pri 95 °C podas 5 minut a potom sa ochladia na I'ade. PCR amplifikicia sa vykona s pouZitim ,,master* zmesi
obsahujicej 117 pl 10x PCR pufra (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI, pH 8,3, 15 mM MgCl, a 0,01 %
(hmot./obj.) Zelatiny), 70,2 pl 25 mM MgCl,, 5,9 ul o-*P dATP (10 mCi/ml, DuPont NEN), 4,7 pl 500 uM
zmesi ANTP, 11 pl Ampli-Taq DNA polymerazy (5 jednotiek/pl, Perkin-Elmer) a 493,3 pl vody spracovanej
DEPC. Do kazZdej reakénej zmesi sa prida 12 pl master zmesi do 2 pl ,,downstream” priméru 7,1 ul cDNA a
5 ul ,,upstream* priméru 15. Reakéné zmesi sa zohreji na 94 °C poc¢as 1 minity, potom sa vykona 40 teplot-
nych cyklov s denaturaénym krokom 94 °C pocas 15 sekind, krokom tepelného spracovania pri 40 °C poCas
1 mimity a krokom extenzie pri 72 °C po&as 30 sektind. Po 40 cykloch sa reakéné zmesi inkubuji pri 72 °C
pocas 5 minit a uskladnia sa pri 10 °C. PCR reakcie sa vykonaju na Perkin-Elmer GeneAmp System 960 pri-
stroji na teplotné cykly.

4 pl amplifika¢nej reak&nej zmesi sa zmie$a s rovnakym objemom zavadzacieho pufra (0,2 % brémfeno-
lova modré, 0,2 % Xylén cyanol, 10 mM EDTA, pH 8,0 a 20 % glycerol). 4 pl tejto zmesi sa nechaji prejst’
6 % nedenaturaénym sekvenénym gélom pocas 3 hodin pri 1200 V (konStantné napitie). Gél sa susi pri
80 °C pocas 1,5 hodiny a exponuje sa na Kodak XAR filme. Produkt amplifikacie najdeny iba v reakénej
zmesi obsahujuci cDNA z THP-1 buniek vystavenych oxidovanému LDL sa identifikuje a exciduje z gélu.
100 pl vody spracovanej DEPC sa prida do mikrocentrifigovej skumavky obsahujuicej excidovany gélovy
fragment a inkubuje sa po¢as 30 minut pri laboratéme;j teplote a potom pri 95 °C 15 min.

Na reamplifikiciu PCR produktu sa 26,5 pl eluovanej DNA pouzije v amplifikacnej reakénej zmesi, ktora
tieZ obsahuje 5 pl 10x PCR pufra, 3 ul 25 mM MgCl,, 5 pl 500 uM dNTP, 5 pl 2 pM ,,downsiream” priméru
7, 7,5 ul ,,upstream* priméru 15 a 0,5 ul Amplitaq polymerazy. Parametre cyklov pre PCR a pristroje su rov-
naké, ako bolo opisané. Po amplifikacii sa 20 pl reamplifikovaného produktu analyzuje na agarézovom géle
a 4 pl sa pouziju na subklonovanie PCR produktov do vektora pCRII s pouZitim TA klonovacieho systému
(Frohman, M.A., Dush, M.K. a Martin, G.R. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 8998 - 9002) (Invitro-
gen). Po ligacii pocas noci pri 14 °C sa produkty ligacie pouZiju na transformaciu E. coli. Vzniknuté trans-
formanty sa odobert a 3 ml kultir kultivovanych pocas noci sa pouZiji v plazmidovych minipripravkoch.
Velkosti inzertov sa ur€ia pomocou trivenia plazmidov EcoRi a klony obsahujuice inzerty pribliznej velkosti
povodného PCR produktu sa sekvencuju s pouZitim fluorescenénych farbiv - termina¢nych ¢inidiel (Prism,
Applied Biosystems) a Applied Boisystems 373 DNA sekvenéného pristroja. Sekvencia produktu PCR je
uvedena na obr. 2. Sekvencie amplifikaénych primérov st pod¢iarknuté.

C) 5'Race reakcia

Extenzia ¢cDNA identifikovana pomocou RT-PCR sa vykona pomocou 5S'RACE systému (Loh, E.Y.,
Eliot, J.F., Cwirla, S., Lanier, L.L., a Davis, M.M. (1989) Science 243: 217 - 219; Simms, D., Guan, N., a Si-
taraman, K., (1991) Focus 13: 99) (GIBCO). 1 ug THP-1 RNA (oSetrenej oxidovanym LDL) pouZitd najskor
v diferencialnych zobrazovacich reakciach sa pouZije v 5'RACE postupe:
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1 pl (1 pg) RNA sa zmieSa s 3 pl (3 pmol) priméru 2a a 11 pl vody spracovanej DEPC a zohreje sa na
70 °C pocas 10 mimit, a potom sa chladi pocas 1 mimity na l'ade. Prida sa 2,5 ul 10x reakéného pufra (200
mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCl), 3 pul 25 mM MgCly, 5 pul 500 uM zmesi dNTP, a 2,5 pl 0,1 M DTT.
Zmes sa inkubuje pri 42 °C pocas 2 mimit a potom sa pridad 1 pl Superscript II reverznej transkriptazy. Re-
ak¢na zmes sa inkubuje pocas d’alsich 30 minut pri 42 °C, 15 minut pri 70 °C a na l'ade pocas 1 mimity. Prida
sa 1 ul RNAzy H (2 jednotky) a zmes sa inkubuje pri 55 °C po¢as 10 mimit. cDNA sa preisti s pouZitim
GlassMax kolén (Sambrok, J., Fritsch, E.F., a Maniatis, T. (1989) (Molecular Cloning: A Laboratory Manu-
al, druhé vydanie, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, NY) obsiahnutych v kite. cDNA sa eluu-
je z koloény v 50 ul dH,O, lyofilizuje sa a resuspenduje sa v 21 pl dH,0. Pripojenie koncového useku cDNA
sa vykona nasledujucou reakciou: 7,5 ul dH,0, 2,5 pl reakéného pufra (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM
KCl), 1,5 pt 25 mM MgCl,, 2,5 ul 2 mM dCTP a 10 pl cDNA sa inkubuje pri 94 °C podas 3 miniit, potom
1 mimitu na l'ade. Pridd sa 1 pl (10 jednotiek) terminalnej deoxynukleotidyltransferazy a zmes sa inkubuje
pocas 10 minut pri 37 °C. Enzym sa tepelne inaktivuje inkubaciou pri 70 °C pocas 10 minut a zmes sa
umiestni na 'ad. PCR amplifikacia cDNA sa zrealizuje v nasledujiicich krokoch: 5 ul ¢cDNA s koncovym
usekom sa prida do reakénej zmesi, ktora tieZ obsahuje 5 ul 10x PCR pufra (500 mM KCl, 100 mM Tris-
HCJ, pH 8,3, 15 mM MgCl, a 0,01 % (hmotn./obj.) Zelatiny), 1 ul 10 mM zmesi dNTP, 2 ul (10 pmol) kot-
viaceho priméru a 35 pl dH,O. Tato reakéna zmes sa zohreje na 95 °C pocas 1 mintty a potom sa prida
0,9 ul (4,5 jednotiek) Amplitaq polymerazy. Vykona sa 40 reakénych cyklov za nasledujicich podmienok:
94 °C pocas 5 sekund, 50 °C pocas 20 sekind a 72 °C pocas 30 sekund. 1 pl tejto reakénej zmesi sa pouZije v
skupinovej reamplifikacii na zvySenie hladin §pecifickych produktov na nasledujiicu izolaciu. Reamplifikacia
obsahuje: 1 pl produktu primarnej amplifikacie, 5 pl 10x PCR pufra, 1 pl 10 mM zmesi dNTP, 2 ul
(20 pmol) univerzalneho amplifika¢ného priméru, 2 pl (20 pmol) priméru 4a a 38 ul dH,O. Reak&na zmes sa
zohreje na 95 °C pocas 1 minuty a potom sa prida 0,7 ul (3,5 jednotiek) Amplitaq polymerazy. Vykona sa 40
reakénych cyklov za nasledujicich podmienok: 94 °C pocas 5 sekund, 50 °C pocas 20 sekind a 72 °C pocas
30 sekund. Produkty amplifikacie sa analyzuju pomocou elektroforézy na 0,8 % agar6zovom géli. Deteguje
sa prevladajici produkt velkosti priblizne 1,2 kB. 2 pl reakéného produktu sa klonuji do pCRII vektora z TA
klonovacieho kitu (Invitrogen) a vykona sa inkubdcia pri 14 °C v priebehu noci. Produkty ligacie sa pouZiju
na transformaciu E. coli. Velkosti inzertov vyslednych transformantov sa ur¢ia pomocou travenia plazmidov
EcoRI. Klony obsahujuce inzerty pribliZnej velkosti pdvodného PCR produktu sa sekvencuju s pouzitim flu-
orescenénych farbiv - terminaénych ¢inidiel (Prism, Applied Biosystems) a Applied Biosystems 373 DNA
sekvenéného pristroja. Sekvencie RACE produktu vratane EcoRI miest z TA vektora su uvedené na obr. 3.
Sekvencie amplimérov (univerzalny amplifika¢ny primér a komplement k 5'RACE priméru 4a) st pod¢iar-
knuté.

Priklad 2: Klonovanie a chromozomalna lokalizacia LLGXL génu

A) Vysetrovanie cDNA kniZnice

Ludska placentarna cDNA kniZnica (Oligo dT a ndhodne ,,primed®, katalégové ¢. 5014b, Lot &. 52033) sa
ziska od Clontech (Palo Alto, CA). Radioaktivne znacena sonda sa vytvori exciziou inzertu plazmidu obsahu-
juceho reakény produkt 5’'RACE PCR opisany skor. Sonda sa radioaktivne zna¢i pomocou techniky nahod-
nej vizby: DNA fragment (50 - 100 ng) sa inkubuje s 1pug ndhodnych hexamérov (Gibco) pri 95 °C pocas 10
minit a potom na Pade pocas 1 minuty. Pri laboratérnej teplote sa prida: 3 pl 10x Klenow pufor (100 mM
Tris-HC], pH 7,5, 50 mM MgCl,, 57 mM ditiotreitolu; New England Biolabs), 3 ul 0,5 mM dATP, dGTP,
dTTP), 100 pCi a-*PdCTP (3000 Ci/mmol, New England Nuclear) a 1 ul Klenowho fragmentu DNA poly-
merazy I (5 jednotiek, Gibco). Reakéna zmes sa inkubuje pocas 2 - 3 hodin pri laboratérne;j teplote a reakcia
sa potom ukon¢i zvy$enim objemu na 100 pl pomocou TE, pH 8,0 a pridanim EDTA do kone¢nej koncentra-
cie 1 mM. Neinkorporované nukleotidy sa odstrania zvySenim reakéného objemu na 100 pl a spracovanim na
G-50 odstredivej kolone (Boehringer Mannheim). Vysledné sondy maju Specificku aktivitu vys§iu ako 5 x
x 10% cpm/pg DNA.

KniZnica sa sonduje pomocou beZnych technik (Walter, P., Gilmore, R. a Blobel, G. (1984) Cell 38: 5 -
- 8). Strucne, filtre sa hybridizuju po&as 24 hodin pri 65 °C v 4,8x SSPE (20X SSPE = 3,6 M NaCl, 0,2 M
NaH,PQ,, 0,02 M EDTA, pH 7,7), 20 mM Tris-HC], pH 7,6 1X Denhartovom roztoku (100X = 2 % Ficoll
400, 2 % polyvinylpyrolidén, 2 % BSA), 10 % dextransiranu, 0,1 % SDS, 10 pg/ml lososej spermaticke;j
DNA a 1 x 10° cpm/ml radioaktivne zna&enej sondy. Filtre sa potom premyji 3x po¢as 15 mint pri labora-
tornej teplote v 2X SSC (1X SSC = 150 mM NaCl, 15 mM citrat sodny, pH 7,0), 0,1 % dodecylsirane sod-
nom (SDS) a potom nasleduju tri premytia zakazdym pocas 15 minut pri 65 °C v 0,5X SSC, 0,1 % SDS. Fag,
ktory hybridizuje na sondu, sa izoluje a amplifikuje. DNA sa precisti z amplifikovaného fagu s pouzitim
LambdaSorb ¢inidla (Promega) podla navodu vyrobcu. Inzerty sa exciduju z fagovej DNA travenim EcoRI.
Inzerty sa subklonujui do EcoRI miesta plazmidového vektora (Bluescript II SK, Stratagene). Sekvencia otvo-
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reného &itacieho ramca v 2,6 kB EcoRI fragmente cDNA sa ur¢i automatizovanym sekvencovanim, ako je
opisané skér. Sekvencia je uvedena na obr. 4. Aminokyselinova sekvencia predpokladaného proteinu kodo-
vaného otvorenym &itacim ramcom je uvedena na obr. 5 a bola uréena LLGXL. Predpoklada sa, Ze prvy me-
tionin je kédovany parmi nukleotidov 252 - 254. Predpokladany protein ma di¥ku 500 aminokyselin. Prvych
18 aminokyselin tvori sekvenciu pre sekre¢ny signalny peptid (Higgins, D.G. a Sharp, P.M. (1988) Gene 73:
237 - 244). Predpoklada sa, Ze propeptid ma molekulovu hmotnost’ 56800 Daltonov. Za predpokladu Stiepe-
nia signalneho peptidu v pozicii 18 ma nemodifikovany zrely protein molekulovii hmotnost’ 54724 Daltonov.

Celkova podobnost’ medzi tymto proteinom a d'aldimi znamymi ¢lenmi triacylglycerol-lipdzovej rodiny je
uvedena na obr. 6 a v tabul’ke 1. V usporiadani uvedenom na obr. 6 je LLG polypeptid (SEQ ID NO: 6) ko-
dovany cDNA (SEQ ID NO: 5) opisanou v priklade 1 a je tu oznaceny ako LLGN. Tento protein je identicky
s LLGXL proteinom v amino-terminalnych 345 zvyskoch. 9 jedine¢nych zvySkov je nasledovanych termi-
naénym kodénom, za vzniku polypeptidu 39,3 kD a zrelého proteinu 37,3 kD. Sekvencie, ktoré st spolo¢né
LLGN a LLGXL su sekvencie nukleovej kyseliny SEQ ID NO: 9 a aminokyselinova sekvencia SEQ ID NO:
10.

Zaujimavé je, Ze pozicia, v ktorej sa LLGN a LLGXL proteiny liSia, je v regione, o ktorom je zndme zo
Struktury inych lipaz, Ze je medzi amino- a karboxy-koncovymi doménami proteinov. Preto sa zd4, Ze LLGN
protein obsahuje iba jednu z dvoch domén triacylglycerol-lipaz. Tato sekvencia obsahuje charakteristicky
,GXSXG* lipAzovy motiv v pozicii 167 - 171, rovnako ako konzervaciu zvySkov katalytickej triddy v Ser
169, Asp 193 a His 274. Konzervacia cysteinovych zvyskov (pozicia 64, 77, 252, 272, 297, 308, 311, 316,
463 a 483), ktoré sa zudastiiuji disulfidovych vizieb v inych lipazach naznacuje, Ze LLGXL protein ma
$trukturlne podobnosti sinymi enzymami. Existuje tu pit predpokladanych miest na N-glykozylaciu:
v aminokyselinovych poziciach 80, 136, 393, 469 a 491. Proteinové sekvencie pouZité na porovnanie si I'ud-
ska lipoproteinova lipaza (LPL; Genbank prirastkové ¢. M15856, SEQ ID NO: 13), udska peCefiova lipaza
(HL; Genbank prirastkové &. 103540, SEQ ID NO: 14), 'udska pankreaticka lipaza (PL; Genbank prirastkové
¢. M93285, SEQ ID NO: 15), l'udsky protein 1 pribuzny s pankreatickou lipazou (PLRP-1; Genbank prirast-
kové & M93283) a Pudsky protein 2 pribuzny s pankreatickou lipazou (PLRP-2; Genbank prirastkové €.
M93284).

Tabul’ka 1: Podobnost’ génov rodiny triacylglycerol-lipaz

LLGXL LPL HL PL PLRP-1 PLRP -2
LLGXL - 42,7 36,5 24,5 22,5 22,6
LPL 42,7 - 40,0 22,8 22,7 20,9
HL 36,5 40,0 - 22,8 24,0 22,0
PL 24,5 22,8 22,8 - 65,2 62,2
PLRP-1 22,5 22,7 24,0 65,2 - 61,7
PLRP -2 22,6 20,9 22,0 62,2 61,7 -

Percentualna podobnost’ sa ur¢i na zdklade parového priradenia s pouZitim Clustal algoritmu (Camps, L.,
Reina, M., Llobera, M., Vilaro, S., a Olivercrona, T., (1990) Am. J. Physiol. 258: C673 - C681) v Megalign
programe Lasergene Biocomputing Software Suite (Dnastar).

B) Chromozomalna lokalizacia

DNA z P1 klonu (Sternberg, N., Ruether, J. a De Riel, K. New Biologist 2: 151 - 62, 1990) obsahujica
genémovi LLG DNA sa ozna¢i digoxigeninom-UTP pomocou znackovacej translacie. Znacend sonda sa
zmieSa s nastrihanou Pudskou DNA a hybridizuje na PHA stimulované lymfocyty periférnej krvi od muzské-
ho darcu v roztoku obsahujiicom 50 % formamid, 10 % dextransiran a 2X SSC. Specifické hybridizaéné sig-
naly sa deteguju pomocou inkubacie hybridizovanych buniek s fluoresceinovanymi protilatkami proti digo-
xigeninu, po ktorom nasleduje kontrastné farbenie DAPI. Tento prvy pokus vedie k Specifickému oznaceniu
chromozému skupiny E, o ktorom sa predpoklada podl'a farbenia DAPI, Ze ide o chromozém 18.

Uskutogni sa druhy pokus, v ktorom biotinom znacena sonda $pecificka pre centroméru chromozomu 18
hybridizuje sicasne s LLG sondou. Tento pokus vedie k $pecifickému ervenému znaceniu centroméry
chromozému 18 a zelenému znadeniu dlhého ramienka chromozému 18. Meranie 11 Specificky znacenych
hybridizovanych chromozémov 18 ukazalo, Ze LLG ma Flter 0,67 (Frankovo meranie 0,38), ¢o zodpoveda
pruzku 18q21. Predpoklada sa, Ze niekol'ko genetickych ochoreni vratane intrahepatilnej cholestazy, dystro-
fie ty¢iniek sietnice a familiarnej expanzivnej osteolyzy, obsahuje defekty v tomto chromozomalnom regié-
ne.
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Priklad 3: Analyza LLG RNA

A) Expresia LLG RNA v THP-1 bunkich

Analyza mRNA, z ktorej bola odvodend cDNA, bola uskutoénenid pomocou Northern analyzy THP-1
RNA. RNA ztychto buniek bola pripravend spésobom opisanym skor. mRNA bola predistena z celkovej
RNA s pouZitim systému poly-dT-magnetickych koralikov (Polyattract system, Promega). 3 ug mRNA ob-
sahujice poly (A) sa podrobia elektroforéze na 1 % agarézovom-formaldehydovom géli. Gél sa premyva po-
¢as 30 mimit v dH,O. RNA sa vo vakuu prenesie na nylonové membréany s pouzitim alkalického prenosové-
ho pufra (3M NaCl, 8 mM NaOH, 2 mM sarkozyl). Po preneseni sa §kvrny neutralizuju inkubaciou poéas 5
minit v 200 mM fosfatovom pufri, pH 6,8. RNA sa naviaZe na membrany s pouZitim pristroja na naviazanie
vyuZivajiceho ultrafialové Ziarenie (Stratagene).

Sonda sa vyrobi exciziou inzertu plazmidu obsahujiceho reakény produkt 5'RACE PCR, ako je uvedené.
Sonda sa radioaktivne oznadi s pouZitim techniky nahodného znagenia, ako je uvedené v priklade 2.

Filtre sa prehybridizuji v QuickHyb roztoku na rychlu hybridiziciu (Stratagene) pocas 30 mintt pri
65 °C. Radioaktivne znadena sonda (1-2 x 10° cpm/ml) a sonikovana lososia spermatickdi DNA (kone¢né
koncentracia 100 pg/ml) sa denaturuju zahriatim na 95 °C na 10 minut a rychlo sa ochladia na 'ade pred pri-
danim k filtru v QuickHyb. Hybridizacia sa uskutoéni pri 65 °C poéas 3 hodin. Nehybridizovana sonda sa
odstrani premytim filtra dvakrat po¢as 15 mimit v 2X SSC, 0,1 % dodecylsiranom sodnym pri laboratorne;j
teplote a potom 2 x pocas 15 min. v 0,1X SSC, 0,1 % SDS pri 62 °C. Po premyti sa filtre kratko susia a po-
tom sa exponuju na Kodak XAR-2 filme s intenzifikovanym snimanim pri -80 °C. Vysledky si uvedené na
obr. 7, ktory ukazuje hlavny typ mRNA s pribliZzne 4,5 kB. Minoritné typy s 4,3 kB a 1,6 kB su tieZ pritom-
né. Ocakavana velkost LLGN cDNA je 1,6 kB. LLGXL sekvencia je pravdepodobne kédovana hlavnym de-
tegovanym typom mRNA.

B) Expresia LLG RNA v réznych ludskych tkanivach

Komer¢ne pripraveny filter obsahujuci 3 ug kazdej mRNA z ludskych tkaniv (srdce, mozog, placenta,
pluca, peceti, kostrovy sval, oblicky a pankreas) sa ziskaju od Clontech (katalégové ¢. 7760-1). Tento filter
sa sonduje a spracuje spdsobom opisanym skér. Po sondovani radioaktivne oznadenym LLG fragmentom a
autoradiografiou sa sonda odstrani premytim v horicom 0,1X SSC, 0,1 % SDS pocas 2 x 15 mintt v inkuba-
tore pri 65 °C. Membrany sa potom sonduju 1,4 kB DNA fragmentom kédujucim Pudsku lipoproteinovi 1i-
pazu. Tento fragment sa ziska RT-PCR RNA z THP-10 (o$etrenych PMA a oxLDL) s pouZitim 5'LPL a
3'LPL primérov uvedenych na obr. 1 a RT.PCR podmienok opisanych skér. Po autoradiografii sa membrany
znovu odistia a sonduju sa znova radioaktivne oznadenym fragmentom cDNA ludského B-aktinu na normali-
zaciu obsahu RNA. Vysledky tychto analyz su uvedené na obr. 8. Najvyssie hladiny informacie pre LLG sa
deteguju v placentarnej RNA a najniZSie hladiny sa deteguju v RNA z plic, pecene a obliéiek. V sulade so
skor uvedenymi $tudiami (Verhoeven, A.J.M., Jansen, H., (1994) Biochem. Biophys. Acta 1211: 121 - 124)
sa informacia pre lipoproteinovii lipazu nachadza v mnohych tkanivach, s najvy3$§imi koncentraciami v srd-
covych tkanivach a kostrovom svale. Vysledky tejto analyzy naznauju, Ze tkanivova distribicia expresie
LLG je veImi odlisna od distribicie LPL. Charakter expresie LLG je tieZ odliSny od charakteru expresie tak
pedetiovej lipazy, ako aj pankreatickej lipazy, ako je opisany v inych §tadiach (Wang, C.-S., a Harstuck, J.A.
(1993) Biochem. Biophys. Acta 1166: 1 - 19; Semenkovich, C.F., Chen, S.-W., Wims, M., Luo, C.-C,, Li,
W.-H., a Chan, L., (1989) J. Lipid. Res. 30: 423 - 431; Adams, M.D., Kerlavage, A.R., Fields, C., a Venter,
C. (1993) Nature Genet. 4: 256 - 265).

Na uréenie charakteru expresie v d’al$ich 'udskych tkanivach sa ind komeréne dostupna membrana son-
duje LLGXL cDNA. Tento ,,dot blot“ (Human RNA Master Blot, Clontech katalogové ¢. 7770-1) obsahuje
100 - 500 ng mRNA z 50 rdznych tkaniv a je normalizovany na ekvivalentnu prirodzeni génovii expresiu
(Chen, L., a Morin, R. (1971) Biochim. Biophys. Acta 231: 194 - 197). 1,6 kB Dral-Srfl fragment LLGXL
cDNA sa zna&i **PdCTP s pouZitim systému nahodnych oligonukleotydov (Prime It II, Stratagene) podl'a na-
vodu vyrobcu. Po 30 minutach prehybridizacie pri 65 °C sa sonda prida do QuickHyb hybridizacného rozto-
ku pri 1,3 x 10° cpm/ml. Hybridizéacia sa uskutoéni pri 65 °C poéas 2 hodin. Nehybridizovana sonda sa od-
strani premytim filtrov dvakrat pocas 15 minit v 2X SSC, 0,1 % dodecylsiranom sodnym pri laboratome;j
teplote a potom dvakrat pocas 15 minit v 0,1X SSC, 0,1 % SDS pri 62 °C. Po premyti sa filtre kratko susia a
potom sa exponujii na Kodak XAR-2 filme s intenzifikovanym snimanim pri -80 °C, v r6znom Case. Zaznam,
ktory vznikne sa kvalifikuje denzitometriou. Vysledky sii uvedené v tabulke 2. Relativne hladiny expresie
v tkanivach zistené v Northern analyze viacerych tkaniv a ,,dot blot“ analyze viacerych tkaniv si podobné,
s najvys§imi hladinami v placente a najniZ§imi hladinami v plicach, peceni a obli¢kach. Vo fetdlnej peceni,
oblickach a plicach je expresia priblizne rovnaka ako v tkanivach od dospelych jedincov. Hladiny expresie
v tkanivach $titnej Zl'azy boli prekvapivo najvyssie zo vietkych testovanych tkaniv, s expresiou 122 % expre-
sie v placentarnom tkanive. Zatial’ o sa predpokladala expresia lipazy v placente (Rothwell, J.E., Elphick,
M.C. (1982) J. Dev. Physiol. 4: 153 - 159; Verhoeven, A.J. M., Carling, D., a Jansen, H. (1994) J. Lipid Res.
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35: 966 - 975; Burton, B.K., Mueller, H.W. (1980) Biochim. Biophys. Acta 618: 449 - 460), nebolo doteraz
zname, Ze by bola v §titnej Zl'aze exprimovana akakol'vek lipaza. Tieto vysledky naznacuju, Ze LLG expresia
sa mdZe zukastnit’ funkcie placenty, kde moze LLG sliZit na uvolnenie volnych mastnych kyselin zo sub-
stratov, ako st fosfolipidy, ktoré st potom zdrojom energie. LLG exprimovany v 3titnej Zl'aze moZe vytvarat
prekurzory na syntézu bioaktivnych molekil Stitnou Zl'azou.

Tabulka 2: Expresia LLG mRNA v réznych l'udskych tkanivach

Cely mozog N.D. Substantia nigra N.D.
Amygdala N.D. Temporélny lalok N.D.
Nucleus caudatus N.D. Thalamus N.D.
Cerebellum 4 Subtalamické jadro N.D.
Mozgova kora N.D. Miecha N.D.
Frontalny lalok N.D. Srdce N.D.
Hippocampus N.D. Aorta N.D.
Medulia oblongata N.D. Kostrovy sval N.D.
Okcipitalny lalok N.D. Hrubé ¢revo 8
Putamen N.D. Mocovy mechur N.D.
Maternica N.D. Semenniky 9
Prostata 3 Vajeéniky N.D.
Zaludok N.D. Pankreas N.D.
Hypofyza N.D: Kostna drefi N.D:
Nadoblicky N.D. Apendix 7
Stitna Zl'aza 122 Plica 29
Slinné zlazy N.D. Priedusnica 12
Mlie¢na 7laza N.D. Placenta 100
Oblicky 44 Fetalny mozog 5
Peceil 61 Fetalne srdce N.D.
Tenké ¢revo 6 Fetalna oblicka 56
Slezina N.D. Fetalna peceni 14
Tymus N.D: Fetalna slezina N.D.
Periférmy leukocyt N.D. Fetalny tymus N.D.
Lymfaticka uzlina N.D. Fetalne plica 8

Uvedené hodnoty su percenta expresie proti expresii v placente, ktora bola stanovena na 100 %. Hodnoty
st priemery denzitometrickych merani z dvoch autoradiografickych merani.
N.D. = nedetegovatel'na hladina

C) Expresia LLG RNA v kultivovanych endotelovych bunkach

Ludské endotelové bunky pupocnikovej zily (HUVEC) a ludské endotelové bunky koronarnej artérie
(HCAEC) sa ziskaju od Clonetics. HUVEC sa propaguji v komercne ziskanom kultivaénom médiu pre endo-
telové bunky (EGM, Clonetics) doplnenom 3 mg/ml extraktu z hoviddzieho mozgu (Maciag, T., Cerunolo, J.,
Iisley, S., Kelley, P.R. a Forand, R., (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 5674 - 5678), Clonetics), zatial
¢o HCAEC sa propaguji v EGM doplnenom 3 mg/ml extraktu z hoviddzieho mozgu a 3 % fetilnym hovi-
dzim sérom (5 % kone¢na koncentracia). Bunky sa kultivuju do konfluencie a potom sa médium zameni za
EGM bez extraktu z hovidzieho mozgu. Kultiry sa stimuluji pridanim 100 ng/ml forbolmyristatu (Sigma).
Po 24 hodinovej inkubacii sa RNA extrahuje z buniek s pouZitim Trizolovej metédy opisanej skor. 20 pg cel-
kovej RNA sa podrobi elektroforéze a prenesie sa na membrany na analyzu. Membrany sa sonduju LLG a
LPL sondami, ako je opisané. Vysledky si uvedené na obr. 9. Na 20 pug celkovej RNA z THP-1 buniek sti-
mulovanych PMA sa vykona analyza na §kvrne kv6li porovnaniu. RNA hybridizujuca na LLG sondu sa de-
teguje v nestimulovanych a PMA stimulovanych HUVEC bunkach. Naopak, detegovatelné hladiny LLG
mRNA boli v kultirach HCAEC buniek zistené iba po stimulacii PMA. V silade s predchadzajucimi $tudia-
mi nebola v akychkol'vek RNA endotelovych bunkéach detegovand mRNA na lipoproteinovii lipdzu (Verhoe-
ven, A.J.M,, Jansen, H., (1994) Biochem. Biophys. Acta 1211: 121 - 124).

Priklad 4: Analyza LLG proteinu
A) Priprava protilatky
Pripravi sa antisérum k peptidom so sekvenciou zodpovedajicou regionu predpokladaného proteinu ko-

dovaného LLG cDNA otvorenym ¢itacim ramcom. Tento peptid sa vyberie vzhladom na jeho predpokladany
vysoky index antigenicity (Jameson, B.A., a Wolf, H. (1988) Comput. Applic. In the Biosciences 4: 181 -
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- 186). Sekvencia imuniza¢ného peptidu nebola najdena v Ziadnom proteine alebo translatovanej DNA sek-
vencii v Genbank databaze. Jeho zodpovedajiica pozicia v LLG proteine je uvedena na obr. 10. Karboxy-
koncovy cystein peptidu nezodpoveda zvyiku v domnelom LLG proteine, ale je vloZeny na ulahéenie navia-
zania na proteinovy nosic. Peptid sa syntetizuje na Applied Biosystems Model 433 A peptidovom syntezatore.
2 mg peptidu sa naviaZe na 2 mg prisavného hemokyaninu aktivovaného meleimimidom podl'a postupu opi-
saného v Imject Activated Immunogen Conjugation Kite (Pierce Chemical). Po odsoleni sa jedna polovica
konjugatu emulzifikuje s rovnakym objemom Freundovho kompletného adjuvans (Pierce). Tato emulzia sa
injekéne poda kralikom druhu New Zealand White. Styri tyZdne po prvej imunizécii sa podd dosycovacia
davka emulzie vyrobenej rovnakym spésobom s tou vynimkou, Ze sa pouZije Freundovo nekompletné adju-
vans (Pierce). Dva tyZdne po dosycovacej davke sa odoberie krv a titrami $pecifickych protilatok sa uréi
ELISA s pouZitim imobilizovaného peptidu. Dal$ia dosycovacia davka sa vykona 1 mesiac po prvej dosyco-
vacej davke.

B) Western analyza média z kultir endotelovych buniek

HUVEC a HCAEC bunky sa kultivuju a stimuluji PMA rovnakym spdsobom, ako je opisané v priklade
3C s tou vynimkou, Ze bunky sa stimuluju PMA pocas 48 hodin. Vzorky kondicionovaného média (9 ml) sa
inkubuju s 500 pl 50 % kasSe heparin-Sepharosa CL- B v salinickom roztoku pufrovanom fosfatom (PBS,
150 mM chlorid sodny, 100 mM fosfore¢nan sodny, pH 7,2). Heparin-Sepharosa sa vyberie na ¢iastoéné pre-
Cistenie a koncentrovanie LLG proteinov vzhl'adom na konzervaciu zvySkov v LLGXL sekvencii, ktoré boli
identifikované ako zasadné pre vizbovu aktivitu LPL pre heparin (Ma, Y., Henderson, H.E., Liu, M.S.,
Zhyng, H., Forsyte, 1.J., Clarke-Lewis, 1., Hayden, M.R., a Brunzell, J.D., J. Lipid Res., 35: 2049 - 2059; a
obr. 6). Po rotécii pri 4 °C pocas 1 hodiny sa vzorky centrifuguju pocas 5 minit pri 150 x g. Médium sa aspi-
ruje a Sepharosa sa premyje 14 ml PBS. Po centrifugacii a aspiracii sa peleta Heparin-Sepharosy suspenduje
v 200 pul 2x SDS zavadzacieho pufra (4 % SDS, 20 % glycerol, 2 % B-merkaptoetanol, 0,002 % bromfenolo-
va modra a 120 mM Tris, pH 6,8). Vzorky sa zahrievaji pri 95 °C po¢as 5 minut a 40 pl sa zavedie do 10 %
Tris-Glycin SDS gélu. Po elektroforéze pri 140 V za priblizne 90 minit sa proteiny prenesu na nitrocelulézo-
vé membrany s pouZitim Novex elektroblotovacieho pristroja (210 V, 1 hodina). Membrany sa blokuju pocas
30 minit v blokovacom pufri (5 % odtuénené susené mlieko, 0,1 % Tween 20, 150 mM chlorid sodny,
25 mM Tris pH 7,2). Antisérum proti peptidu a normalne krali¢ie sérum sa riedia 1 : 5 000 v blokovacom
pufri a inkubuji sa s membranami za jemného mie$ania pocas noci pri 4 °C. Membrany sa potom premyju
4 x 15 minut TBTS (0,1 % Tween 20, 150 mM chlorid sodny, 25 mM Tris pH 7,2). Kozie antisérum proti
krali¢im protilaitkam konjugované s peroxidazou (Boehringer Mannheim) sa riedi 1 : 5 000 v blokovacom
pufri a inkubuje sa s membranami jemnym trepanim pocas 1 hodiny. Membrany sa premyjti spdsobom uve-
denym skor, reaguju s Renaissance chemiluminiscenénym ¢inidlom (DuPont NEN) a exponuju sa na Kodak
XAR-2 filme. Vysledky su uvedené na obr. 11. Vo vzorkach z nestimulovanych HUVEC a HCAEC buniek
st pritomné dva druhy imunoreaktivnych proteinov. Koncentracie imunoreaktivnych proteinov v nestimulo-
vanych HCAEC vzorkach su ovela niZ§ie, ako koncentracie v zodpovedajucich HUVEC vzorkach. Pri stimu-
lacii PMA su kultirami endotelovych buniek secernované tri imunoreaktivne proteiny. Expozicia PMA
znaéne zvy$uje hladiny LLG proteinov produkovanych HCAEC kultirami. Indukcia LLG proteinov PMA
v HUVEC kulturach nie je taka vyrazna.

Priklad 5: Rekombinantné produkcia LLG proteinov

A) LLG expresné konStrukty

c¢DNA kddujuce LLGN a LLGXL proteiny sa klonuju do cicav¢ieho expresného vektora pPCDNA3 (Invit-
rogen). Tento vektor umoZituje expresiu cudzorodych génov v mnohych cicavéich bunkach s pouZitim cyto-
megalovirusového hlavného neskorého promoétora. LLGN 5'RACE produkt sa klonuje do EcoRI miesta
pCDNA3. LLGXL cDNA sa travi Dral a Srfl za ziskania 1,55 kB cDNA (pozri obr. 4). Vektor sa travi res-
trikénym enzymom EcoRV a vektor a inzert sa liguju s pouzitim T4 DNA ligazy a ¢inidiel z Rapid Ligation
Kitu (Boehringer Mannheim) podl'a ndvodu vyrobcu. Produkty ligicie sa pouZiji na transforméciu kompe-
tentnych E. coli. Vysledné koldnie sa vySetruju redtrikénou analyzou a sekvencovanim na pritomnost’ a orien-
taciu inzertu v expresnom vektore.

B) Prechodna transfekcia LLG v COS-7 bunkach

LLG expresné vektory sa vlozia do COS-7 buniek s pouZitim Lipofectaminového katiénového lipidového
&inidla (GIBCO). 24 hodin pred transfekciou sa COS-7 bunky umiestnia na 60 mm tkanivové kultivaéné dis-
ky s hustotou 2 x 10° buniek/disk. Bunky sa propagujii v Dulbeccovom modifikovanom Eaglovom médiu
(DMEM, GIBCO) doplnenom 10 % fetalnym tel'acim sérom, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu.
1 ug plazmidovej DNA sa prida do 300 pl Optimem I bezsérového média (GIBCO). 10 pl Lipofectaminové-
ho ¢inidla sa riedi 300 pl Optimem I média, tato zmes sa prida k roztoku DNA a uskuto¢ni sa reakcia pri la-
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boratérnej teplote po€as 30 mimit. Médium sa odstrani z platni a bunky sa preplachnu 2 ml Optimem média.
Roztok DNA-Lipofectamin sa prida k platniam spolu s 2,7 ml Optimem média a platne sa inkubuju pocas
5 hodin pri 37 °C. Po inkubacii sa bezsérové médium odstrani a nahradi sa DMEM doplnenym 2 % FBS a
antibiotikami. 12 hodin po transfekcii sa niektoré kultiry ofetria bud’ 0,25 mM Pefabloc SC (Boehringer
Mannheim), inhibitorom proteéz, alebo 10 U/ml heparinu. 30 mimit pred odberom sa vzorky oSetrené hepari-
nom osetria d'al§imi 40 U/ml heparinu. Médium sa odstrani z buniek 60 hodin po transfekcii. Heparin-
Sepharosa CL-4B (200 pl 50 % kasa v PBS, pH 7,2) sa prida k 1 ml média a mieSa sa pri 4 °C po¢as 1 hodi-
ny. Sepharosa sa peletuje centrifugaciou pri nizkej rychlosti a premyje sa trikrat 1 ml studeného PBS. Sepha-
rosa sa peletuje a suspenduje v 100 pl 2x zavadzacieho pufra. Vzorky sa zahreji na 95 °C na 5 minit. 40 pl
kazdej vzorky sa zavedie na 10 % SDS-PAGE gél. Elektroforéza a Western analyza sa uskuto¢nia s pouZitim
anti-LLG antiséra spdsobom opisanym skor. Vysledky si uvedené na obr. 12. Proteiny z HCAEC kondicio-
novaného média boli pouZité na kontrolu velkosti. LLGN migruje pri priblizne 40 kD, ¢o zodpoveda naj-
mengiemu prizku v HCAEC. Médium z COS-7 buniek transfektovanych LLGXL cDNA obsahuje prazky
tak 68 kD, ako aj 40 kD. Ked boli tieto bunky oSetrené heparinom, tak sa vyrazne zvysilo mnoZstvo tak
68 kD, ako aj 40 kD proteinov ziskanych z média, ¢o ukazuje na uvolnenie proteinu naviazaného na proteog-
lykany z povrchu buniek, alebo na stabilizaciu proteinov heparinom. Ked’ boli bunky oSetrené inhibitorom
proteaz Pefabloc, tak sa mnoZstvo 68 kD proteinu zvysilo oproti 40 kD proteinu. To naznacuje, Ze protein
s niZz$ou molekulovou hmotnostou produkovany tymito bunkami je produkt proteolyzy vicsej 68 kD formy.
Uloha mRNA identifikovanej v diferencialnom zobrazeni, ktora kéduje krat$i 40 kD protein, nie je znama.
Existuju viak prace, opisujice alternativne zostrihnuti formu pecetiovej lipazy, ktord je exprimovana Speci-
fickym spésobom a mézZe tvorit’ skrateny protein.

Priklad 6: LLG v zvieracich druhoch

A) Klonovanie krali¢ieho homologu LLG

Komeréne dostupna lambda cDNA kniZnica odvodena z krali¢ieho plicneho tkaniva (Clontech, katald-
gové ¢. TL1010b) sa pouZije na izolaciu fragmentu krali¢ieho homolégu LLG génu. 5 ul zasobného roztoku
kniznice sa prida k 45 ul vody a zmes sa zahreje na 95 °C na 10 mimit. Potom sa prida v kone¢nom objeme
100 pl: 200 uM dNTP, 20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCF, 100 uM kaZdého priméru
DLIP774 a LLGgen2a a 2,5 U Taq polymerazy (GIBCO). Vykona sa 35 teplotnych cyklov s parametrami: 15
sekind pri 94 °C, 20 sekind pri 50 °C a 30 sekund pri 72 °C. 10 ul reakcnej zmesi sa analyzuje s pouZitim
elektroforézy na agarézovom géli. Deteguje sa produkt s priblizne 300 parmi baz. Cast’ (4 pl) reakénej zmesi
sa pouzije na klonovanie produktu s pouZitim TA klonovacieho systému. Inzert vysledného klonu sa sekven-
cuyje (SEQ ID NO: 11). Zoradenie odvodenej kralicej aminokyselinovej sekvencie (SEQ ID NO: 12) a zod-
povedajica sekvencia 'udskej cDNA je tiez uvedené na obr. 14. V nukleotidoch, ktoré nepatria do amplifi-
kacénych priemerov, je 85,8 % identita medzi sekvenciou krali¢ieho a l'udského LLG. Predpokladany protein
kédovany touto kralicou cDNA ma 94,6 % identitu s 'udskym proteinom s tym, Ze véc¢Sina nukleotidovych
substiticii je v tretej alebo ,,vratkej* pozicii kodénov. Vyznamné je, Ze tento region zahrnuje ,,vie€¢kovou*
sekvenciu predpokladanych LLG proteinov a je variabilnou doménou v rodine lipazového génu. Toto je do-
kaz vysokého stuptia konzervacie tohto génu medzi druhmi.

B) LLG v inych druhoch

Na dékaz pritomnosti LLG génu v inych druhoch je genémova DNA z r6znych druhov restrikéne travena
EcoRl, separovana elektroforézou na agarézovych géloch a blotovana na nitrocelulézové membrany.

Membrany sa hybridizuji po&as noci pri 65 °C s 2,5 x 10° cpm/ml ndhodnych *P-LLG alebo **P-LPL
(lipoproteinova lipaza) sond v hybridiza¢nom roztoku obsahujucom 6X SSC, 10 % dextransiran, 5X Denhar-
tov roztok, 1 % SDS a 5 pg/ml lososej spermatickej DNA. Membrany sa premyju 0,1X SSC, 0,5 % SDS po-
¢as 10 minit pri laboratdrnej teplote a potom postupne poc¢as 10 minit pri 40 °C, 50 °C a 55 °C. Autoradio-
gramy blotov sui uvedené na obr. 16.

Obr. 16 ukazuje pritomnost LLG a LPL génov u vsetkych vySetrovanych druhov s tou vynimkou, Ze
ziadna hybridizécia nebola pozorovana pre LLG sondu proti krysej DNA. Data pre krysiu DNA mé6zu byt ar-
tefaktom spésobenym tvorbou abnormalne velkych restrikénych fragmentov obsahujicich LLG sekvencie.
Také fragmenty mézZu byt’ mimo frakcionaéného rozsahu agarézového gélu alebo méZu byt’ neuéinne bloto-
vané. Rézne pruzky detegované dvoma sondami naznadujui, Ze LPL a LLG su separované, evolu¢ne konzer-
vované gény.

Priklad 7: Enzymaticka aktivita LLGXL

A) Fosfolipazova aktivita
Kondicionované média z COS-7 buniek prechodne exprimujicich I'udsku lipoproteinovu lipazu (LPL),
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LLGN alebo LLGXL sa testujui na fosfolipazovii aktivitu. MEM obsahujuci 10 % FBS (MEM) sa pouZije
ako prazdna vzorka a kondicionované médium z COS-7 buniek transfektovanych protizmyslovym LLGXL
plazmidom (AS) sa pouZije ako negativna kontrola.

Fosfatidylcholinova (PC) emulzia sa vyrobi s pouZitim 10 ul fosfatidylcholinu (10 mM), 40 pl "C-
-fosfatidylcholinu, dipalmitoylu (2 pCi), znadeného v sn 1 a sn 2 pozicii a 100 pl Tris-TCNB (100 mM Tris,
1 % Triton, 5 mM CaCl,, 200 mM NaCl, 0,1 % BSA). Emulzia sa odpari za 10 mimit, potom sa upravi na
kone¢ny objem 1 ml pridanim Tris-TCNB.

Reakcia sa vykona dvojmo a obsahuje 20 pl PC emulzie a 950 pl média. Vzorky sa inkubujii v trepacom
vodnom kuipeli pocas 2 - 4 hodin pri 37 °C. Reakcia sa ukon¢i pridanim 1 ml 1N HCI, potom sa urobi extrak-
cia 4 ml 2-propanol : hexanu (1 : 1). Horna 1,8 ml hexanova vrstva sa zavedie do silikagélovej kolény a
uvolneny "“C - bez mastnych kyselin obsiahnuty v pretekajticej frakcii sa kvantifikuje v scintila¢nom pristro-
ji. Vysledky testu sti uvedené na obr. 14.

B) Triacylglycerol-lipazova aktivita

Kondicionované média z COS-7 buniek prechodne exprimujicich T'udsku lipoproteinovu lipazu (LPL),
LLGN, alebo LLGXL sa testuju na triacylglycerol-lipazovu aktivitu. MEM obsahujuci 10 % FBS (MEM) sa
pouZije ako prazdna vzorka a kondicionované médium z COS-7 buniek transfektovanych protizmyslovym
LLGXL plazmidom (AS) sa pouZije ako negativna kontrola.

Koncentrovany substrat sa pripravi ako bezvod4 emulzia znageného trioleinu (9,10-’H(N)) a nezna&eného
trioleinu (kone&né mnoZstvo celkového trioleinu = 150 mg s 6,25 x 10® cpm), ktora sa stabilizuje pridanim
9 mg lecitinu v 100 % glycerole. 0,56 3H-trioleinu (0,28 mCi) sa zmiesa s 0,17 ml nezna&eného trioleinu a
90 pl lecitinu (9 mg). Zmes sa odpari pridom dusika. Susend lipidova zmes sa emulzifikuje v 2,5 ml 100 %
glycerolu sonikaciou (30 sekundové pulzy, intenzita 2, 2 sekundové cykly, 5 mimit).

Substrat na test sa pripravi riedenim 1 objemu koncentrovaného substratu 4 objemami 0,2 M Tris-HCl
pufra (pH 8,0) obsahujucimi 3 % hmot./obj. hovidzieho sérového albuminu bez mastnych kyselin. Riedeny
substrat sa dokladne mieSa pocas 5 sekind.

Reakcie sa vykonaji dvojmo v celkovom objeme 0,2 ml obsahujucom 0,1 substratu na test a 0,1 ml uve-
deného kondicionovaného média. Reakéné zmesi sa inkubuji pocas 90 mimit pri 37 °C. Reakcia sa ukonéi
pridanim 3,25 ml metanol-chloroform-heptanu 1,41 : 1,25 : 1 (obj./obj./obj.) a potom 1,05 ml 0,1 M uhli¢itan
vapenaty-boritanového pufra (pH 10,5). Po dokladnom mie$ani pocas 15 sekiind sa vzorky centrifuguji po-
¢as 5 mimit pri 1000 rpm. 1,0 ml alikvétnej vrchnej vodnej fazy sa od¢ita v scintilacnom pristroji. Vysledky
testu su uvedené na obr. 15.

Priklad 8: Pouzitie LLG polypeptidu na vySetrovanie agonistov a antagonistov

Rekombinantna LLG sa produkuje v hmyzich bunkach infikovanych bakulovirusom. Rekombinantna
LLG sa precisti z kondicionovaného média obsahujuceho alebo neobsahujiceho sérum chromatografiou na
heparin-Sepharose a potom chromatografiou na katiénovej iénomeniCovej Zivici. Ak je to nutné, pouZije sa
na preéistenie LLG treti chromatograficky krok, ako je spracovanie na molekulovom site. PoCas precistenia
sa protilatky proti peptidu pouZiju na monitorovanie LLG proteinu a fosfolipazovy test sa pouZije na urcenie
aktivity LLG.

Vo fluorescenénom teste sti koneéné podmienky priblizne 10 mM Tris-HC1 (pH 7,4), 100 mM KCl,
2 mM CaCl,, 5 uM C¢NBD-PC{1-acyl-2-[6-(nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl)amino]kaproylfosfatidylcholin a
LLG protein (priblizne 1 - 100 ng). Reak&na zmes sa podrobi fluorescenéne;j excitacii pri 470 nm a priebezne
sa sleduje aktivita enzymu, ako je merana emisia fluorescencie pri 540 nm. Zliceniny a/alebo substancie,
ktoré si testované na stimulaéni a/alebo inhibiént aktivitu pre LLG, sa pridaju ako 10 - 200 mM roztoky
v dimetylsulfoxide. Zli¢eniny, ktoré stimuluji alebo inhibuju aktivitu LLG sa identifikuju podl'a toho, ¢i
sposobuju zvysenie alebo zniZenie emisie fluorescencie pri 540 nm.

V tio-teste su koneéné podmienky priblizne 25 mM Tris-HCI (pH 8,5), 100 mM KCl, 10 mM CaCl,,
4,24 mM Triton X-100, 0,5 mM 1,2-bis(hexanoyltio)-1,2-dideoxy-sn-glycero-3-fosforylcholinu, 5 mM 4,4'-
-ditiobispyridinu (z 50 mM zasobného roztoku v etanole) a 1 - 100 ng rekombinantného LLG. Fosfolipazova
aktivita sa meria zvySenim absorpcie pri 342 nm. ZluCeniny a/alebo substancie, ktoré su testované na stimu-
laénii a/alebo inhibi¢ni aktivitu pre LLG, sa pridaji ako 10 - 200 mM roztoky v dimetylsulfoxide. Zluceniny,
ktoré stimuluju alebo inhibuji aktivitu LLG sa identifikuju podla toho, ¢i spésobuju zvySenie alebo zniZenie
absorpcie pri 342 nm.

Priklad 9: Transgénne my3i exprimujuce l'udsky LLG

Na d’al§i vyskum fyziologickej ulohy LLG boli vytvorené transgénne my$i exprimujuce l'udsky LLG.

1,53 kB Dral/Srfl restrikény fragment kddujici LLGXL (pozri obr. 4) sa klonuje do plazmidového vekto-
ra (pHMG) ,,downstream“ od prométora pre ubikvitne exprimovany gén pre 3-hydroxy-3-metylglutaryl ko-
enzym A (HMG CoA) reduktazu. Transgénne my3i exprimujice rozne hladiny Fudského LLGXL sa generuju
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s pouZitim beZnych technik (pozri napriklad G.L. Tromp et al., Gene 1565: 199 - 205, 1995). Transgénne
my$i sa pouZiji na urenie vplyvu nadmernej expresic LLGXL na lipidovy profil, vaskuldrne patologické
stavy, rychlost’ vyvoja a zavaZnost aterosklerézy a iné fyziologické parametre.

Priklad 10: Expresia LLG v aterosklerotickom tkanive

Expresia LLGXL v aterosklerotickom tkanive sa vySetruje pomocou reverznej transkriptizove;j - polyme-
razovej retazovej reakcie (RT-PCR) s pouZitim mRNA izolovanej z vaskularnych biopsii od Styroch pacien-
tov s aterosklerézou. Vzorky tkaniva su zo steny aorty (jedna vzorka), arteria iliaca (dve vzorky) a karotidy
(jedna vzorka).

Biopsie z aterosklerotického tkaniva sa ziskaju od Gloucestershire Royal Hospital, England, a polyA+
mRNA sa pripravi a resuspenduje sa vo vode spracovanej dietylpyrouhliitanom (DEPC) v koncentracii
0,5 pg/ul mRNA. Reakcia s reverznou transkriptazou sa vykona podl'a GibcoBRL protokolu pre Superscript
Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis. Struéne, cDNA sa syntetizuje nasledujicim spo-
sobom: 2 pl kazdej mRNA sa pridaji k 1 pl oligo (dT)2.15 priméru a 9 ul DEC vody. Skimavky sa inkubuju
pri 70 °C pocas 10 minut a potom sa umiestnia na I'ad na 1 minitu. Do kazdej skimavky sa pridaji nasledu-
jlce zlozky: 2 pl 10X PCR pufra, 2 pl 25 mM MgCl, 1 pl 10 mM zmesi dNTP a 2 pl 0,1 M DTT. Po 5 mi-
nutach pri 42 °C sa prida 1 pl (200 jednotiek) SuperScript II reverznej transkriptzy. Reakéna zmes sa jemne
mie3a a potom sa inkubuje pri 42 °C pocas 50 mimit. Reakcia sa ukon¢i inkubaciou pri 70 °C pocas 15 minut
a potom umiestnenim na I'ad. Zvy$na mRNA sa zni¢i pridanim 1 ul RNAsy H do kaZdej skimavky a inkuba-
ciou podas 20 minut pri 37 °C.

PCR amplifikacie sa uskuto¢nia s pouzitim 2 pl cDNA reakénych zmesi. Do kaZdej skimavky sa prida:
5 pul 10X PCR pufra, 5 pl 2 mM dNTP, 1 pl hllg-gspl priméru (20 pmol/ml, pozri obr. 1), 1 pl hilg-gsp2a
priméru (20 pmol/ml, pozri obr. 1), 1,5 pl 50 mM MgCl,, 0,5 pl Taq polymerazy (5 U/ml) a 34 pl vody. Po
2 hodinach pri 95 °C sa urobi nasledujucich 30 cyklov PCR reakcie: 15 sekind pri 94 °C, 20 sekund pri
52 °C a 30 sekund pri 72 °C. Vysledna reak&na zmes sa necha pred elektroforetickou analyzou pocas 10 mi-
nut pri 72 °C na agarézovom géli. hllg-gsp priméry su $pecifické pre LLG a vedu k ziskaniu ofakavaného
produktu s 300 bp. V paralelnej PCR na dokaz toho, Ze reakcie syntézy boli uspesné, sa pouZiju priméry $pe-
cifické pre prevadzkovy gén, G3PDH (ludska glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza) (1 pl v koncentracii
20 pmol/mti).

G3PDH priméry (pozri obr. 1) vedu k ziskaniu ocakivaného produktu s 983 bp vo vsetkych bioptickych
vzorkach z ciev. LLG sa deteguje v troch zo §tyroch vzoriek, ked’ Ziadna expresia nie je detegovana vo vzor-
ke z arteria carotis.

Vsetky uvedené citacie st tu obsiahnuté ako odkaz.

Odbornikom v odbore bude jasné, Ze predkladany vynalez je vhodny na uskuto¢fiovanie predmetov vyna-
lezu a ziskanie uvedenych vysledkov a vyhod, rovnako ako tych, ktoré su od nich odvodené. Peptidy, poly-
nukleotidy, sposoby, postupy a techniky, ktoré si tu uvedené, su priklady vyhodnych uskutoéneni a neobme-
dzuji rozsah predkladaného vynélezu. Do rozsahu predkladaného vynalezu a pripojenych patentovych naro-
kov patria aj ich varianty a iné pouZitia, ktoré budu odbornikom v odbore jasné.
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(C) Opera¢ny systém: PC-DOS/MS-DOS
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(C) Klasifikacia:

(viii) Zastupca/agent - informacia:
(A) Meno: Fehlner Ph.D., Paul F.
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(B) Telefax: (610)454-3808

(2) Informéicia pre SEQ ID NO: 1:

(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dika: 367 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retazec: dvojity
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/kIi¢:

CDS

(B) Umiestnenie: 22...180

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 1:

GAATTCGGCT TGATCAATCG C

AAG AAC
Lys Asn

AAG AGG
Lys Arg

AGA GGT
Arg Gly

CGT TGT
Arg Cys

AAC AGC
Asn Ser
30

AAC CTT
Asn Leu
45

ART
Asn

AAR
Lys

CAG
Gln

AGC
Ser

ATG
Met

TCC
Sex

TTC
Phe

ATT

Ile
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Lys

GGC
Gly

CcTA
Leu

GAG
Glu
50

Lys

TGT
Cys

GGG
Gly

AAT
Asn
20

ACC
Thr

cce
Pro

U ®

GCC
2la

CGG
g

TGA

”*

TTCTTAATAC CATGCTGCAG AGTAGGGCAC ATCCTAGCCC

TGT CTG AGC TGC CGC
Cys Leu Ser Cys Aryg
1o

AAG AAA ATG AGG AAC
Lys Lvs Met Arg Asn
25

GCA GGC ATG CCT TTC
2la Gly Met Pro Phe
40

GGAAGGCCCT TAATACCTCC

AGGAGAAGTG GCCAGCACAA

TCCAATCAAA TCGTTGCAAA TCAGATTACA CTGTGCATGT CCTAGGAAAG GGAATCTTTA

CAAAATAAAC AGTGTGGACC CCTCAAAAAA AAAAAAAAGC

26

CGAATTC

51

147

200

260

320

387
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(2) Informécia pre SEQ ID NO: 2:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 53 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 2:

Phe Lys Lys Gly Ile Cys Leu Ser Cys Axg Lys Asn Arg Cys Asn Ser
1 5 10 15

Ile Gly Tyr Asn Ala Lys Lys Met Arg Asn Lys Arg Asn Ser Lys Met
20 25 30

Tyr Leu Lys Thr Arg Ala Gly Met Pro Phe Arg Gly Asn Leu Gln Ser
35 40 T
45

Leu Glu Cys Pro ~
50

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 3:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 1328 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: dvojity

(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: cDNA
(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/klu¢: CDS

(B) Umiestnenie: 312...1370

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 3:

.GAATTCGGCT TCTACTACTA CTAGGCCACG CGTCGCCTAG TACGGEGEGG GGGCLEGEEESG 60
TCAGCGAGTC CTTGCCTCCC GGCGGITCAG GACGAGGGCA GATCTCGTTC TGGGGCAAGC 120
CGTTGACACT CGCTCCCTGC CACCGCCCGG GOTCCOGTGCC GCTCAAGTTTT CATITTCCAC i80
CTTCTCTGCC TCCAGTCCCC CAGCCCCTGG CCGAGAGAAG GGTCTTACCG GCCGGGATTG 240
CTGGAAACAC CAAGAGGTGG TTTTTGTTTT TTAAAACTTC TGTTTCTTGG GAGGGGGTGT 300
GGCGGGGCAG G ATG AGC AAC TCC GTT CCT CTG CTC TGT TTC TGG AGC CIC 350

Met Ser Asn Ser Val Pro Leu Leu Cys Phe Txp Ser Leu

55 60 65

TGC TAT TGC TTT GCT GCG GGG AGC CCC GTA CCT TTT GGT CCA GAG GGA 398
Cys Tyr Cys Phe Ala Ala Gly Ser Pro Val Pro Phe Gly Pro Glu Gly

70 75 80
CGG CTG GAA GAT AAG CTC CAC AAA CCC AAA GCT ACA CAG ACT GAG GTC 446
Arg Leu Glu Asp Lys Leu His Lys Pro Lys Ala Thr Gin Thr Glu Val

85 90 95
AAA CCA TCT GTG AGG TTT AAC CTC CGCT ACC TCC AAG GAC CCA GAG CAT 454
Lys Pro Ser Val A-g Phe Asn Leu Arg Thr Ser Lys Asp Pro Glu His
100 105 110

GAA GGA TGC TAC CTC TCC GTC GGC CAC AGC CAG CCC TTA GAA GAC TGC 542
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Glu
118

AGT
Ser

ATG
Met

His

CTG
Leu

-

Gly
185

7T
Phe

GTG
Val

ACA
Thr

Lys

TAC

275

His

CTC
Leu

GTA

Gly

T™7C
Phre

AGC
Sex

ACA
Thx

GCC
Ala
180

A CAC

His

TCT
Sex

GCC
la

GGT
Gly

AGG

260

Cys

AAC
Asn

GGT
Gly

AGA
Arg
165

cAC
His

AGC
Ser

CcTC
Leu

GGG
Gly

Leu
245

CTC
Leu

CGT
X'G

GAC
Asp

GAT
AsSD

TGT

Tyx

ATG
Met

ATC
Ile
150

GAG
Glu

CAG
Gln

ATT
Ile

GGG
Gly

TAT

Tyr
230

GAT
Asp

CcT
Sex

TCC
Ser

ATC
Ile

GTC
val
310

GAG

Leu

ACA

Phe

Lys

CTT
Leu

GCC
Ala

AAT
Asn
215
GCA
Ala

ccT
Pro

cca
Pro

TTC
Phe
TAC
285
TTG

Leu

CAT

Ser
120

GCT
Ala

Glu

Gac
Asp

TAC
Tyz

Arg
200

GTC
val

GGC
Gly

GCC
Ala

GAC
Asp

val

Lys

AAC
Asn

GCC
Ala

ACG

Thxr
185

ATG

Cac
His

AAC

GGG
Gly

GAT
Asp
265

™6
Leu

AAT
Asn

TCA
Sexr

cca
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Gly

ACC
Thr

Trp

AAT
Asn
170

GAT
Asp

TG
Leu

TTC
Phe

cce
Pro
250

GCA
Ala

AGC
Ser

GGG
Gly

ATT
Ile

elaley

His

el
-

Phe

CTG
Leu
155

GTA
val

GCG
Ala

GTG
val
238

ATG

GAT
Asp

ATT
Ile

GGT
Gly

GCA
Ala
318

GTC

Ser

TTC
Phe
140

CaC

His

GTT
Val

GTC
Val

TGG
Trp

GGC
Gly
220

Lys

TIT
Phe

T
Phe

28

Gln
125

ATC
Ile

Lys

GTG
val

Asn

CTG
Leu
205

TAC
Ty=

Gly

Glu

GTG
val

ATT
Ile
285

TTC
Phe

GGA
Gly

cTC

ATT
Ile

CTC
Leu

GTT
val

AAT
Asn
190

CAG
Gln

AGC
Ser

ACG
Thr

GGG
Gly

GAT
Asp
270

CAG
Gln

CAG
Gln

ACA
Thx

Leu

CAC GG

His

GTG
val

GAC
Asp
175

ACC
Thr

GAG
Glu

cTC
Leu

val

GCC
Ala
255

GTC
val

ATG
Met

GTT

Glu

TCA
Ser
160

TGG

AGG
Arg

ARG
Lyvs

GGa

Gly

GGC
Gly
240

GAC
Asp

ACA
Thr
320

GAC

ASp

T=p
145

GCC
Ala

CTC
Leu

GTG
val

GAC
Asp

GCG
Ala
225

CGA
Arg

ATC
Ile

CAC
His

GTG

-Val

TGT
Cys
305

Glu

TCcT

Cys
130

ACG
Thx

CTG
Leu

ccce

]
1
o

GTG
val

GAT
Asp
210

CAC
His

ATC
Ile

ACC
Thx

o~
A

Gly
290

GGA
Gly

GTG
val

CTG

580

686

734

782

830

926

574

1022

1070

1118

1166



10

val

GTG
vVal

CGC
Arg
353

AGC

Ser

ATG
Met

TCC
Ser

Lys

AAT
Asn
340

T7C
Phe

ATT
Ile

Cys Glu

CAG GAC
Gln Asp

AAA AAG
Lys Lys

GGC TAC
Gly Tyx

Leu Lys
390

GAG TGT
Glu Cys

AAG CCG
Lys Pro

GGG ATC
Gly Ile
360

AAT GCC
Asn Ala
375

ACC CGG
Thr Arg

Arg

AGT
Serxr
345

Cys

AAG
Lys

GCA
Ala

SK 287687 B6

Ala Val
330

TTT GCC
Phe Ala

CTG AGC
Leu Ser

AAA ATG
Lys Met

GGC ATG
Gly Met
385

CAAGCCGAAT TC

(2) Informécia pre SEQ ID NO: 4:
(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 353 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologia: linearna
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 4:

Met
1

Phe

Val

Ser

Ala

Lys

Arg

50

Leu

Phe

Lys

Leu
130

Asn

Ala

Leu

35

Phe

Ser

Ala

Glu

Ser val ?
5

Gly Ser P
20

His Lys P

Asn Leu Arg

ro Leu Leu

ro Val Pro

ro Lys Ala

vVal Gly His

70

Lys Thr Phe

83

Asn Trp Leu Ei

100

Ala Asn Val

Thr Asp Ala

40

Thr Ser

55

Ser Gln

val val

Val Asn

133

His

TTC
Phe

Cys

AGG
Axg
380

CCT
Pro

Cys

Phe

25

Thr

Lvys

Pro

Leu
105
val

Asn

29

Leu Phe Val Asp Ser Leu
335
CAG TGC ACT GAC TCC AAT 1214
Gln Cys Thr Asp Ser Asn
350
CGC AAG AAC CGT TGT AAT 1262.
Arg Lys Asn Axg Cys Asn
363 370
AAC AAG AGG AAC AGC AAA 1310
Asn Lys Arg Asn Ser Lys
385
TTC AGA GGT AAC CTT CAG 1358
Phe Arg Gly Asn Leu Gln
400
1382
Phe Trp Ser Leu Cys Tyr Cys
10 15
Gly Pro Glu Gly Arg Leu Glu
30
Gln Thr Glu Val Lys Pro Ser
45
Asp Pro Glu His Glu Gly Cys
60
Leu Glu Asp Cys Ser Phe Asn
75 80
His Gly Trp Thr Met Ser Gly
S0 95
vVal Ser Ala Leu His Thr Arg
110
Asp Trp Leu Pro Leu Ala His
125
Thr Arg VvVal val Gly His Ser

140
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Asp

Ser

Glu

Lys
305

Lys

Cys

Ala

Ala

Ty

Leu

His

Lys

290

Asn

Thr

Arg

val

Gly

Ala

185

Asp

Glu

275

Pro

Ile

Ala

Axrg

Met Leu Asp
iso

His Leu Ile
165

Asn Phe Val
180

Gly Pro Met

AsSp Ala Asp

Leu Ser Ile

230

2Asn Gly Gly
245

Ser Ile Ala
260

2rg Ala val

Ser Phe Ala

Cys Leu Ser
310

Lys Lys Met
325

Ala Gly Met
340

(2) Informacia pre SEQ ID NO: §:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 1065 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: dvojity

(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/kIu¢: CDS
(B) Umiestnenie: 1...1065
(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 5:

His

Phe

285

Cys

Arg

Pro

SK 287687 B6

Leu Gln

Gly Thx

Glu Glyv
200

val 2sp

Phe Gln

Gly Thr
265

Leu Phe

280

Gln Cys

Arg Lys

Asn Lys

Phe Arg
345

30

Glu

Leu

170

val

Ala

Val

Pxo

250

Ile

val

Thx

Asn

Arg

330

Gly

1
On 0

Ur 0

Gly

Leu

Thr

Asp

Asp

Arg

315

Asn

Asn

Asp

Ala

Arg

Ile

His

220

val

Cys

Glu

Ser

Ser

300

Cys

Ser

Leu

Asp

Gly

val

Leu

285

Asn

Lys

Gln

Phe

val

Leu

val

270

val

Arg

Ser

Met

Ser
350

Ser Leu
160

Ala Gly
175

Gly Leu

Arg Leu

Thr Axg

Ile Asp

240

Asn Asp

Lys Cys

Asn Gln

Phe Lys

Ile Gly

320

Tyr Leu
335

Leu Glu



ATG
Mec

TTT
Phe
370

GAT

GTG
val

TAC

ATG
Met

ATC
Ile
450

GAG
Glu

ployy
Ser

TCC
Sex

ATC
Ile

GTC
val
610

AGC
Sexr
355

GCT
Ala

AGG
Arg

cTc
Leu

ACA
Thr
435

T
Phe

Lys

cTT
Leu

GCC
Ala

AAT
Asn
S1%5

GC?
Ala

g

CcCcT
Pro

CCG
v~

B

TTC
Phe

TAC
Ty~
595

TG
Leu

AAC
Asn

GCG
Ala

cTC
Leu

Phe

TCC
Sex
420

GCT
Ala

Glu

AGG
Arg
500

GTC
vVal

GGC
Gly

GCC
Ata

GAC
Asp

GGC
Gly
580

cccC

o

GGA
Gly

TCC
Serx

(e
Gly

cac
His

Asn
405

GTC
val

Lys

Asn

GCC
Ala

ACG
Thx

485

ATG
Mec

GGG

Gly ?

GAT
Asp
565
TTG

Leu

AAT
Asn

TCA
Sex

GTT
val

AGC
Ser

Lys
390

cTC
Leu

Gly

ACC
Thx

TGG
Trp

AAT
Asn
470

GAT
Asp

cTC
Leu

TTG
Leu

TTC
Phe

AGC
Ser

~
<4

CGly

ATT
Ile

ccT
Pro

ccc
Pro

w
Q9
u

ccc
Pro

CGC ACC TCC AAG GAC
Thr Ser Lys Asp

Arg

CAC AGC CAG CCC TTA
Ser Gln Pro Leu

His

Phe

CTG
Leu
455

GTA
val

GCG
Ala

GTG
val
335

ATG
Met

GAT
Asp

ATT
Ile

GGT
Gly

GCA
Ala
615

SK 287687 B6

AAA GCT ACA
Lys Ala Thr Gln

410

425

T=p

GGC
Gly

520

Lys

TTT
Phe

Phe

GGT
Gly

GAC
Asp
€00

TAT

T™TC ATC ATT CAC
Phe Ile Ile His
440

CAC ARA CTC GTG
His Lys Leu Val

CTG CTC TGT TTC
Lev Leu Cys
360

Phe

GTA CCT TTT GGT
Val Pro Phe Gly

CAG

395

GTT GTG GTT GAC
val val Val Asp

475

GTC AAT AAT ACC
Val Asn Asn Thr

490

CTG CAG
Leu Gln

TAC AGC
Ty=z Ser

GGA ACG
Gly Thr

GAA GGG
Glu Gly

GTG GAT
vVal Asp
570

ATT CAG
Ile Gin
585

T™rC CAG
Phe Gln

GGA ACA
Gly Thr

GAG
Giu

CcTC
Leu

GTG
val

CC
Ala
333

GTC
val

31

cca
Pro

GAA
Glu

GGA
Gly

TCA
Ser
460

TGG
TP

T=p

CCA
Pxo
380

ACT
Thr

AGG
Arg

AAG
Lys

Gly

GC
Gly
540

GAC
Asp

cTC

Leu

ccT

v
]
o

GGC
Gly

ACA
Thx
620

GAG
Glu

TGG
T
445

AGC
Sexr
365

GAG
Glu

GAG
Glu

GAC
Asp

GCC
Ala

cTC
Leu

GTG
val

GAC
Asp

CG
Ala
525

CGA
Arg

ATC
Ile

GTG
val

TGT
Cys
8§05

GAG
Glu

CAT
His

TGC
Cys
430

ACG

cTC
Leu

GGA
Gly

GTC
val

cTG
Leu

ccc
Pro

GTG
val

GAT
Asp
510

CAC
His

ATC
Ile

~
-

Eis

ACC
Thr

GGC
Gly
590

GGA
Gly

GTG
val

TGC
Cys

CGG
Arg

Glu
415

AGT
Ser

ATG
Met

CAC
His

Leu

GGa
Gly

485

TTT
Phe

GTG
Val

ACA
Thr

AAG
Lys

TAC

—
-

575
CAC

His

CTC
Leu

GTA
val

Thx

TAT
Tyx

CTG
Leu

cca
Pro
400

Gly

TTC
Phe

AGC
Sex

GCC
Ala
480

GCC
Ala

GGT
Gly

AGG
Axg
560

ACG
Thx

ATT

Ile

AAC
Asn

Lys

Glu
385

TCcT
Ser

TGC

AAC
Asn

GGT
Gly

Axg
465

CacC

His

AGC
Ser

CTC
Leu

GGG
Gly

TG
Leu
545

CTC
Leu

CcGT
A

GAC
AsD

GAT
Asp

TGT
Cyvs
625

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

578

624

6§72

720

768
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GAG CAT GAG CGA GCC GTC
Glu His Glu Arg Ala Val
630

GAC AAG CCG AGT TTT GCC
Asp Lys Pro Ser Phe Ala
645

AAG GGG ATC TGT CTG AGC
Lys Gly Ile Cys Leu Ser
660

TAC AAT GCC AAG AAA ATG
Tyr Asn Ala Lys Lys Met
675

AAA ACC CGG GCA GGC ATG
Lys Thr Arg Ala Gly Met

690 695
TGT CCC TGA
Cys Pro *
(2) Informacia pre SEQ ID NO: 6:
(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 355 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topoldgia: linearna
(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 6:

Met Ser Asn Ser Val Pro

1 5

Phe Ala Ala Gly Ser P
20

Asp Lys Leu His Lys Pro

35

Val Arg Phe Asn Leu Arg T

50

r Leu Ser Val Gly His

&5

Met Th

i

85

Ile Phe Glu Asn Trp Leu

100

Ala Lys Thr Phe

CAC
His

Phe

TGC
Cys

AGG
Arg
680

ccT
Pro

xro Val Pro Phe Gly T

70

[Vile
w

SK 287687 B6

Leu Phe

CAG TGC
Gla Cys
650

CGC AAG

Arg Lys
665

Asn Lys

TTC AGA
Phe Arg

Lvs Ala

40

Ser

Ser Gln

Phe Ile

GTT GAC
Val Asp
€35

ACT GAC
Thr Asp

AAC -CGT
Asn Arg

AGG AAC
Arg Asn

GGT aacC
Gly Asn

700

Leu Leu Cys Phe

10

25

Thr Gln

Lys Asp

TCT
Ser

TCC
Ser

TGT
Cys

AGC
Ser
685

Thr

Pro

CTG GTG AAT
Leu Val Asn

640

AAT CGC TTC
Asn Arg Phe
655

AAT AGC ATT
Asn Ser Ile

670

Lys Met TyT

CaG TCC CTG
Gln Ser Leu

n
[
H

Glu

Glu

Glu
60

CAG
Gln

Lys

Gly

CTA

Leu

Glu

705

912

960

1008

1056

1065

Leu Cys Tyr Cys

15

Gly Arg Leu Glu

30

vVal Lys Pro Ser

His Glu Gly Cys

Pro Leu Glu Asp Cys Ser Phe

75

Ile His Gly Trp Thr Met Sexr
95

90

108

32

110

Asn

Gly

His Lys Leu Val Ser Ala Leu His Thr Aarg
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Glu

Gln

Ile

145

Gly

Asp

Ser

Glue

Asp

Lys

305

Tyr

Lys

Cys

Lys

Leu

130

Ala

Asn

Ala

1l Leu

Asn

Pro

Asp

115

Ty

Arg

vVal

Gly

Ala
195

Asp

Gly
Glu
275

Pro

Ala

Arg

385

Met

Asp

Leu

Ser

260

Arg

Ser

Cys

Lvs

Ala
340

Asn

AsD

Leu

Leu

163

Phe

Pro

Ala

Ser I

Gly
245

Ile

Phe

Leu

Lys

32s

Gly

val

Ala

Asp

150

Ile

Val

Met

Ala

val

Ala

Sar
310

Met

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 7:

(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 2565 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: dvojity

(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: cDNA

vVal

val

135

Tzp

Gly

Lys

Phe

Phe

218§

Gly

Asp

Tyx

His

Phe

295

Cys

Arg

SK 287687 B6

val Val
120

Asn Asn

Leu Gln

Tyr Ser

Gly Thr

18s

Glu Gly
200

vVal Asp
Ile Gln
Phe Gln
Gly Thr

265

Leu Phe

280

Gla Cys

Arg Lys

Asn Lys

Phe Axg
343

33

Asp

Thr

Glu

Leu

170

val

Ala

Val

Met

Pro
250

Ile

val

Thx

Asn

g

330

Gly

Trp

Arg

Lys

155

Gly

Gly

Asp

Leu

Thr

AsSp

Asp

Arg

315

Asn

Asn

Leu

val

140

Asp

Ala

Arg

Ile

His

220

val

Ser

Ser

300

Ser

Leu

Pro

125

val

Asp

His

Ile

His
205

Thr

Gly

val

Leau

285

Asn

Asn

Leu

Gly

Phe

val

Eis

Leu

val

270

val

Arg

Ser

Met

w0
v
O H

Ala His

His Ser

Ser Leu
160

Ala Gly
175

Gly Leu

Arg Leu

Thr Arg

Ile Asp
240

Asn Asp
255

Lys Cys

Asn Gln

Phe Lys

Ile Gly
320

Tyvxr Leu
335

Leu Glu



(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/kIuc: CDS
(B) Umiestnenie: 252..1754

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 7:

GAATTCGCGG CCGCGTCGAC GGCGGCTCAG GACGAGGGCA GATCTCGTTC

SK 287687 B6

TGGGGCAAGC

CGTTGACACT CGCTCCCTGC CACCGCCCGG GCTCCGTGCC GCCAAGTTTT CATTTTCCAC

CTTCTCTGCC TCCAGTCCCC CAGCCCCTGG CCGAGAGAAG GSTCTTACCG GCCGGG

CTGGAAACAC CAAGAGGETGG TTTTTGTTTT TTAAAACTTC TGTTTCTTGG

ATTG

GAGGGGGTGT

GGCGGGGCAG G ATG AGC AAC TCC GTT CCT CTG CTC TGT TTC TGG AGC CTC
Met Ser Asn Ser Val Pro Leu Leu Cys Phe Trp Ser Leu
360

TGC
Cys

GGA
Gly

TTT
Phe

GTG GéC GGG TAT GCA GGC AAC TTC GTG
val Ala Gly Tyr Ala Gly Asn Phe Val Lys

TAT
Ty
370

G CTG

Leu

cca
Pro

GGAa

iy

AGC
Sex
450

ACA
Thr

Gee
Ala

CAC
His

TCT
Ser

S30

TGC
Cys

GAA
Glu

TCT
Ser

TGC
Cys

AAC
Asn
4358

GGT
Gly

AGA
Arg

CAC
His

AGC
Ser

CTC
Leu
515

TTT
Phe

GAT
Asp

GTG
val

TAC
Tyr
420

ATG
Met

ATC
Ile

GAG
Glu

CAG
Gln

ATT
Ile
500

GGG
Gly

GCT
Ala

AAG
Lys

AGG
Arg
405

cTC
Leu

cTT
Leu
485

GCC
Ala

AAT
Asn

GCG GGG
Ala Gly
375

CTC CAC
Leu Eis
390

T7T AAC
Phe Asn

TCC GTC

Ser Val

GCT AAA
Ala Lys

GAA AAC
Glu Asn
45¢S

GAC GCC AAT GTA GTT
val val

Asp Ala
470

TAC ACG
> Thr

AGG ATG
Arg Met

GTC CAC
val His

535

AGC CCC GTA CCT

Sex

AAN
Lys

cTC
Leu

GGC
Gly

Pro Val

CCC A3A
Pro Lys

CGC ACC
Arg Thr
410

CAC AGC
His Ser

-425

ACC
T™hr

440

TGG
Trp

Asn

GAT
Asp

cTC
Leu

TTG
Leu
520

TTT TTC
Phe Phe

CTG CAC
Leu His

GCG GTC
Ala val

Pro

GCT
Ala
395
e

Ser

CAG
Gln

ATC A

mm o~
e+ N

e His

Ile

Lys L

490

GAC TGG
Asp Trp

5Qs

ATC GGC

TTT GGT CCA
Phe Gly

380

ACA CAG
Thr Gln

AAG GaC
Lys Asp

CCC TTA
Pro Lau

385

Pro

ACT
Thr

cca
Pro

GAA
Glu

GAG
Gilu ¥

GAG
Giu H

4

41S

430

445

GTG GTT
Val val

AAT AAT
-Asn Asn

CTG CAG
Leu Gln

TAC AGC

Ile Gly Tyr Ser

34

ADA

GGA ACG

Gly Thr

540

GaC
Asp

ACC
Thr

GAG
Glu

cTe
Leu
525

GTG
Val

GGA
Gly

TCA
Ser

TGG
Trp

AGG
Axg

AAG
Lys
S1i0

GGA
Gly

GGC
Gly

GAC
Asp

TGG
Tep T

GCC
Ala L

CTTC

Leu

val
495

GAC

Asp

GCG
Ala

CGA
Arg

GAG GGA
Glu G

ly

GTC

al
00

CAT

is

TGC
Cys

ACG

hr

CTG

eu

cCcC
Pro
480

GTG
val

GAT
Asp

CAC
His

ATC
Ile

60

338

w
[=~]
(=]}

434

482

626

674

722

770

818



ACA
Thr
545

Lys

TAC
Tyxz

CAC
His

CTC
Leu

GTA
val
625

GTG
Val

CGC
Arg

AGC
Ser

ATG
Met

GGT TTG GAT CCT GCC
Gly Leu Asp Pro Ala

550

AGG CTC TCT CCG GAC
rg Leu Ser Pro Asp

5

65

ACG CGT TCC TTC GGC
Thr Arg Ser Phe Gly

580

ATT GAC ATC TAC CCC
Ile Asp Ile
595

T Pro

AAC GAT GTC TTG GGA
Asn Asp Val Leu Gly

610

AAA TGT GAG CAT GAG
Lys Cys Glu His Glu

630

AAT CAG GAC AAG CCG
Asn Gln Asp Lys Pro

&

TTC AAN 2AAG
ys Lys Gly Ile

660

45

GG ATC

ATT GGC TAC AAT GCC
Ile Gly Tyxr Asn Ala
875

TAC CTA AAA ACC CGG
Tyr Leu Lys Thr Arxg

690

CAG ATG
Gln Met
705

CCC ACC
Pro Thr

CTG CCA
Leu Pro

TTC CTG
Phe Leu

CTC ACC
Leu Thr

770

TTT CGC
Phe Arg
78S

AAA ATC
Lys Ile

TTT TAC
Phe TyzT

CTG GAA
Leu Glu
740

GTC TAC
Val T
755

TGG GAG
Trp Glu

AGC TAC
Ser Tyr

SK 287687 B6

GGG CCC ATG TTT
Gly Pro Met Phe

GAT GCA GAT TTT
Asp Ala Asp Phe

570

TTG AGC ATT GGT
Leu Ser Ile Gly

58S

AAT GGG GGT GAC
Asn Gly Gly Asp
600

TCA ATT GCA TAT
Ser Ile Ala Tyr

15

CGA GCC GTC Cac
Arg Ala Val His

AGT TTT GCC TTC
Ser Phe Ala Phre

650

TGT CTG AGC TGC
Cys Leu Ser Cys

€65

AAG AAA ATG AGG
Lys Lys Met Arg
880

GCA GGC ATG CCT
Ala Gly Met Pro.

695

CAT GTC TTC
His Val Phe
710

GTC ACC CTT
val Thr Leu

725

ATA GTG GAG
Ile Val Glu

ACC GAG GAG
Thr Glu Glu

GGG GCC TCT
Gly Ala Ser

778

CTG TCT CAA
Leu Ser Gln
790

AGT TAC AAG
Ser Tyr Lys

TAT GGC ACT
Tyr Gly Thr
730

CGG ATC GAG
Arg Ile Glu
745

GAC TTG GGA
Asp Leu Gly
760

CAG TCT TGG
Gln Ser Trp

CCC CGC AAC
Pro Arg Asn

35

GAA GGG
Glu Gly
555

GTG GAT
vVal Asp

ATT CAG
Ile Gln

TTC CAG
Phe Gln

CGC AAG
Arg Lys

AAC AAG
Asn Lys

TTC AGA
Phe Arg
700

AAC ATG
Asn Met
715

AAT GCA
Asn Ala

CAG AAT
Gln Asn

GAC CTC
Asp Leu

TAC AAC
Tyr Asn
780

CCC GGA
Pro Gly
735

GCC GAC
Ala Asp

GTC CTC
val Leu

ATG CCT
Met Pro
590

CCA GGC
Pro Gly
605

ATC ACA
Ile Thr

GTT GaC
Val Asp

ACT GAC
Thr Asp

AAC CGT
Asn Arg
870

AGG AAC
Arg Asn
685

GTT TAC
Val Tyr

GGA GAA
Gly Glu

GAT TCC
Asp Ser

GCC ACC
Ala Thr
750

TTG AAG
Leu Lys
785

CTG TGG
Leu T=p

CGG GAG
Arg Glu

ATC
Ile

CAC
His
§75

GTG
val

TGT
Cys

GAG
Glu

TCT
Ser

TCC
Ser
65%

TGT
Cys

‘AGC

Ser

‘CAT

His

ATT
Ile

CAG
Gln
735

AAC
Asn

ATC
Ile

AAG
Lys

CTG
Leu

CAC
His
560

ACC
Thr

GGC
Gly

GGA
Gly

GTG
val

CTG
Leu
640

2AT
Asn

GAG
Glu
720

ACT
Thr

ACC
Thr

CAG
Gln

GAG
Glu

AAT
Asn
800

866

914

962

1010

1058

1106

1154

1202

1250

1298

1346

1394

1442

1490

1538

1586
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ATC AGG

Arg

(2]
)=
m

TTT
Phe

TGT
Cys

TGG
Trp

TTT
Phe
835

Leu

ACT
Thr

AGT
Ser

ccC
fro
850
AGCAAGACTT
GGAAGGATTC
CTGGGACTCC
CTCTAACTCC
AGCTGGGTGC
TGTACTCTGC
TGCTCAGCCT
GATGGCAGGC

ACCATACTGC

CATCATTGGC

CGC
Arg

ACA
Thr

ATC
Ile

CGG
Arg
805

Gaa
Glu
820

GAC
AsSp

CGC

Arg Lys

GTG GAG
val Glu
CCTGCTATCC
TTCTCAGCCT
TCGCGGGAGG

AMACCTCTGT

AAG TGT
Cys

CTT
Lau

SK 287687 B6

AXG
Lys

TCT
Ser

GAG
Glu

AAC
Asn

CGG
g

GAT
Asp
840
CCC TGA
Pro ~
85S
AAGCCCATGSG
TGACCCTGGA
GGACTGCGCT

CCACACCTCC

CTGGEGGCCTT

CTGACGAGGA

GCTTTGAGCC

CTGGTATCTT

TTACGTCTTA

TTTCCTATTT

TCGTGCACAC
ACGCTGGCTC
TCAGTGAGAA
GCTCGGGCCC

GCCATTCCGT

GGG
Gly

GAA ACC
Glu Thr
810

ACC
Thx
8§25

AGC
Ser

AT?

Lo

TGG
Tzp

AGG
Arg

AGGRAAGTTA

GCACTGGGAA

GCTATAGCTC

AGAGTACCAA

TGGATTGGTT

CGAAGAGGC

TCCTTCCGA

TGGCTCTTGG

CCTGCTCCCC

ATG
Met

CAG
Gin

CGG
Arg

AAA
Lys

TCC
Ser

cCa
Pxo

GGC
Gly
830

AAA
Lys
845

AAC
Asn

CTGCTGAGGA
CAACTGGTCT

GCTGCCTC
GTCCAGATTT
TCTCAGTTGC
CTGTGTAGAA
CAGGAGCTCA
GGTTCTCATG

AGCTCACTCT

TTCTGTTCAT TTTTTAATTG AGCAAATGTC

TTAAAATTAA TTAGAATGTG GTAATGGACA TATTACTGAG CCTCTCCATT

TGGAGTTGGG ATTTCTAGAC CCTCTTTCTG TTTGGATGGT GTATGTGTAT

AAAGGCACCT GGGGCCTGGG GGAGGCTATA GGATATAAGC AGTCGACGCG

C

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 8:
(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 501 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(D)Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: protein

(x1) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 8:

36

CTG ACA
Leu Thr
815

CGG GaG
rg Glu

GAA ACC
Glu Thr

GGGTGCCCGG GCAAGTCTTG CCAGCAAGGT

CCCACCCAAT

CCTGTGATGG

TCTTGAATAG

GTGTGTAAGC

TGGGCGAGCC

GGCTGTCAGC

CTCATGTCAG

GGTTGTACTG

CTGAAGCACA

TATTGAACAC

TGGAACCCAG

ATGCATGGGG

GCCGCGAATT

1634

1682

1730

1784

1844

1504

1564

2024

2084

2144

2204

2264

2324

2384

2444

2504

2564



val

-y ~

65

Met

Ile

Glu

Ile
145

Gly

Ser
228
Ile

val

Glu

Ser

Lys

=g

50

Leu

Thr

Phe

Lys

Leu

130

Ala

Asn

Ala

Pro

Pro

210

Phe

Leu

His

Asn

Ala

Leu

35

Phe

Glu

Asp
115

Gly

Ala

195

Asp

Gly

Pro

Gly

Glu
275

Serxr

Gly

His

Asn

val

Lys

Asn

100

Ala

Met

His

Asn

180

Gly

Asp

Leu

Asn

Serxr

260

Arg

val

Ser

Lys

Leu

Gly

Thr

85

P

Asn

Asp

Leu

Leu

165

Phe

Ser

Gly
245

Ala

Pro

Arg

His

70

Phe

Leu

val

Ala

Asp

150

Ile

val

Met

Asp

Ile

230

Gly

Ala

val

Leu

val

Ser

Phe I

His

val

val
135

Trp

Gly

Lys

Phe

Phe

215

Gly

Asp

Tyr

His

SK 287687 B6

Leu

Pro

Alar

40

Ser

Gln

Lys
val
120

Asn

Leu

Gly
Glu
200

val

Phe

Gly

Leu
280

Cys Phe
10

Phe Gly

25
Thr Gln
Lys Asp
Pro Leu
Ile His
90

Leu Vval

105

vVal Asp

Asn Thr

Gln Glu

Ser Leu

170

Thr Val
185

Gly Ala
Asp Val
Gln Met
Gln Pro

250

Phe Val

37

Trp

Pro

Thr

Glu

75

Gly

Ser

Trp

Ar

Lys

155

Gly

Gly

Asp

Leau

Th

Asp

Ser

Glu

Glu

Glu

60

Asp

Tp

Ala

Leu

Vel

140

Asp

Ala

His
220

val

Cys

Glu

Leu

Gly

val

45

Cys

Thr

Leu

Pro

125

val

His

His

2035

Thr

Gly

Gly

val

Leu
285

Cys
Arg
30

Lys

Ser

Met

His

110

Leu

Phe

vVal

Thr
190

Lys

His

Leu

val

270

val

>

15

Leu

Gly

Phe

Ser

95

Thr

Ala

His

Ser

Ala

17s

Gly

Arg

Thr

Ile

Asn

255

Lys

Asn

Cys

Glu

Ser

Cys

80

Gly

Arg

Ser
Leu
160

Gly

Leu

Leu

Arg

Asp

240

Asp

Cys

Gln



10

15

Lys

305

Lys

Ile

Tyr

Glu
385

Tyx

Glu

Tyr

Ile

Lys Pro Ser Phe
2%0

Gly Ile Cys Leu
Asn Ala Lys Lys
325

Thr Arg Ala Gly
340

His Val Phe Ser
355

Val Thr Leu Tyx
370

Ile Val Glu Arg

Thr Glu Glu Asp 1

405

Gly Ala Ser Gln
420

Leu Ser Gln Pro

Arg Val Lys Ser

Ser
310

Met

Met

Gly

Ile

390

Ser

Arg

Asp Pro Glu Asn Th-

Lys Cys Arg Asp
485

Glu Leu Pro
500

(2) Informéacia pre SEQ ID NO: 9:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 1035 péarov baz

(B) Typ:

nukleova kyselina

(C) Retazec: dvojity
(D) Topoldgia: linedrna

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/kli¢: CDS
(B) Umiestnenie: 1...1035

SK 287687 B6

Phe Gln
295

Cys Arg

Arg Asn

Prxo Phe

Lys Asn
360

Thr Asn
375

Glu Gln

Gly Asp

Trp Ty

Asn Pro
440

Glu Thr
455

Ser Ile

Cys

Lys

Lys

Arg

345

Met

Asn

Leu

Asn
425

Gly

Gln

Ser

Met

38

Asn

Arg

330

Val

Gly

Asp

Leu
410

Leu

Arg

Pro

Lys
450

Glu

Thr
385

Lys

Ser

300

Cys

Ser

His

Gln
380

Asn

Ile

Leu
460

» Glu

Asn

Lys

Glu

365

Thr

Thr

Gln

Glu

Asn
445

Thxr

Giu

Thxr

Met

Glna

350

Leu

Phe

Leu

Ser

Phe

Met

Thr

‘g
A}
(o]

Leu

Gly

320

Lys

Phe

Leu

val
400

Ser

Thr



(xi) Opis sekvencie:

ATG
Met

Phe

GAT
Asp

GTG
Val
550

GAG
Glu

CAaG
Gln
630

ATT

Ile

GGG
Gly

TAT

GAT
Asp

TCT
Sex
710

TCC

) Sex

ATC
Ile

AGC
Ser

CT
Ala

AAG
Lys
535

AGG
Axyg

cTC
Leu

ACA

Thr

T
Phe

Lys
€15

CcTT

Leu

~e
o e

Ala

AAT
Asn

GCA
Ala

TAC
Tvr

AAC
Asn

GCG
Ala
520

CTC
Leu

Phe

T<C
Ser

GCT

Ala

GAA
Glu
800
GAC

Asp

TAC
TYy>

AGG
Arg

GTC
val

GGC
Gly
€80

GCC
Ala

GAC
Asp

GGC

Gly L

cccC
Pro

SEQID NO: 9:

TCC
Sexr
505

GGG
Gly

CAC
His

AAC
Asn

GTC
val

Lys
5835

Asn

GCC
Ala

CAC
His
663

AAC
Asn

GAT
Asp

TTG

GTT
val

AGC
Ser

Lys

cTC
Leu

TGG
Tzp

AAT
Asn

G GAT

Asp

CTC
Leu
8650

6
Leu

TC
Phe

cce
Pxo

GCa
Ala

AGC
Sex
730

GGG

o Gly

cCcT
Pro

ccc

cce
Pro

cGC
Axrg
555

CAC

His

TTT

Phe

CTG
Leu

GTA
val

GAC
Asp

ATC
Ile

vVal

ATG
Met

GAT
Asp
715
ATT
Ile

GGT
Gly

CcTG
Leu

GTA
val

Lys
540

ACC
Thr

AGC
Ser

TTC

Phe

cac
His

GTT
val
620

GTC
val

GGT
Gly

GAC
AsSD

cTC
Leu

CcCT
Pro
525

GCT
Ala

TCC
Ser

CAG
Gla

ATC
Ile

Lys
605

GTG
val

Asn

CTG
Leu

TAC

-

GGA
Gly
685

Glu

GTG
val

ATT
Ile

™™C
Phe
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TGT TTC
Cys Phe
510.

TTT GGT
Phe Gly

ACA CAG
Thr Gln

AAG GAC
Lys Asp

CCC TTA
Pro Leu
575

ATT CAC

Ile Eis
550

CTC GTG
Leu val

GTT GAC
val Asp

AAT ACC
Asn Thr

CAG. GAG
Gln Glu

AGC CTC
Ser Leu
670

ACG GTG
Thr vVal

G GCC
Gly Ala

GAT GTC
Asp Val

CAG ATG
Gln Met
735

CAG CCa

Gln Pro
750

39

Trp Ser

CCA GAG
Pro Glu

ACT GAG
Thr Glu
545

CCA GAG
Pro Glu
560

GAA GAC
Glu Asp

GGA TGG

Gly Txp

TCA GCC
Ser Ala

TGG CTC
Trp Leu
625

AGG GTG
Arg Val
640

AAG GAC
Lys Asp

GGA GCG
Gly Ala

GGC CGAa
Gly Arg

GAC ATC
Asp Ile
705

CTC CAC
Leu His
720

CCT GTG
ro vVal

GGC TGT
Gly Cys

cTc
Leu

GGA
Gly
530

GTC
val

CAT
His

TGC
Cys

ACG
Thr

CTG
Leu
610

cce
Pro

GTG
val

GAT
Asp

CAC
His

ATC
Ile
690

CAC
Hi

ACC
Thx

GGC
Gly

GGa
Gly

TGC

Cys
518

CGG
Arg

Lys

GAA
Glu

AGT
Ser

ATG

Met
595

cac
Eis

CTG
Leau

GGA
Gly

TTT
Phe

GTG
val
675

ACA
Thz

ARG
Lys

TAC

CAC
His

cTC
Leu
755

TAT

TC
Phe
580

AGC

Ser

ACA
Thr

GCC
Ala

CAC
His

TCT
Ser
650

GCC
Ala

GGT
Gly

AGG
Arg

ACG
Thx

ATT
Ile
740

AAC
Asn

TGC
Cys

GAA
Glu

TCT
Sex

Cys
565

Asn

GGT
Gly

AGA
Arg

Ccac
His

AGC
Ser
645

cTC
Leu

GGG
Gly

TTG
Leu

cTC
Leu

CGT
Axg
725

GAC
Asp

GAT
Asp

48

96

192

240

288

336

384

432

480

528

578

624

672

720

768



10

15

GTC
val

Glu

GAC

Asp
790

Lys

TAC

Lys

Leu

CAT
His
775
AAG

Lys

GGG
Gly

AAT
Asn

ACC
Thr

GGA
Gly
760

GAG
Glu

ATC
Ile

GCC
Ala

CGG
Arg
840

TCA
Sex

CGA
Axg

AGT

Ser

TGT
Cys

AAG
Lvs
825

GCA
Ala

ATT
Ile

GCc
Ala

7T
Phe

CTG
Leu
810

Lys

GGC
Gly

GCC

Ala
785

AGC
Ser

ATG
Met

ATG
Met

TAT GGA
Gly

765

CAC
His
780

cTC
Leu

TTC CAG

Phe Gln

paelel
Cys

cGe
Arg

AGG
Arg

AAC
Asn

CCT TTC
Phe
845

SK 287687 B6

ACA
Thr

AAG
Lys

AAG
Lys

4

830

aGca
Arg

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 10:
(1) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 345 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologia: linedrna

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO:

Mat Ser Asn Ser Val
1 S

Phe Ala Ala Gily Ser
20

Asp Lys Leu His Lys
35

Vval Arg Phe Asn Leu
Se

Tyr Leu Ser
65

Met Thr Ala
85

Ile Phe Glu
100

Glu Lys Asp
115

Pro

Pro

wy
LA}
[o]

Arg T

Val Gly His

Lys Thx Phe

Asn Txp Leu

Ala Asn Val

Leu Leu

Ala
40

> Ser

70

120

ATC ACA GAG GTG GTA AAaA TGT 816
Ile Thr Glu Val val Lys Cys
770
GTT GAC TCT CTG GTG AAT CAG 864
val Asp Ser Leu Val Asn Gln
785

ACT GAC TCC AAT CGC TTC AAA 912
Thx> Asp Ser Asn Arg Phe Lys

800 805
AAC CGT TGT AAT AGC ATT GGC 960
Asn Arg Cys Asn Ser Ile Gly
815 820
AGG AAC AGC AAA ATG TAC CTA 1008
Arg Asn Ser Lys Met Tyr Leu

B35
1035

Cys Phe Trp Ser Leu Cys Tyr Cys

10 15
Phe Gly Pro Glu Gly Arxrg Leu Glu
25 30
Thxr Gln Thxr Glu Val Lys Pro Ser

45

Lys Asp Pro Glu Eis Glu Gly Cys

105

40

90

60

Ser Gln Pro Leu Glu Asp Cys Ser Phe Asn

75 80

Phe Ile Ile His Gly Trp Thr Met Ser Gly

935

His Lys Leu Val Ser Ala Leu His Thr Arg

110

Val val Val Asp Txp Leu Pro Leu Ala His

125
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Gln Leu Tyr Thr Asp Ala Val Asn Asn Thr Arg Val val Gly His Ser

Ile
145

Gly

130

Ala

Asn

Ala

Ser Pro

Ser

225

vVal

Glu

Asp

Lys

305

Tyr

Lys

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 11:

Leu

His

Lys

280

Asn

Arg Met

val His

Gly Asn

180

Ala Gly

Gly Leu

Pro Asn

Gly Ser

260

Glu Axg

Ile Cys

Ala Lys

Axrg Ala
340

(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 225 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: dvojity

(D) Topologia: linearna

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/klag: CDS
(B) Umiestnenie: 1...225

Leu

Pro

Ser

Ala

Leu

Lys
325

Gly

Asp
150

val

Ile
230
Gly

Ala

Vel

Ala k

135

Trp

Gly

Phe
215

Gly

Arg

Pro

Leu

Glu
200

val

Gly

Leu
280

Phe

41

Gln

Ser

Thr

183

Gly

Asp

n Cys

Lys

Lys

Arg
345

Glu

Leu

170

val

Met

e Val

Thr

Asn

Arg
330

Lys
155

Gly

Arg
3158

Asn

140

Asp

Ala

His
220

val

Sex
Ser
300

Cys

Ser

Asp

His

Ile

His
205

His

Leu

Val
270

Met

Ser

Ala
178

Asn

Phe

Leu
160

Gly
Leu
Leu
Arg
Asp
240

Asp

Lys

Gly
320

Leu



5

10

15

20

25

(x1) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 11:

CTG
Leu

CAT
His

AAT
Asn
410

GGA
Gly

GAG
Glu

cCG
Pro

ATC
Ile
395

GCT
Ala

TCC
Sexr

CGG
Axg

AGC
Ser
380

ATC GCC
Ile Ala

330
GCC GTG

Ala Vval

™TT GCC
Phe Ala

CTC AGC
Leu Sex

AAG ACG
Lys Thr

TAT

Tyz

CAT
His

TIC

- -

Phe

TGC
Cys

AGG
Arg
415

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 12:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 75 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 12:

Leu Gly Ser Ile Ala
S

1

His Glu

Lys Pro

Gly Ile

50

Asn Ala

65

Arg Ala Val

Ser Phe Ala

35

Cys Leu Ser

Lys Lys Thr

20

Tyr Gly

His Leu

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 13:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 472 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: protein

Gly

cTC
Leu

CAG
Glna

CGG
Arg
400

AAT
Asn

Phe Gln

Cys Axg

Arg Asn

ACG
Thx

T
Phe

SK 287687 B6

ATC
Ile

GTG
val
370

ACA

Cyvs Thr

35

70

Thx

Phe

Cys

AAC
Asn

AGG
=g

4¢

Lys

Lys

GaC
Asp

ole’s
Arg

aac
Asn

25

-~
i

Glu

TCC
Ser

Ile Ala

10

Val Asp

Thr Asp

Asn Arg

Arg Asn

42

GTG
val

CTG
Leu

AAC

> Asn

Asn
405

Glu

‘Ser

Ser

Cvs

Thr

GTG
val

GTG
val

cGC
ATg
390

val Val Lys

AAG
Lys

AAC
Asn
373

TGC
Cys
360

CAG
Gln

AAA
Lys

GAG
Glu

GAC
Asp

Ad3d
Lvs

TAC

v Tvr

Leu Val Asn G
30

Asn Arg Phe L
45

Asn Gly Ile G
60

75

48

96

144

225

Cys Glu

15

1n Asp

ys Lys

ly Tyzr



(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 13:

Met Glu

Thr

Phe Asn Tyr Pro Leu Asp Asn Val His

145

Ala His Ala Ala Gly Ile Ala Gly Ser
165

Arg Ile Thr Gly Leu Asp Pro Ala Gly

Ala

Thr

val
225

cys

Ile

Leu

Ala
50

Thx

Leu

val
130

Phe

210

Gly

Asn

val

Asp

Leu

Lvs
Ala
20

Asp

Arg

Gln

180

SK 287687 B6

Ala Leu Leu

S

Ser Arg Gly

Ile Glu Ser

Thx Cys His

Phe Asn His

70

Lys Arg Glu

Ala Gl Glu

Asp Val Ala

150

Axrg Leu Ser Pro

195

Thr

His

Ile

Arg Gly Ser

Val Asp Ile

230

Gly Glu Ala

245

Gln Leu Lys
260

r Leu Leu Asn

135

Asp Asp Ala Asp

Pro
215

Ty

Ile

Cys

Glu

vVal Leu

Gly val
25

Thr Leu
10

Ala Ala

Lys Phe Ala Leu

40

-4
)=
[

Leu

Ser Ser

Tyz Glu
Pro Asp
105

His Tyr
120

Arg Phe

)
A
(o]

Gly

Lys Thr
75

Sar Trp
90
Ser Asn

Pro Vel

Ile Asn

Leu Leu

155

Leu Thr

170

185

200

Gly Arg Ser

Pro Asn Gly

Arg Val Ile

Ser His
2385

Glu Asn Pro

280

43

Pro Asn

Gly

Ala

Arg

val

val

Ser

Trp
140

Gly

Asn

Phe

Phe Val

Gly

Met

Ala
125

Met

Asp

Trp

Gln
30

vVal

Lys

val

110

Gly

Glu

Ser

Lys

130

205

220

235

250

Glu Arg

Ala

Sexr

Thr

Ser

Lys

Ile

Gln

Gln

His

Leu
15

Arg

Ile

Lau
395

Leu

val
175

Ala

Gln

Arg

u Asp

val

Kis

val

Thx

Glu

Gly
160

Asn

Glu

Vval Leu His

Lys Pro

Pro Gly

240

Leu Gly

255

270

Ty=

Leu Phe

Arg Cys
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?he Glu

295

Serx Glu Ala

290

Ser Lys

Asn Arg Asn Asa

305

Cys
310
Ser Leu

Axrg Ser

val

Lys

Glu

Ile
390

Thr Tyr Ser Phe Lau

385

Met Leu Lys Leu Lys

405

Tro

Trp Trp Ser Ser Pro Gly Fhe Ala

420

Gly Glu Thr Gln Lys Lys Val
435

Ile
440

Eis Leu Gln Lys

450 455

Lys Ser Leu Asn Lys Lys Ser Gly
465 470 i

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 14:
(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 499 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 14:

Met Asp Thxr Ser Pro Leu Cys
1 5

Phe Ila Gla Ser Ser Ala Leu
20

Gly Arg Axrg Ala Gln Ala Val
35 40

Lys Gly

Leu Gly Tyx

Lys

H
lyJ

Glu
55 360
Thxr

Thr

Lys Ser

Leu Leu Sex

300

Cys Arg Lys

Glu Ile Lys Val Arg Ala Lys

320
Thr Axg Met Pro
330

Glu
350

Ser Gly Thx

Ser Leu  Thr Val

Glu val
380

Leu Pro Asn Lys

Glu Val 2as Gly Glu Leu Leu

400

Ser Asp
418

Ser
410

Top

Ile Gln Lys
425

Ile Arg Val Lys Ala
430

Phe Cys Ser Arg Glu Lys Val Ser
445

Gly Lys Ala Pro Ala Val Phe Val Lys Cys His Asp

460
Ile Leu Leu Val Leu Cys Ile
10 15
Ser Leu Lys Pro Glu Pro Phe
S 30
Glu Thr Asn Lys Thr Leu His Glu Met

44



Lys
ATrg
65

Leu

Gln
His
Ala
145

His

Ala

Leau
Leu

Arg
225

Ser
Met
365

Cys

Gln

Thx
50

Ile

Pro

Asn

Vval

Gly

Asp

Ser

210

Glu

Asp

Glu

Leu
280

Asn

Asn

Azg

Asn

Leu

Tp

val
11s

Thr

Lau

Sex

Ala
195

o

Leu

Ile

273

Ser

Leu

Phe

His

val

Iie

100

Asn

Ile

Leu

Leu

ser

180

Ala

AsSp

Met

TV
280

His

Leu

Leu

Phe

Leu

Pro

Arg

Ile
165

Gly

Asp

Gly

Pro

245

Arg

Cys

Ala

Ser

Lys

Thr

Thx

Leu

ASD
70

Gin

Gly

val
Txp
150

Gly

Gly

Pro
Ala
Leu

230

Asn

Sex

Gly

Gln

310

Val

Ile

Met

Leu

380
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Phe GlLy

55

Thr Leu

Ile His

Met Val

Leu Val

Glu

Gln

Gly

Ala

105

Asp

120

Arg Asn Thco
135

Leu Glu Glu

Tvr Ser Leu

Gly Thr His
i8s

Leu Phe Glu
200

Asn Phe Val
213

Ser Val Gly

Gly Gly Ser

Ile Ala Gln

Arg

Gln Ser

Thr Axg Ala
345

Gln Phe Ile
380

Ser Leu Leu
375

Gly Lys Gly

45

Glu
Txp
90

Ala

Tp

Gln

60

Cys Gly

73

Sex vVal

Lys

Ile Thx

Arg Leu

Ser Val

155

Gly Ala

170

Lys

Asp

Ile

Phe

250

His

Sex

Met

Leu

(W]
W
oY

I}
’—l
)

Asn

Gly

Ile

Ser

Ala

Lys

235

Gln

Thr

Ala
395

Gly

Phe

Asp

Ser

Leu

Cys

AsSn

Gly

Gln

Gln

Ser

val

Ile

Sex

80

95

110

125

val
140
Gln

His

Gly

Ala
Ile
220

Gln

Cys

Pxo

Thr

Lys
380

Ser

Ala

Pro

His

Gly Lys Glu

Leu

val

Arg

Pro
205

His

Gly
Asn
Leuv
285

oot

Lys

Glu
363

Glu

Asn

Serxr

Ser

Thx

Ile

Cys

Ala

270

Phe

Cys

Lys

Sexr

Lys
350

Lys

Axrg
Gly
175

Thx

Asn

Phe

Gly

His

255

Ile

Ile

Pro

Met

Th

Leu

Ala

AsSp

val

Phe

Gly .

Axrg

Thr

His

240

Phe

Ile

Gln

Ty>=
400
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Ser

Lys

val

val

Phe

Phe

Leu
450

Phe

Lys I

Leu

Lys

435

Lys

Cys

Lys Ile Arg

Ile

420

Ile

Thx

Ser

Phe

Thr Leu
405

Glu Asn

Ile Pro

Ile Arg

Glu Asn
470

vVal Lys
485

(2) Informacia pre SEQID NO: 15:

(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 465 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topoldgia: linedrna

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 15:
Met Leu Pro Leu Trp Thr

1

Lvs
Trp
Lys
Asn
65

Pre

Thr

Glu

Ser

Glu

val

Gly
35

Ser
115

Gly Ty~

130

Cys
20

ile

Glu

Asn

Glu

100

Val

Thx

5

Tvr Glu

Thr Arg

val Ala
70

Arg Lys
85

Asn Tro

Gln Ala

Asp

Ser

Trp

val
455

Thr

Cys

Leu

Arg

Arg

ul g
w
1

Ala

Thr

Leun

Ile

SK 287687 B6

val

Ala

Ser

440

Lys

Asp

Glu

Ser

Leu

Pro

40

Leu

AsSp

Ala

Cys
120

Asp
val
425

Thr

Ala

Asp

Leu

Gly

25

Leu

Leu

Sex

46

Ile
410

TP

Gly

Gly

Leu

Lys
490

Leun
10

Cys

His

Tyr

Serx

Ile

S0

vVal

Gly

Ala

Pro

Glu

Leu
475

Ser

Leu

Phe

Ile

Thx

Cvs

T

Glu

Asn

Axrg

Thr
460

Leu

Lys

Gly

Ser

Leu

Asn

60

Ile

Lys

Lys

Ile
140

Leu

val

His

445

Gln

Thr

Ala

Pro
45

Glu

Ser

Asn

Gly
125

val

Ile

Trp
430

Ser

Gln

Sex

val

Asp

30

TxD

Asn

Gly

Phe

Leu

110

Gly

Gly

Met
415
Asp

Gly

Arg

Lys
495

Ala
15

Ser

Ser

Ser

Ser

Ala

Ile

Leu

Met

Gln
480

Arg

Pro

Asn

Asn
80
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val Ala Tyvr Phe Val Glu Phe Leu Gln Ser Ala Phe Gly Tyr Ser Pro
145 150 155 160

Ser Asn Val His Val Ile Gly His Ser Leu Gly Ala His Ala Ala Gly
165 17¢ 175

Glu Ala Gly Arg Arg Thr Asn Gly Thr Ile Gly Arg Ile Thr Gly Leu
180 185 190

Asp Pro Ala Glu Pro Cys Phe Gln Gly Thr Pro Glu Leu Val Arg Leu
1985 200 205

Asp Pro Ser Asp Ala Lys Phe Val Asp Val Ile His Thr Asp Gly Ala
210 215 220

Pro Ile Val Pro Asn Leu Gly Phe Gly Met Ser Glm Val Val Gly His
225 230 235 240

Leu Asp Phe Phe Pro Asn Gly Gly Val Glu Met Pro Gly Cys Lys Lys
245 250 255

Asn Ile Leu Ser Gla Ile Val Asp Ile Asp Gly Ile Trp Glu Gly Thr
260 265 270

Arg Asp Phe Ala Ala Cys Asn His Leu Arg Ser Tyr Lys Tyr Tyr Thxr
275 280 285

Asp Sexr Ile Val Asn Pro Asp Gly Phe Ala Gly Phe Pro Cys Ala Ser
250 295 300

Tyr Asn Val Phe Thr Ala Asn Lys Cys Phe Pro Cys Pro Ser Gly Gly
305 310 318 320

Cys Pro Gla Met Gly His Tyxr Ala Asp Arg Tyxr Pro Gly Lys Thr 2sn
325 ' 330 335

Asp Val Gly Gln Lys Phe Tyr Leu Asp Thr Gly Asp Ala Ser Asn Phe
340 345 350

Ala Arg Trp Arg Tyr Lys Val Ser Val Thr Leu Ser Gly Lys Lys Val
355 3860 365

Thxr Gly His Ile Leu Val Ser Leu Phe Gly Asn Lys Gly Asn Sex Lys
370 375 380

Gln Tyr Glu Ile Phe Lys Gly Thr Leu Lys Prxo Asp Ser Thr His Ser
385 330 385 400

Asn Glu Phe Asp Ser Asp Val Asp Val Gly Asp Leu Gln Met Val Lys
405 410 415
Phe Ile Txp Tyr Asn Asn Val Ile Asn Pro Thr Leu Pro Axrg Val Gly
420 a2s 430

Ala Ser Lys Ile Ile Val Glu Thr Asn Val Gly Lys Gln Phe Asn Phe
435 440 445

Cys Sex Pro Glu Thrxr Val Arg Glu Glu Val Leu Leu Thr Leu Thr Pro
450 458 460

Cys
465

47
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(2) Informacia pre SEQ ID NO: 16:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dika: 17 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologia: linedrna

(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitorny

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 16:
Gly Pro Glu Gly Arg Leu Glu Asp Lys Leu His Lys Pro Lys Ala Thr
1 S 10 15
Cys

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 17:

(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 13 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retazec: jednoduchy

(D) Topoldgia: lineérna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,Oligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 17:
TTTTTTTTTT TGA 13

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 18:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 10 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,0Oligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 18:

GATCAATCGC 10

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 19:

(1) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 23 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna
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(ii) Typ molekuly: in nukleova kyselina
(A) Opis: /opis =,,0ligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 19:

TAGGACATGC ACAGTGTAAT CTG
(2) Informacia pre SEQ ID NO: 20:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) DiZka: 20 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topologia: linearna

(i1) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis =,,0Oligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 20:
GATTGTGCTG GCCACTTCTC

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 21:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 19 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,Oligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 21:

GACACTCCAG GGACTGAAG

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 22:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 48 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linedrna

(ii) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Opis: /opis =,,Oligonukleotid*

(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/kla¢: modifikovana baza
(B) Umiestnenie: 36

(D) Iné informacie /mod_béaza =i

(ix) Vlastnosti:
(A) Meno/kl'a¢: modifikovana baza
(B) Umiestnenie: 37

SK 287687 B6
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(D) Iné informacie /mod_baza =i

(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/kli¢: modifikovana baza
(B) Umiestnenie: 41

(D) Iné informacie /mod_baza =i

(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/kl'i¢: modifikovana baza
(B) Umiestnenie: 42

(D) Iné informécie /mod_baza =1

(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/kIi¢: modifikovana baza
(B) Umiestnenie: 46

(D) Iné informécie /mod_baza =i

(ix) Vlastnosti:

(A) Meno/kl'i¢: modifikovana baza
(B) Umiestnenie: 47

(D) Iné informacie /mod_baza =1

(x1) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 22:

CUACUACUAC UAGGCCACGC GTCGACTAGT ACGGGNNGGG NNGGGNNG

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 23:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 28 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,0ligonukleotid”

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 23:

CACACACAGG CCACGCGTCG ACTAGTAC

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 24:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 24 péarov baz

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,0ligonukleotid

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 24:

ACCACCATGG AGAGCAAAGC CCTG

28

24

50
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(2) Informécia pre SEQ ID NO: 25:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 25 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis =,,0Oligonukleotid*

(x1) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 25:
CCAGTTTCAG CCTGACTTCT TATTC

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 26:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 21 parov baz
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,0ligonukleotid*

(x1) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 26:

GGCTGTGGAC TCAACGATGT C

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 27:
(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 22 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retazec: jednoduchy

(D) Topoldgia: linearna

(i1) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,0Oligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 27:

CCGGGTGGGT AGGTACATTT TG

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 28:

(i) Charakteristiky sekvencie:
(A) Dizka: 25 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retazec: jednoduchy
(D) Topoldgia: linedrna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,0Oligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 28:

SK 287687 B6

51

25

21

22



15

20

25

30

35

40

45

50

GGGGGTGACT TCCAGCCAGG CTGTG

(2) Informécia pre SEQ ID NO: 29:
(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 25 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retazec: jednoduchy

(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,Oligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 29:

AACTCTGAAA GGCATGCCTG CCCGG

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 30:
(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 26 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retazec: jednoduchy

(D) Topoldgia: linearna

(ii) Typ molekuly: ind nukleova kyselina
(A) Opis: /opis = ,,0ligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 30:

TGAAGGTCGS AGTCAACGGA TTIGGT

(2) Informacia pre SEQ ID NO: 31:
(i) Charakteristiky sekvencie:

(A) Dizka: 24 parov baz

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Retazec: jednoduchy

(D) Topolégia: linearna

(ii) Typ molekuly: ina nukleova kyselina
(A) Opis: /opis =,,0ligonukleotid*

(xi) Opis sekvencie: SEQ ID NO: 31:

CATGTGGGCC ATGAGGTCCA CCAC

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovany polypeptid kédovany génom podobnym génu pre lipazu, kde uvedeny polypeptid:

a) sa viaZe na heparin,

SK 287687 Bé
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b) ma homoldgiu s I'udskou lipoproteinovou lipazou a peceiiovou lipazou, a
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c) obsahuje 39 kD katalyticki doménu triacylglycerol-lipazovej rodiny,
a kde:

(i) tento izolovany polypeptid obsahuje aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID NO: 8 a zdanlivii molekulo-
vii hmotnost’ priblizne 55 kD na 10 % SDS-PAGE gélu, aminokyselinova sekvenciu SEQ ID NO: 8
a zdanlivi molekulovii hmotnost priblizne 68 kD na 10 % SDS-PAGE gélu alebo aminokyselinovii sekven-
ciu SEQ ID NO: 6 a zdanlivii molekulovii hmotnost’ priblizne 40 kD na 10 % SDS-PAGE gélu; alebo

(ii) 39 kD katalytickd doménu obsahujiicu aminokyselinovu sekvenciu SEQ ID NO: 10; alebo

(iii) je tento izolovany polypeptid krali¢ieho pdvodu a obsahuje aminokyselinovii sekvenciu SEQ ID NO.
12;

2. Izolovany polypeptid podla naroku 1, kde polypeptid ma aminokyselinovu sekvenciu SEQ ID NO: 8 a
molekulovi hmotnost’ priblizne 55 kD na 10 % SDS-PAGE gélu.

3. Izolovany polypeptid podl'a naroku 1, kde polypeptid ma aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID NO: 8 a
molekulovi hmotnost’ priblizne 68 kD na 10 % SDS-PAGE gélu.

4. Izolovany polypeptid podl'a narokov 1 aZ 3, kde polypeptid ma aktivitu fosfolipazy A.

5. Izolovany polypeptid podla naroku 1, kde polypeptid ma aminokyselinovi sekvenciu SEQ ID NO: 6 a
zdanlivi molekulovi hmotnost’ priblizne 40 kD na 10 % SDS-PAGE gélu.

6. Izolovany polypeptid podla naroku 1 , kde polypeptid je 'udského pévodu.

7. Izolovany polypeptid podla naroku 1, kde 39 kD katalytickda doména obsahuje aminokyselinovii sek-
venciu SEQ ID NO: 10.
8. Prostriedok majuci fosfolipazovi u€innost, vyznadujaci sa tym, Ze obsahuje polypeptid
podla narokov 1 aZ 3 a biologicky kompatibilny roztok.

9. Farmaceuticky prostriedok,vyznaéujuci sa ty m, Ze obsahuje polypeptid podl'a narokov 1
aZ 6 a farmaceuticky prijate'ny nosic.

10. Antigénny fragment izolovaného polypeptidu podl'a narokov 1 aZ 6 obsahujiici SEQ ID NO: 16.

11. Izolovana nukleova kyselina kédujuca polypeptid podl'a narokov 1 az 6.

12. Izolovana nukleova kyselina podl'a naroku 11, ktorou je cDNA.

13. Izolovana nukleova kyselina podla naroku 12, ktorej nukleotidova sekvencia je vybrata zo skupiny
zahrnujicej SEQID NO: 5,7a9.

14. Izolovana nukleova kyselina podl'a naroku 13 obsahujuca nukleotidy 252 az 1754 SEQ ID NO: 7.

15. Izolovana nukleova kyselina, ktora hybridizuje za vysoko stringentnych podmienok na nukleovi ky-
selinu, ktora ma sekvenciu vybratu zo skupiny zahrnujucej SEQ ID NO: 3,5a 7.

16. Izolovana nukleova kyselina podfa naroku 15, ktora obsahuje 20 po sebe iducich nukleotidov.

17. Izolovana nukleova kyselina podl'a naroku 15, ktorou je antisense nukleova kyselina.

18. Izolovana nukleova kyselina podl'a naroku 17, kde sekvencia antisense nukleovej kyseliny je opera-
tivne naviazana na regulaény region na génovu expresiu.

19. Izolovana nukleova kyselina podl'a naroku 15, ktora hybridizuje za vysoko stringentnych podmienok
na ciel'ovii sekvenciu vybrami zo skupiny zahrnujuicej nukleotidy 44 az 79 SEQ ID NO: 3 a nukleotidy 1036
az 1065 SEQ ID NO: 5.

20. Biologicky aktivny prostriedok, vyznadujtaci sa tym, Ze obsahuje nukleovu kyselinu
podla naroku 17 a biologicky kompatibilny roztok.

21. Farmaceuticky prostriedok, vyznaéujiucei sa tym, Ze obsahuje nukleovii kyselinu podl'a
naroku 17 a farmaceuticky prijatelny nosic.

22. Vektor obsahujici izolovani nukleovu kyselinu podla narokov 11 aZ 14 operativne naviazanu na re-
gulaény region.

23. Vektor podl'a naroku 22, kde regulaény region je z heteroldgneho zdroja.

24. Vektor podla naroku 22 alebo 23, ktorym je virusovy vektor.

25. Vektor podl'a naroku 24, ktorym je adenovirusovy vektor.

26. Rekombinantna hostitel'ska bunka obsahujuca vektor podl'a narokov 22 az 25.

27. Rekombinantna hostitel'ska bunka podl'a naroku 26, kde bunka je eukaryoticka bunka.

28. Rekombinantna hostiteF'ska bunka podl'a naroku 27, kde touto bunkou je COS-7 bunka.

29. Prostriedok vyuZiteny na transfekaciu cielovej bunky, vyzna&ujici sa tym,Ze obsahu-
je vektor podl'a narokov 22 a7 25 a biologicky kompatibilny roztok.

30. Farmaceuticky prostriedok, vyznaéujuci sa tym, Ze obsahuje vektor podla narokov 22
az 25 a farmaceuticky prijatel'ny nosic.

31. Spdsob vyroby polypeptidu, vyznac¢ujiuci sa tym, Ze zahrnuje kultiviciu rekombinant-
nych buniek podl'a narokov 26 aZ 28 za podmienok umozZiiujucich expresiu polypeptidu.

32. Polypeptid pripraveny spdsobom podl'a naroku 31.

33, Protilatka schopna $pecifickej vizby na polypeptid podl'a narokov 1 aZ 6 alebo 32.

34. Protilatka schopna 3pecifickej vazby na polypeptid podl'a naroku 4 a neutralizujiicu fosfolipazovu ak-
tivitu polypeptidu.
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35. Protilatka podl'a narokov 33 alebo 34, ktorou je monoklonalna protilatka.

36. Protilatka podl'a narokov 33 alebo 34, ktorou je polyklonalna protilatka.

37. Hybridémna bunka, ktora produkuje protilatku podl'a naroku 35.

38. Prostriedok poskytujuci naviazanie polypeptidu podl'a naroku 1 na protilitku, vyznacujuci
sa ty m, Ze obsahuje protilatku podl'a narokov 33 azZ 36 a biologicky kompatibilny roztok.

39. Farmaceuticky prostriedok, vyznaéujici sa ty m, Ze obsahuje protilatku podla narokov
33 az 36 a farmaceuticky prijatelny nosic.

40. Sposob in vitro skriningu aktivity agonistov alebo antagonistov enzymatickej aktivity polypeptidu
k6édovaného génom podobnym génu pre lipdizu,vyznafujici sa ty m,Zezahfa:
a) kontaktovanie potencidlnych agonistov alebo antagonistov génu podobnému génu pre lipizu a substratu
génu podobnému génu pre lipazu, a
b) meranie schopnosti potencidlnych agonistov alebo antagonistov potenciovat’ alebo inhibovat’ aktivitu génu
podobnému génu pre lipazu, kde gén podobny génu pre lipazu je polypeptid podl'a naroku 1.

41. Spdsob in vitro enzymatickej hydrolyzy fosfatidylcholinesteru, vyznac¢ujici sa tym,Ze
zahrnuje kontaktovanie uvedeného fosfatidylcholinesteru s polypeptidom podl'a narokov 1 az 4.

42, Pouzitie polypeptidu podl'a narokov 1 aZ 6 na vyrobu lieciva na zlepSenie sérového lipidového profilu
u T'udi a inych Zivo¢ichov, ktori maju neZiaduci lipidovy profil.

43, Pouzitie protilatky podl'a narokov 33 aZ 36 na vyrobu lie¢iva na zlep3enie sérového lipidového profilu
u l'udi a inych Zivocichov majicich neZiaduci lipidovy profil.

44, Izolovany polypeptid podla naroku 1, ktory je krali¢ieho p6vodu a obsahuje aminokyselinovu sek-
venciu SEQ ID NO: 12.

45. Izolovana nukleova kyselina kddujica polypeptid podl'a naroku 44.

46. Nukleova kyselina podla naroku 45, ktora ma nukleotidovii sekvenciu SEQ ID NO: 11.

47. Transgénna mys$ exprimujuca polypeptid podl'a narokov 1 az 4.

20 vykresov
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OCbr. 1

A downstream® primer 7 na diferencialne zobrazenie : (SEQ ID NO:17)

L

J.

KX

L.

S'TTTTTITITITTGA3Z'
,upstream" primér 15 na diferencidlne zobrazenie : (SEQ ID NO:18)
S'GATCAATCGCY
5'RACE Primer 2a: (SEQ ID NO: 19)
S'TAGGACATGCACAGTGTAATCTG?'
5'RACE Primér 3a: (SEQ ID NO: 20)
S'GATTGTGCTGGCCACTTCTC3'
5'RACE Primer 42: (SEQ ID NO: 21)
5'GACACTCCAGGGACTGAAG3S'
5'RACE kotviaci primér (SEQ ID NO:22)
5'CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTACGGGUGGGIIGGGIIG3
5'RACE univerzalny amplifika&ny primér (SEQ ID NO:23)
5’CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTACS
S'LPL Primer: (SEQ ID NO: 24)
5" ACCACCATGGAGAGCAAAGCCCTG?Y
- §tart kodon T'udskej kodujucej sekvencie pre LPL je pod¢iarknuty
3'LPL Primer: (SEQ ID NO: 25)
5' CCAGTTICAGCCTGACTTICTTATTC?’

- komplement k terminaZnému kodénu kédujiicej sekvencie pre LPL je podéiarknuty

Primer DLIP774: (SEQ ID NO: 26)
5'GGCTGTGGACTCAACGATGTC3'
Primér L1Ggen2a: (SEQ ID NO: 27)
5'"CCGGGTGGGTAGGTACATTITTG3’

Hllg-gspl primer: 5’ GGG GGT GAC TTC CAG CCA GGC TGT G 3’
(nukleotidy 772-796 na obr.4, SEQ ID NO: 28)

Hllg-gsp2a primeér: 5" AAC TCT GAA AGG CAT GCC TGC CCG G 3'
(reverzny komplement k nukleotidom 1053-1077 na obr. 4, SEQ ID NO: 29)
G3PDH §' primet: 5' TGA AGG TCG GAG TCA ACG GATTIGGT %'
(SEQ ID NO: 30)
G3PDH 3’ primér: 5' CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC 3’

(SEQ ID NO: 31)
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YVVVIOOVIOLYVVVOOVIOVVOOVOVVIVVOOVOLYVYVOVVIOOLVVOVIODDLLYOOVLY
VIOLLOOOVYOVYOOI0DIDOVILILOLIOLYDODOVYVVVILIOOOLY YOOI VOLOVIOLOV

DOLLI0OLLLLOVODOOVVIVOOVILYVOLODIAIILOVALIOLLIOLIOOVIOLOODOVODOY
OLVODVOLOLYVVYV.IOOLOOVOVOVILY VOVVOILVIVIOLLYYOLVODOLIOLOLYDOVVOL
OVOOLOLODHVIDOVIOLLOVOLODHOOLYVIOIOV.IOLYOVALLYOVIDODOLOLIDOLVIY
OLLYLOOLLYDOVALLODOILLIOO.LLODODVIV.IO0OVIVIILIOLOLYOOLOLLLLYOVOOLVO
QVO0O2L3LILIDOVIVYIVIILYIVOIIDODOVVOLLLOLYDIDDOD0DALODLYOOLLLDD
YOVOLYVDII9D0LOOIVVOOVYVIOLOILIOVYIDNOVIOLVIOODIDODLOIVIDIDVIIOIAL
O0OVOVIOOODLYOLIOVIIIOLYYOODDIOIJLLLLLYO)VOOVYOHVODVYIOILIODOIOVIOL
ODLYDOVYOIOLLYODVOYIVOHOILOOLODDVIIVIVY.LYVIALODDOLYODOVOV.LLIODVIIV
O0DDBLIDIDILIDDLIVOLLODLOLLOVIOLYYIDDOVOVYYOVOVOVYOVOVIOILIOI0V
ALOLOALOVVYVIVIOLIDDLOVVVVILLIOLYION0OVOLYOIVOOLYOOIVILLVOLVILLLL
LODVVVVY.IOOVIVOLYIOVVILLLOVOOLOYOVYOY.LLODIDVIDOYIVIIDODLODILOIODV
LODLYODOVVOLYIOVYOVIIOYIOVYIILIIVIDSOILIDVY.LLLOOVOLOLILYIOVVVILIOY
DI1DVOVIVIVIOOVYVIDIVVYIVIILIOVY.IVOVVYOILIOOIVODOVOVIILOOLLLIOOV
LO0300DVHOH9I9 LIDLLIIOLLY.LOOLILOIDVOILILLIOIDLOOIILOILLOODLIYVYID
VOLYDOVIHD990390101999D0VHDOLIDLLIOIILLOVVVVLLLLLIOLLLLIODIODVOVY
DOYIVVVDHOILIDLLYDONIDDOIIV.LIILOODYVOYOVOIIDOLIDIIDVIIIOILOVIILD

DDJIJIILLODVOILLLLYILLLIOYYIDDIIDIOIDLIDDDIIIDIIYIIDLIDDIIDILOVI

VOLIOJ0OVVIDDOOIOLLOIIILYDYIDODVOIVODYILINDIDDIIDIODDLIODLOYOID
vO199H99990999990999IVIDVIIIFOININIVIITDVIOVIOVIOVIOLIOO0DLLYVO
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GAATTCGCGGCCGCGTCGACGGCGGCTCAGGACGAGGGCAGATCTCGTTCTGGGGCAAGCCG
TTGACACTCGCTCCCTGCCACCGCCCGGGCTCCGTGCCGCCAAGTTTTCATTTTCCACCTTCT
CTGCCTCCAGTCCCCCAGCCCCTGGCCGAGAGAAGGGTCTTACCGGCCGGGATTGCTGGAAA
CACCAAGAGGTGGTTTTTGTTTITIAAAACTTCTGTT TCTTGGGAGGGGGTGTGGCGGGGCAGG
BATOAGCAACTCCGTTCCTCTGCTCTGTTTCTGGAGCCTCTGCTATTGCTTTGCTGCGGGGAGCC
CCGTACCTTTTGGTCCAGAGGGACGGCTGGAAGATAAGCTCCACAAACCCAAAGCTACACAG
ACTGAGGTCAAACCATCTGTGAGGTTTAACCTCCGCACCTCCAAGGACCCAGAGCATGAAGG
ATGCTACCTCTCCGTCGGCCACAGCCAGCCCTTAGAAGACTGCAGTTTCAACATGACAGCTAA
AACCTTTTTCATCATTCACGGATGGACGATGAGCGGTATCTTTGAAAACTGGCTGCACAAACT
CGTGTCAGCCCTGCACACAAGAGAGAAAGACGCCAATGTAGTTGTGGTIGACTGGCTCCCCCT
GGCCCACCAGCTTTACACGGATGOGGTCAATAATACCAGGGTGGTGGGACACAGCATTIGCCA
GGATGCTCGACTGGCTGCAGGAGAAGGACGATTTTTCTCTCGGGAATGTCCACTTGATCGGCT
ACAGCCTOGGAGCGCACGTGGCOGGGTATGCAGGCAACTTOGTGAAAGGAACGGTGGGCCGA
ATCACAGGTTTGGATCCTGCCGGGCCCATGTTTGAAGGGGCCGACATCCACAAGAGGCTCTCT
CCGGACGATGCAGATTTTGTGGATGTCCTCCACACCTACACGCGTTCCTTCGGCTTGAGCATT
GGTATTCAGATGCCTGTGGGCCACATTGACATCTACCCCAATGGGGGTGACTTCCAGCCAGGC
TGTGGACTCAACGATGTCTTGGGATCAATTGCATATGGAACAATCACAGAGGTGGTAAAATGT
GAGCATGAGCGAGCCGTCCACCTCTTIGTTGACTCTCTGGTGAATCAGGACAAGCCGAGTTIT
GCCTTCCAGTGCACTGACTCCAATCGCTTCAAAAAGGGGATCTGTCTGAGCTGCCGCAAGAAC
CGTTGTAATAGCATTGGCTACAATGOCAAGAAAATGAGGAACAAGAGGAACAGCAAAATGTA
CCTAAAAACCCGGGCAGGCATGCCTTTCAGAGTTTACCATTATCAGATGAAAATCCATGTCTT
CAGTTACAAGAACATGGGAGAAATTGAGCCCACCTTITACGTCACCCTTTATGGCACTAATGC
AGATTCCCAGACTCTGCCACTGGAAATAGTGGAGOGGATCGAGCAGAATGCCACCAACA
CCTTCCTGGTCTACACCGAGGAGGACTTGGGAGACCTCTTGAAGATCCAGCTCACCTGGGAGG
GGGCCTCTCAGTCTTGGTACAACCTGTGGAAGGAGTTTCGCAGCTACCTGTCTCAACCCCGCA
ACCCCGGACGGGAGCTGAATATCAGGCGCATCCGGGTGAAGTCTGGGGAAACCCAGCGGAAA
CTGACATTTTGTACAGAAGACCCTGAGAACACCAGCATATCCCCAGGCCGGGAGCTCTGGTTT
CGCAAGTGTCGGGATGGCTGGAGGATGAAAAACGAAACCAGTCCCACTGTGGAGCTTCCC
IGAGGGTGCCCGGGCAAGTCTIGCCAGCAAGGCAGCAAGACTTCCTGCTATCCAAGCCCATG
GAGGAAAGTTACTGCTGAGGACCCACCCAATGGAAGGATTCTTCTCAGCCTTGACCCTGGAGC
ACTGGGAACAACTGGTCTCCTGTGATGGCTGGGACTCCTCGCGGGAGGGGACTGCGCTGCTAT
AGCTCTTGCTGCCTCTCTTGAATAGCTCTAACTCCAAACCTCTGTCCACACCTCCAGAGCA
CCAAGTCCAGATTTGTGTGTAAGCAGCTGGGTGOCTGGGGCCTCTICGTGCACACTGGATTGGT
TTCTCAGTTGCTGGGCGAGCCTGTACTCTGCOCTGACGAGGAACGCTGGCTCCGAAGAGGCCCT
GTGTAGAAGGCTGTCAGCTGCTCAGCCTGCTTTGAGCCTCAGTGAGAAGTCCTTCCGACAGGA
GCTGACTCATGTCAGGATGGCAGGCCTGGTATCTIGCTCGGGCCCTGGCTGTTGGGGTTCTCAT
GGGTTGCACTGACCATACTGCTTACGTCTTAGCCATTCCGTCCTGCTCCCCAGCTCACTCTCTG
AAGCACACATCATTGGCTTICCTATTTTTCTGTTCATTTITTAATTGAGCAAATGTCTATTGAAC
ACTTAAAATTAATTAGAATGTGGTAATGGACATATTACTGAGCCTCTCCATTTGGAACCCAGTG
GAGTTGGGATTTCTAGACCCTCTITCTGTTTGGATGGTGTATGTGTATATGCATGGGGAAAGGC
ACCTGGGGCCTGGGGUAGGCTATAGGATATAAGCAGTCGACGCGGCCGCGAATTC

Obr. 4
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