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trombocytopenie.
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Ligand mpl

Oblast techniky

Vynélez se tyka izolace, purifikace a rekombinantni nebo chemické syntézy proteinii, které
ovliviiuji Zivotnost, proliferaci, diferenciaci nebo zrani hematopoetickych bunék, zv14ste destic-
kovych progenitorovych bunék. Tento vynalez se zvIasté tyka klonovani a exprese nukleovych
kyselin kédujicich proteinové ligandy schopné vazat a aktivovat mpl, lena podskupiny cytokino-
vych receptord. Vynalez dale popisuje pouZiti téchto proteini samotnych nebo v kombinaci s dal-
S§imi cytokiny k Ié¢eni imunitnich nebo hematopoetickych onemocnéni véetné trombocytopenie.

Dosavadni stav techniky

I.  Hematopoeticky systém

Hematopoeticky systém produkuje zralé vysoce specializované krevni buiiky, o kterych je zna-
mo, Ze jsou nezbytné pro preziti vSech savcl. Tyto zralé builky zahrnuji erytrocyty, specializova-
né na transport kysliku a oxidu uhli¢itého, T— a B-lymfocyty, zodpovédné za imunitni odpovéd’
zprostiedkovanou butikami a protilatkami, desti¢ky nebo trombocyty, specializované na tvoieni
krevnich sraZenin, a granulocyty a makrofagy, specializované k odstrafiovani necistot a jako po-
mocné buiiky pfi boji s infekci. Granulocyty jsou dale rozdéleny na neutrofily, eosinofily, baso-
fily a mastocyty. Specializované bunééné typy maji své specializované funkce. Je pozoruhodné,
Ze vSechny tyto specializované zralé krevni buiiky jsou odvozeny od jediného spole&ného
primitivniho bunééného typu, uvadéného jako pluripotentni (nebo totipotentni) kmenova burika,
ktera se nachazi zejména v kostni dieni (Dexter a kol., Ann. Rev. Cell. Biol., 3: 423-441 (1987)).

Zralé vysoce specializované krevni butiky musi byt ve velkych mnozstvich produkovany konti-
nualng v prib&éhu zivota savce. Prevaznd vétSina téchto specializovanych krevnich bunék je
odsouzena k tomu, aby byly funkéné aktivni pouze nékolika hodin aZ tydnii (Cronkite a kol.,
Blood Cells, 2: 263-284 (1976)). Tedy kontinualni obnova zralych krevnich bunék, samotnych
primitivnich kmenovych bunék, stejné jako jakychkoliv mezistupiid, které lezi mezi primitivnimi
a zralymi battkami, je nezbytna k udrzeni normalniho stabilniho stavu krevnich bunék, nutného
u savcell.

Ve stiedu hematopoetického systému lezi pluripotentni kmenova buiika (butiky). Téchto bunék je
na pocet relativné malo a prodé€lavaji sebeobnovu proliferaci a produkuji dcefinné kmenové buit-
ky nebo jsou transformovany, v fadé diferencia¢nich kroki, na kmenové-vymezené progenito-
rové buiiky se stoupajici zralosti, a nakonec vznikaji vysoce specializované zralé krevni buriky.

Naptiklad nékteré multipotentni progenitorové buiiky, uvadéné jako CFC-Mix, odvozené z kme-
novych bun€k prodélavajicich proliferaci (sebeobnovu) a vyvoj, produkuji kolonie obsahujici
vSechny rizné myeloidni buriky, erytrocyty, neutrofily, megakaryocyty (ptedchiidci desticek),
makrofagy, basofily, eosinofily, a mastocyty. Ostatni progenitorové bunééné lymfoidni kmeny
prodélavaji proliferaci a vyvoj na T-buiiky a B-burtiky.

Dale mezi progenitorovymi buiikami CFC-Mix a myeloidnimi butikami leZi dal§i fada progenito-
rovych bunék intermediarnich ve vztahu k jejich potomkiim. Tyto kmenové vymezené progeni-
torové buiiky jsou klasifikovany na zakladé potomki, které produkuji. Znami ptimi predchiidci
myeloidnich bunék jsou: erythroidni jednotky tvofici kolonie (CFU-E) pro erytrocyty, buiiky
tvofici granulocytové/makrofagové kolonie pro megakaryocyty, buiiky tvorfici eosinofilni kolonie
(Eos—CFC) pro mastocyty. Ostatni intermediarni pfedchidci bunék mezi pluripotentnimi kmeno-
vymi buitkami a zralymi krevnimi bufikami jsou znami (viz niZe) nebo budou pravdépodobné
objeveni, a maji ménici se stupeil rodového vymezeni a sebeobnoveni kapacity.
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Vlastnim vedoucim Cinitelem normalniho hematopoetického bun&&ného systému se jevi byt sni-
Zeni kapacity samoobnovy pfi ztraté multipotence a ziskani kmenovém vymezeni a zralosti. Tedy
na jednom konci hematopoetického bunééného spektra lezi pluripotentni kmenové buiiky, které
maji kapacitu pro sebeobnovu a diferenciaci na vSechny rizné kmenové-vymezené zaméiené
progenitorové buiiky. Tato kapacita je zakladem terapie transplantaci kostni diené, kdy primitivni
kmenové buriky znovu osidli cely hematopoeticky bun&ény systém. Na druhém konci spektra lezi
vysoce kmenové vymezené progenitory a jejich potomei, ktefi ztratili schopnost samoobnovy, ale
ziskali zralou funkéni aktivitu.

Proliferace a vyvoj kmenovych bunék a kmenové vymezenych progenitorovych bunék je petlivé
kontrolovan riiznymi hematopoetickymi ristovymi faktory nebo cytokiny. Uloha t&chto rdsto-
vych faktori in vivo je komplexni a neni zcela pochopena. Nékteré riistové faktory, jako je inter-
leukin—-3 (IL-3), jsou schopné stimulovat multipotentni kmenové buiiky stejné dobte jako zamé-
fené progenitorové buiiky nékterych kmend, véetné napiiklad megakaryocyti. Pfedpokladalo se,
Ze u dalsich faktort jako je granulocytovy/makrofagovy faktor stimulujici kolonie (GM—-CSF) je
Jejich plsobeni omezeno na GM-CFC. Pozd¢ji viak bylo objeveno, ze GM-CSF také ovliviluje
proliferaci a vyvoj inter alia megakaryocytii. Bylo zji§téno, ze biologické aktivity IL-3 a GM-
CSF se prekryvaji, i kdyz uinnost se riizni. Nedavno bylo zjisténo, Ze interleukin—6 (IL-6)
iinterleukin—11 (IL-11) naproti tomu nemaji zjevny vliv na samotnou formaci koloniovou meg,
plsobi synergicky s IL-3, stimuluji zrani megakaryocytii (Yonemura a kol., Exp. Hematol., 20:
1011-1016 (1992)).

Hematopoetické ristové faktory mohou ovliviiovat rist a diferenciaci jednoho nebo vice rodd,
mohou se prekryvat s ostatnimi ristovymi faktory v ovliviiovani jednotlivych progenitorovych
buné&énych linii, nebo mohou pisobit synergicky s dal$imi faktory.

Také bylo objeveno, ze hematopoetické ristové faktory mohou projevovat své Gcinky v riznych
fazich bunééného vyvoje od totipotentnich kmenovych bunék pfes riizné zaméiené buiiky kme-
nové-vymezenych progenitort az po zralé krevni buriky. Napfiklad u erythropoetinu (epo) bylo
objeveno, Ze zahajuje proliferaci pouze zralych erythroidnich progenitorovych bunék. IL-3 uplat-
fiuje své ucinky diive, ovliviiuje primitivni kmenové buriky a mezistupiiové kmenové vymezené
progenitorové buiiky. Dalsi riistové faktory jako je kmenovy bunéény faktor (SCF) mohou ovliv-
fovat vice vyvoj primitivnich bunék.

Vzhledem k predchazejicim informacim bude ocenéno, Ze mohou byt pouZity nové hematopoe-
tické rastové faktory, které ovliviiuji Zivotnost, proliferaci, diferenciaci nebo zrani jakychkoliv
krevnich bunék nebo jejich pfedchiidct, zvlasté pomahaji pii rekonstrukci oslabeného hemato-
poetického systému, jenZ miize byt oslaben onemocnénim nebo po radiaéni nebo chemoterapii.

II. Megakaryocytopoéza — produkce desti¢ek

Regulace megakaryocytopoézy a produkce desti¢ek byly popsany v: Mazur, Exp. Hematol., 15:
248 (1987) a Hoffman, Blood, 74: 1196-1212 (1989). Kratce, pluripotentni kmenové buiiky kost-
ni dfené se diferencuji na megakaryocyty, erytrocyty a myelocytické bunééné linie. Véfi se, ze
mezi kmenovymi buitkami a megakaryocyty existuje hierarchie specializovanych megakaryocy-
tickych progenitorovych bunék. Byly identifikovany nejméné tfi téidy megakaryocytickych pro-
genitorovych bunék, a to jednotka tvofici blasty megakaryocytii (BFU-MK), jednotka tvotici ko-
lonie megakaryocyt (CFU-MK) a megakaryocytové progestinorové buiiky o nizké hustoté (LD—
CFU-MK). Samotné zrani megakaryocyti je kontinualni vyvoj, ktery miize byt rozdélen na stup-
né zaloZené na standardnich morfologickych kritériich. Nejrangj$im rozpoznatelnym ¢lenem sku-
piny megakaryocytii (MK nebo meg) jsou megakaryoblasty. Tyto builky maji nejprve 20 az
30 pm v priméru a maji basofilni cytoplazmu a mirn€ nepravidelné jadro s volnym, pon¢kud re-
tikularnim chromatinem a nékolika jadérky. Pozdéji mohou megakaryoblasty obsahovat az 32 ja-
der (polyploid), ale cytoplazma zistava fidka a nezrald. Zrani pokracuje, jadro se stdva lobularni
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a zakulacené a zvySuje se mnozstvi cytoplazmy a stava se vice acidofiln{ a zrnita. U nejzralejsich
bunék této skupiny se miiZe objevovat uvoliiovani desti¢ek na jejich periférii. Normalng je méné
nez 10 % megakaryocyti ve stadiu blasti a vice nez 50 % je zralych. Morfologicka klasifikace
obvykle uplatiiovana na fady megakaryocyti jsou megakaryoblasty pro nejran&jsi formu; prome-
gakaryocyty nebo basofilni megakaryocyty pro stfedni mezistupiiovou formu; a zralé (acidofilni,
granularni nebo produkujici desti¢ky) megakaryocyty pro pozdni formu. Zralé megakaryocyty
natahuji vlakna cytoplazmy do sinusoidalnich prostor, kde se oddéluji a fragmentuji do jednotli-
vych desti¢ek (Williams a kol., Hematology, 1972).

Soudi se, ze megakaryocytopoéza zahrnuje nékolik regulaénich faktord (Williams a kol.,
Br. J. Haematol., 52: 173 (1982) a Williams a kol., J. Cell. Physiol., 110: 101 (1082)). Rané sta-
dium megakaryocytopoézy je povazovano za mitotické, zahrnuje bun&nou proliferaci a kolo-
niovou iniciaci z CFU-MK, ale neni ovlivnéno poctem desticek (Burstein a kol., J. Cell Physiol.,
109: 333 (1981) a Kimura a kol., Exp. Hematol., 13: 1048 (1985)). Pozdé&jsi stadium zrani je ne-
mitotické, zahrnuje jadernou polyploidizaci a cyptoplazmické zrani a je pravdépodobné regulo-
véano zpétnovazebnym mechanizmem poctem periferalnich desti¢ek (Odell a kol., Blood, 48: 765
(1976) a Ebbe a kol., Blood, 32:787 (1968)).

Byla diskutovéna existence rozdilnych a specifickych megakaryocytickych kolonie-stimulujicich
faktorit (MK—CSF) (Mazur, Exp. Hematol., 15: 340-350 (1987). Nicméné vétSina autorti véii, Ze
proces tak Zivotn& dulezity k preziti jako je produkce desti¢ek bude regulovan cytokinem (cyto-
kiny) vyhradné odpovédnym za tento proces. Hypotéza, Ze existuje megakaryocytové/desti¢kove
specificky citokin (cytokiny), tvoii zaklad vice nez 30letého vyzkumu — ale do dneska Zzadné ta-
kovéto cytokiny nebyly purifikovany, sekvenovany ani stanoveny jako specificky MK—CSF
(TPO).

Ackoliv bylo publikovano, Ze MK—CSF byly Caste€né purifikovany u experimentalné vzniklé
trombocytopenie (Hill a kol., Exp. Hematol., 14: 752 (1986)) z média kondiciovaného lidskymi
embryondlnimi jatry (CM) (McDonald a kol., J. Lab. Clin. Med., 85: 59 (1975) a u &lovéka pfi
plastické anémii a idiopatické trombocytopenické purpufe z urindrnich extrakti (Kawakita a kol.,
Blood, 6: 556 (1983)) a plazmy (Hoffman a kol., J. Clin. Invest., 75: 1174 (1985)), jejich fyziolo-
gicka funkce je jeste stdle v mnoha ptipadech neznama.

Jako megakaryocytovych potenciatorti bylo pouzito kondiciované médium, mitogeny slezinnych
bunék aktivovanych li¢idlem americkym (PWM-SpCM) a mysi myelomonocytové bunééné linie
WEHI-3 (WEHI-3CM). PWM-SpCM obsahuji faktory zvySujici CFU-MK rist (Metcalf a kol.,
Pro. Natl. Acad. Sci., USA, 72: 1744-1748 (1975); Quesenberry a kol., Blood, 65: 214 (1985);
a Iscove, N. N., v Hematopoetic Cell Differentiation, ICN-UCLA Symposia on Molecular and
Cellular biology, Vol. 10, Golde a kol., editofi, (New York, Academy Press) str. 37-52 (1978)),
jeden z nich je interleukin—3 (IL-3), multikmenovy kolonie stimulujici faktor (multi~CSF [Burs-
tein, Blood Cells, 11: 469 (1986)]. Ostatni faktory v tomto médiu nebyly dosud identifikovany
aizolovany. WEHI-3 je mys$i myelomonocytova bunééna linie vyludujici relativné velka mnoz-
stvi IL-3 a mensi mnoZstvi GM—CSF; bylo zjisténo, Ze IL-3 potenciuje rist velké skupiny hema-
topoetickych bunck (Ihle a kol., J. Immunol., 13: 282 [1983]). Déle bylo zjisténo, Ze IL~3 také
plisobi synergicky s mnoha znamymi hematopoetickymi hormony nebo ristovymi faktory (Bar-
telmez a kol., J. Cell Physiol., 122: 362-369 [1985] a Warren a kol., Cell, 46: 667-674 [1988]),
véetné erythropoetinu (EPO) i interleukinu—1 (IL-1), pti indukci velmi ranych multipotencialnich
prekurzort a formovani velmi rozsahlych smiSenych hematgpoetickych kolonii.

Dalsi zdroje megakaryocytovych potenciatori byly objeveny v kondiciovaném médiu mySich
plicnich, kostnich, makrofagovych bunéénych linii, bun€k peritonealniho exsudatu a buiikach lid-
skych zéarodeCnych ledvin. Pres né&které sporné tGdaje (Mazur, Exp. Hematol., 15: 340-350
[1987]), existuje nékolik dikazt (Geissler a kol., Br. J. Haematol., 60: 233-238 [1985], ze akti-
vované T lymfocyty spiSe nez monocyty maji dileZitou tlohu v megakaryocytopoéze. Tato zjis-
téni predpokladaji, Ze sekrety aktivovanych T-lymfocytil jako jsou interleukiny mohou byt regu-
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laénimi faktory ve vyvoji MK (Geissler a kol., Exp. Hematol., 15: 845-853 [1987]). MnoZstvi
studii megakaryocytopoézy s purifikovanym erythropoetinem EPO (Vainchenker a kol., Blood,
54: 940 [1979]; McLeod a kol., 261: 4924 [1976]; a Williams a kol., Exp. Hematol., 12: 734
[1984]) naznaluji, Ze tento hormon ma silny vliv na MK formaci kolon. To bylo také demonstro-
vano v kulturach bez séra i obsahujicich sérum a v nepfitomnosti pomocnych bungk (Williams
a kol., Exp. Hematol., 12: 734 [1984]). Pfedpoklada se, Zze EPO zasahuje vice do jedno— a dvou-
bunééné faze z hlediska megakaryocytopoézy tak, Ze puisobi proti uginku PWM-SpCM, které
zasahuje do Ctyfbunééné faze vyvoje megakaryocytl. Interakce viech téchto faktorti v Gasné
1 v pozdni fazi vyvoje megakaryocyti zbyva objasnit.

Udaje zjidténé v nékterych laboratofich predpokladaji, Ze jediné multikmenové faktory, které
individualné maji aktivitu stimulujici kolonie MK jsou GM-CSF a IL-3 a v men$i mife B-bu-
nény stimula¢ni faktor IL-6 (Ikebuchi a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 9035 [1987]).
Nedavno nékolik autorii publikovalo, Ze faktor inhibujici leukemii IL-11 (LIF) piisobi synergic-
ky s IL-3 na zvySeni megakaryocytové velikosti a ploidie (Yonemura a kol., British Journal of
Hematology, 84: 16-23 [1993]; Burstein a kol., J. Cell. Physiol., 153: 305-312 [1992]; Metcalf
a kol., Blood, 76, 50-56 [1990]); Metcalf a kol., Blood 77: 2150-2153 [1991]; Bruno a kol., Exp.
Hematol., 19: 378-381; a Yonemura a kol., Exp. Hematol., 20: 1011-1016 [1992]).

Ostatni dokumenty, které se timto zabyvaji, zahrnuji: Eppstein a kol., US 4 946 091; Chong,
US 4879 111; Fernandes a kol., US 4 604 377; Wissler a kol., US 4512 971; Gottlieb, US
4 468 379; Bennet a kol., US 5 215 895; Kogan a kol., US.5 250 732; Kimura a kol., Eur.
J. Immunol., 20(9): 1927); Secor a kol., J. of Immunol., 144(4) 14841489 [1990]; Warrena kol.
J. of Immunol., 140(1): 94-99 [1988]; Waren a kol., Eex. Hematol., 17(11); 10951099 [1989];
Bruno a kol., Exp. Hematol., 17(10): 1038-1043 [1989]; Tanikawa a kol., Exp. Hematol., 17(8):
883888 [1989]; Koike a kol., Blood, 75(12): 2286-2291 [1990]; Lotem, Blood, 75(5): 1545—
1551 [1989]; Rennick a kol., Blood, 73(7); 1828-1835 [1989]; a Clutterbuck a kol., Blood, 73(6):
15041512 [1989].

III. Trombocytopenie

Desticky jsou rozhodujicim prvkem krevniho sraZeciho mechanizmu. Deplece hladiny cirkuluji-
cich desticek, nazyvana trombocytopenie, se vyskytuje za riznych klinickych stavi a u riznych
onemocnéni. Trombocytopenie je obvykle definovana jako podet desti¢ek pod 150x10° na litr.
Hlavni pti¢iny trombocytopenie mohou byt rozdéleny na tii kategorie na zakladé Zivotnosti des-
ti€ky, a to: (1) sniZena produkce cesti¢ek kostni diené, (2) sekvestrovani destiek ve slezing
(splenomegalie), nebo (3) zvysena destrukce desticek v periferalni cirkulaci (napf. autoimunitni
trombocytopenie nebo chemoterapie a radiacni terapie). Dale u pacientl, ktefi dostavaji velké
objemy rychle podavanych krevnich produktd, chudych na desti¢ky, se mizZe rozvinout trombo-
cytopenie zplsobena zfedénim.

Klinické krvéacivé projevy trombocytopenie zavisi na intenzité trombocytopenie, ktera je zpiso-
bila, a moZnych pfidruzenych koagulaénich defektech. Obecné pacienti s poStem desti¢ek mezi
20 a 100 x 10 na litr jsou v nebezpedi excesivniho post traumatického krvécent, zatimco pacienti
s postem desti¢ek pod 20 a 100x10° na litr mohou krvacet spontanng. Tito druzi pacienti jsou
kandidaty transfuze desticek s kontrolovanym imunitnim a viralnim rizikem. P¥i jakémkoliv stup
ni trombocytopenie budou sklony ke krvaceni silnéjsi, pokud pfi€inou je snizena produkce spise
nez zvySena destrukce desti¢ek. Trombocytopenie mohou byt nasledkem riznych onemocnéni
stru€né€ popsanych nize. Podrobnéj$i popis je mozné nalézt v Schafner, A.L, ,,Trombocytopenia
and Disorders of Platelet Function,” Internal Medicine, 3. vydani, John J. Hutton a kol., editofi,
Little Brown and Co., Boston/Toronto/London [1190].
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(a) Trombocytopenie zplisobena snizenou produkci desticek

Pfi¢iny kongenitalni trombocytopenie zahrnuji konstitucionalni aplastickou anemii (Fanconiho
syndrom) a kongenitalni amegakaryocytickou trombocytopenii, které mohou byt spojeny se
skeletilnimi malformacemi. Ziskana onemocnéni produkce desti¢ek jsou zplsobena bud’
hypoplasii megakaryocyt nebo neefektivni trombopoézou. Megakaryocyticka hypoplasie mize
byt nasledkem rznych stavii, véetné aplasie diené (véetns idiopatickych forem nebo myelosup-
rese chemoterapeutickymi inidly nebo radiaéni terapii), myelfibrozy, leukemie a napadeni kostni
dfené metastatickym tumorem nebo granuloméazou. U né&kterych piipadii, toxint, infekénich
agens nebo 1€k mohou relativné selektivné interferovat s trombopoézou; piiklady zahrnuji pre-
chodné trombocytopenie zplisobené alkoholem a nékterymi viralnimi infekcemi a mirnou trom-
bocytopenii spojenou s podévanim triazidovych diuretik. Nakonec, neefektivni trombocytopoéza
sekundami k megaloblastickym procesim (deficience folatu nebo B;;) muiZe také zpisobit
trombocytopenii, obvykle s koexistujici anémii a leukopenii.

Soucasné IéCeni trombocytopenii zpisobenych snizenim produkce destiek zavisi na rozpoznani
a zvraceni zakladni pfiCiny nedostate¢nosti kostni dfené. Transfuze desti¢ek jsou obvykle vyhra-
zeny pro pacienty s vaznymi krvacivymi komplikacemi, nebo pro pokryti potieby b&hem chirur-
gickych zakroki, ponévadZ izoimunizace muZe vést ktomu, Ze daldi transfuze desticek
nezabiraji. Mukoézni krvaceni, které je nasledkem silné trombocytopenie mize byt zlep$eno oral-
nim nebo intravenéznim podavanim antifibrinolytickych agens. Mohou se ale rozvinout trombo-
tické komplikace, pokud jsou antifibrinolytickd agens pouZita u pacientd s rozsifenou intravasku-
larni koagulaci (DIC).

(b) Trombocytopenie zplisobena slezinnou sekvestraci

Splenomegalie zpiisobena jakoukoliv pfi¢inou miZe byt spojena s mirnou aZ slabou trombocyto-
penii. Je to pfevazné pasivni proces (hypersplenismus) slezinné desti¢kové sekvestrace, ve srov-
nani s aktivni destrukci desti¢ek slezinou v pfipadech imunitou zprostfedkované trombocytopenie
diskutované nize. Ackoliv nejobvyklejsi pti¢inou hypersplenismu je kongestivni splenomegalie
z portalni hypertenze zpisobena alkoholickou cirh6zou, dalsi formy kongestivni, infiltrativni
nebo lymfoproliferativni splenomegalie jsou také spojeny s trombocytopenii. Jako nasledek sa-
motného hypersplenismu obvykle neklesne podet destiéek pro 50x10° na litr.

(c) Trombocytopenie zpisobena neimunitné-zprostiedkovanou destrukei destiéek

Trombocytopenie miize byt nasledkem zrychlené destrukce desti¢ek riznymi neimunologickymi
procesy. Onemocnéni tohoto typu zahrnuji roz$ifenou intravaskularni koagulaci, prostetické
intravaskularni prostfedky, mimotélni cirkulaci krve, a trombotickou mikroangipatii jako je trom
boticka trombocyticka purpura. Ve viech téchto pfipadech cirkulujici destic¢ky, které jsou vysta-
veny pisobeni bud’ umélych povrchii nebo abnormalnich vaskularnich zten&eni, v obou piipa-
dech jsou zni¢eny na téchto mistech nebo jsou poskozeny a poté predasné odstranény retiku-
loendotelidlnim systémem. Chorobné stavy nebo onemocnéni, u kterych se miZe objevit rozsi-
fena intravaskularni koagulace (DIC), jsou dale detailngji popsiny v Braunwald a kol., (editofi),
Harrison s Principles of Internal Medicine, 11. vydani, str. 1478, McGraw Hill [1987]. Intra-
vaskularni prostetické prostfedky, véetn& srdednich chlopni a intra~aortickych balénkii mohou
zplisobovat mirnou aZ slabou destruktivni trombocytopenii, a pfechodna trombocytopenie u pa-
cientli prodélavajicich kardiopulmondarni bypass nebo hemodialyzu mizZe byt nasledkem spotieby
nebo zni¢eni desti¢ek pfi mimotélnim ob&hu.

(d) Léky-indukovana imunitni trombocytopenie

Bylo prokazano, Ze vice nez 100 Iéki ma vliv na imunologicky zprostiedkovanou trombocyto-
penii. Av8ak pouze quinidin, quinin, zlato, sulfonamidy, cephalothin a heparin byly charakterizo-
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véany dobre. Léky—indukovana trombocytopenie je Easto velmi silné a obvykle se prudce projevi
béhem dni, kdy pacient uziva tyto senzitivujici 1éky.

(e) Imunitni (autoimunitni) trombocytopenicka purpura (ITP)

ITP u dospélejsich je chronické onemocnéni charakterizované autoimunitni destrukci destidek.
Autoprotilatky jsou obvykle IgG, i kdyz byly publikovéany i dal$i imunoglobuliny. I kdyZ bylo
zjisténo spojeni autoprotilatky ITP s destickovou membranovou GPIILIIL,, destickova antigenni
specifita nebyla dosud ve vét§iné ptipadi identifikovana. Extravaskularni destrukce senzitivova-
nych desti¢ek probiha v retikuoendotelidlnim systému sleziny a jater. Ackoliv pies polovinu
vsech ptipadd ITP je idiopatickych, u mnoha pacientii je zakladem revmatické nebo autoimunitni
onemocnéni (napf. systemic lupus erythematosus) nebo lymfoproliferativni onemocnéni (napt.
chronicka lymfocyticka leukemie).

(f) HIV-indukované ITP

ITP je stale Cast&jSi komplikaci infekce HIV (Morris a kol., Ann. Intern. Med., 96: 714-717
[1982]), a miZe se vyskytnout v jakémkoliv stadiu progrese choroby, jak u pacienti s diagnézou
syndromu ziskané imunodeficience (AIDS), i u komplexu onemocnéni pfibuznych AIDS i u HIV
infekce bez symptomt AIDS. HIV infekce je pfenosné onemocnéni v koneéné fazi charakterizo-
vané hloubkovou deficienci bunééné imunitni funkce, stejné jako vyskytu oportunnich infekci
a malignit. Primarni imunologicka abnormalita, ktera je nasledkem infekce HIV je progresivni
deplece a funkéni naruseni T lymfocytd exprimujicich CD4 buné&né povrchové glykoproteiny
(Lane a kol., Ann. Rev. Immunol., 3: 477 [1985]). Ztrata CD4 pomaha¢ské/induktorové T bunéc-
né funkce je pravdépodobné piicinou t€Zkych defektti v bun&¢né a humoralni imunité vedouci
k oportunnim infekcim a malignitdm charakteristickym pro AIDS (H. Lane vyse).

Ackoliv mechanizmus ITP spojeného s HIV je neznamy, pfedpoklada se, Ze se li&f od mecha-
nizmu ITP nespojeného s HIV infekci. (Walsh a kol., N. Eng. J. Med., 311: 636-639 [1984];
a Ratner, Am. J. Med. 86: 194-198 [1989]).

IV. Soudasna terapie trombocytopenie

Terapeuticky postup pii léceni pacientl s trombocytopenii je fizen silou a naléhavosti klinické
situace. LéCeni je podobné pro trombocytopenii spojenou s HIV a trombocytopenii ne-HIV typu,
a ackoliv se uziva mnoho riznych terapeutickych postupi, terapie zistava kontroverzni.

Pocet desticek u pacientl, u kterych byla diagnostikovana trombocytopenie, se Gspésné zvySuje
glukokortikoidovou (napf. prednisolon) terapii, ale u mnoha pacientil) je odpovéd’ nedokonala,
nebo dojde k opétovnému zhorSeni pfi snizeni davky nebo pii preruSeni podavani. Na zakladé
téchto studii s pacienty s ITP spojenym s HIV nékteti vyzkumnici ptedpokladaji, Ze glukokorti-
koidova terapie miZe mit za nasledek predispozici k AIDS. Glukokortikoidy jsou obvykle poda-
vény, pokud polet desti¢ek klesne pod 20x10”/litr nebo pokud se objevi spontanni krvaceni.

Pacientim, u kterych nezabiraji glukokortikoidy, byla k 1é¢eni tézkych ptipadii ITP ne—HIV typu
s aspéchem pouzita sloudenina: 4—(2—chlorfenyl)-9-methyl-2-[3—(4—morfolinyl)-3—propanon—
1-yl]6H—thieno[3,2,f][1,2,4]thiazolo[4,3,a][1,4]diazepin (WEB 2086). Pacient s po¢tem desticek
37000-58000/ml byl 1é¢en WEB 2086 a po 1 az 2tydennim 1é¢eni pocet destiGek vzrostl na
140000-190000/ml. (EP 361,077 a Lohman a kol., Lancet, 1147 [1988]).

Ackoliv optimalni 1é€eni ziskané amegakaryocytické trombocytopenické purpury (AATP) je ne-
jasné, bylo zjisténo, Ze antithymocytovy globulin (ATGT), koriské antisérum k lidské thymové
tkani vyvolava prolongovanou kompletni remisi (Trimble a kol., Am. J. Hematol., 37: 126-127
[1991]). Posledni zpravy ovSem naznaduji, Ze hematopoetické efekty ATG je mozné ptisoudit
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thimerosalu, kde pravdépodobng protein piisobi jako nosi¢ rtuti (Panella a kol., Cancer Research,
50: 44294435 [1990)).

Byly publikovany dobré vysledky pti splenektomii. Splenektomie odstrani hlavni misto destrukce
destiCek a hlavni zdroj produkce autoprotilatek u mnoha pacientii. Tento postup ma u velkého
mnoZstvi pacientli za vysledek prolongované remise, ve kterych neni tfeba 1é&eni. Ale ponévadz
chirurgickému feSeni se vyhybame u imunitné ohroZenych pacientt, je splenektomie doporuéo-
véna pouze v té€zkych pripadech trombocytopenie (napf. tézké s HIV spojena ITP), u pacienti,
u kterych je neti¢inna dvou az titydenni 1é¢ba glukokortikoidy, nebo u kterych nebylo dosazeno
zachovani odpovédi po pieruseni podavani glukokortikoidii. Na zékladé sou€asnych védeckych
poznatki je nejasné, zda splenektomie predisponuje pacienty k AIDS.

Kromé prednisolonové terapie a splenektomie, mohou se néktera cytotoxicka &inidla napt.
vincristin a azidothimidin (AZT, zidovudin) také projevovat slibné v 1é¢eni HIV—-indukované
ITP, oviem vysledky jsou piedbézné.

Z piedchdzejiciho bude ocenéno, Ze jednou cestou léeni trombocytopenie by bylo ziskani agens
schopné urychlit diferenciaci a zrani megakaryocytl nebo jejich prekurzort do desti¢ky produ-
kujici formy. Znacné usili bylo vynaloZeno na identifikaci takovéhoto &inidla, obvykle uvadéné-
ho jako ,,trombopoetin® (TPO). Dalsi nazvy pro TPO, které miizeme nalézt v literatuie, zahrnuji:
trombocytopoézu stimulujici faktor (TSF), megakaryocytovy kolonie-stimulujici faktor (MK—
CSF), megakaryocyty-stimulujici faktor a megakaryocytovy potenciator. TPO aktivita byla po-
prvé pozorovana v roce 1959 (Rak a kol., Med. Exp., 1:125) a az do dne$ni doby probfhaji poku-
sy charakterizovat a purifikovat toto agens. Zatimco existuji zpravy o ¢aste¢né purifikaci TPO—
aktivnich polypeptidii (viz, napf. Tayrien a kol., J. Biol. Chem., 262: 3262 [1987] a Hoffman
akol, J. Clin. Invest. 75: 1174 [1985]), dal$i zpravy naznacuji, Ze TPO neni samostatny subjekt
v pravém slova smyslu, ale spise je to polyfunkéni projev znAmého hormonu IL-3, (Sparrow
a kol., Prog. Clin. Biol. Res., 215: 123 [1986]). Bez ohledu na jeho formu nebo pivod, molekula
vykazujici trombopoetickou aktivitu by méla vyznamnou terapeutickou hodnotu. Ackoliv zadny
protein nebyl jednoznaéné identifikovan jako TPO, znanym zdjmem byl provizen nedivny
objev, Ze mpl, pfedpokladany cytokinovy receptor, miize transdukovat trombopoeticky signal.

V. Mpl je megakaryocytopoeticky cytokinovy receptor

Véfiilo se, ze proliferace a zrani hematopoetickych bunék jsou citlivé regulovany faktory, které
pozitivné nebo negativné ovliviiuji proliferaci pluripotentnich kmenovych bunék a multikmeno-
vou diferenciaci. Tyto efekty jsou zprostfedkovany vysokoafinitni vazbou extracelularnich pro-
teinovych faktord na specifické bun&éné povrchové receptory. Tyto bunééné povrchové receptory
maji spole¢nou zna¢nou homologii a jsou obecné klasifikovany jako ¢lenové cytokinové recepto-
rové nadskupiny. Clenové nadskupiny zahrnuji receptory pro: IL-2 (b a g fetézce) (Hatakeyama
a kol., Science, 244: 551-556 [1989]; Takeshita a kol., Science, 257: 379-382 [1991]), IL-3
(Itoh a kol., Science, 247: 324-328 [1990]; Gorman a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:
54595463 [1990]; Kitamura a kol., Cell, 66: 1165-1174 [1991a}; Kitamura a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 88: 5082-5086 [1991b], IL-4 (Mosley a kol., Cell. 59: 335-348 [1989]), IL-5
(Takaki a kol., EMBO J., 9: 4367-4374 [1990]; Tavernier a kol., Cell. 66: 1175-1184 [1991}),
IL-6 (Yamasaki a kol., Science, 241: 825-828 [1988]; Hibi a kol., Cell, 63: 1149-157 [1990]),
IL-7 (Goodwin a kol., Cell, 60: 941-951 [1990]), IL-9 (Renault a kol., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 89: 56905694 [1992]), granulocytovy makrofagovy faktor stimulujici kolonie (GM—CSF)
(Gearing a kol. EMBO J., 8: 3667-3676 [1991]; Hyashida a kol., Proc. Natl. Adac. Sci. USA,
244: 96559659 [1990]), granulocytovy faktor stimulujici kolonie (G—-CSF) (Fukunaga a kol.,
Cell, 61: 341-350 [1990a]; Fukunaga a kol., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 87: 8702—8706 [1990b];
Larsen a kol., J. Exp. Med., 172: 1559-1570 [1990]), EPO (D Andrea a kol., Cell, 57: 277-285
[1989]; Jones a kol., Blood, 76: 31-35 [1990]), leukemii inhibujici faktor (LIF) (Gearing a kol.,
EMBO J., 10: 2839-2848 [1991]), oncostatin M (OSM) (Rose a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
88: 8641-8645 [1991]) a také receptory pro prolaktin (Boutin a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
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88: 7744-7748 [1988]; Edery a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 2112-2116 [1989]), rlistovy
hormon (GH) (Leung a kol., Nature, 330: 537-543 [1987]) a cilidrni neutrofilni faktor (CNTF)
(David a kol., Science, 253: 59-63 [1991)).

Clenové cytokinové receptorové nadskupiny mohou byt rozdéleni do tfech funk&nich kategorii
(pro pfehled viz Nicola a kol., Cell, 67: 1-4 [1991]). Prvni tfida obsahuje jednofetézcové recep-
tory, jako je receptor erythropoetinovy (EPO-R) nebo receptor granulocytového kolonového sti-
mulujiciho receptoru (G-CSF-R), ktery vaze ligandy s vysokou afinitou pfes extracelularni do-
ménu a také generuje intracelularni signal. Druha tfida receptort, také nazyvana a-podjednotky,
zahrnuje receptor interleukinu-6 (IL6-R), receptor granulocytového-makrofagového faktoru sti-
mulujiciho kolonie (GM-CSF-R), receptor interleukinu-3 (IL-3-Ra) a dalsi ¢lenové cytokinové
receptorové nadskupiny. Tyto a—podjednotky vazi ligandy s nizkou afinitou, ale nemohou trans-
dukovat intracelularni signal. Vysokoafinitni receptor schopny signalizace je generovan hetero-
dimerem mezi a—podjednotkou a ¢lenem tieti skupiny cytokinovych receptord, nazyvanych b—
podjednotky, napt. bc, béZna b—podjednotka pro tfi a—podjednotky IL3-Ra a GM—CSF-R.

Dikaz, Ze mpl je ¢lenem nadskupiny cytokinovych receptord, vychézi ze sekven&ni homologie
(Gearing, EMBO J., 8: 3667-3676 [1988]; Bazan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6834-6938
[1990]; David a kol., Acience, 253: 59-63 [1991] a Vigon a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:
5640-5644 [1992]) a z jeho schopnosti transdukovat proliferativni signaly.

Odvozena proteinova sekvence z molekularniho klonovani mysi c-mpl ukazuje, Ze tento protein
je homologicky k dal$im cytokinovym receptorim. Extracelularni domény obsahuji 465 amino-
kyselinovych zbytkl a skladaji se z dvou subdomén, kazda se &tyfmi vysoce konzervovanymi
cysteiny a partikuldrnimi prvky na N-koncové subdoméné a na C—koncové subdoménég. Pied-
poklada se, Ze ligandy vazajici extracelularni domény maji podobnou dvojitou b-barelovou na-
sobnou strukturalni geometrii. Tato duplikovana extracelularni doména je vysoce homologicka
k signal transdukujicimu fetézci spole¢nému s IL-3, IL-5 a GM-CSF receptoriim, stejné jako
nizko-afinitné vazaci doméné LIF (Vigon a kol., Oncogene, 8.2607-2615 [1993]). Mpl tedy
muze patfit k nizko—-afinitné vézajici tfidé cytokinovych receptori.

Srovnani mysi mpl a zralé lidské mpl P ukazuje, Ze tyto dva proteiny vykazuji 81% sekvenéni
identitu. Specifi¢téji, N-koncové a C-koncové extracelularni subdomény vykazuji 70% a 80%
sekvencni identitu, respektive. Nejzachovanéjsi mpl oblast je cytoplazmickd doména vykazujici
91% aminokyselinovou identitu, s sekvenci 37 zbytka blizko transmembranové doméné identic-
kou pro oba druhy. Na zékladé toho je publikovano, Ze mpl! je jeden z nejvice zachovanych &leni
nadskupiny cytokinovych receptori (Vigon, vyse).

Dikazem, ze mpl je funkéni receptor, schopny transdukce proliferativniho signalu, pochazi
z konstrukce chimérickych receptori obsahujicich extracelularni doménu z cytokinového recep-
toru majici vysokou afinitu pro zndmy cytokin s mpl cytoplazmatickou doménou. Ponévadz ne-
byly publikovany zadné znamé ligandy pro mpl, bylo nutné konstruovat chiméricky vysokoafi-
nitni ligand vézajici extracelularni doménu z tfidy jedna cytokinovych receptori jako je IL-4R
nebo G-CSFR. Vigon a kol., vySe, fuzoval extracelularni doménu G-CSFR s transmembrinovou
a cytoplazmatickou doménou c-mpl. IL-3 dependentni bun&na linie, BAF/B03 (Ba/F3) byla
transfekovana G-CSFR/mp! chimérou spolu s kontrolou G-CSFR plné délky. Buiiky transfekto-
vané s chimérou rostly stejné dobfe v pfitomnosti cytokinu IL-3 nebo G-CSF. Podobné butiky
transfektované s G-CSFR také rostly dobfe v IL-3 nebo G-CSF. V nepfitomnosti ristovych fak-
tordl viechny buiiky uhynuly. Podobny experiment byl proveden Skodou a kol., EMBO J., 12(7):
26452653 [1993], ve kterém byly 1 extracelularni i transmembranové domény lidského IL—4
receptoru (hIL—4-R) fizovany do my$i mpl cytoplazmické domény, a transfektovany do mysi
IL-3 dependentni Ba/F3 bun&éné linie. Ba/F3 buriky transfektované s divokym typem hIL-4-R
proliferovaly normainé v ptitomnosti bud’ druhové specifického IL—4 nebo IL-3. Ba/F3 buiiky
transfektované s hIL-4R/mpl proliferovaly normalné v p¥itomnosti hIL-4 (v p¥itomnosti nebo
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neptitomnosti [L-3), coz ukazuje, ze v Ba/F3 burikdch mpl cytoplazmické domény obsahuji
vSechny prvky nutné k indukci proliferativniho signalu.

Tyto chimérické experimenty ukazuji schopnost proliferativni signalizace mp! cytoplazmatické
domény ale latentné sleduji, jestli mpl extracelularni doména miZe vazat ligand. Tyto vysledky
jsou v souladu s poslednimi dvéma moznostmi, konkrétné mpl je jednofetézcovy (tfida jedna)
receptor jako je EPO-R nebo G-CSFR nebo je to signal transdukujici b-podjednotka (tfida tii)
vyzadujici a~podjednotku jako je IL-3 (Skoda a kol., vyse).

VI. Mpl ligand je trombopoetin (TPO)

Jak je popséano nize, predpokladalo se, Ze sérum obsahuje jedineény faktor, nékdy zmifiovany
Jjako trombopoetin (TPO), ktery plisobi synergicky s riznymi dal§imi cytokiny p¥i podpoie riistu
a zrani megakaryocytil. Dosud nebyly nikdy izolovany Zadné takovéto ptirodni faktory ze séra
ani ze Zadného jiného zdroje, i kdyz bylo provedeno velké mnoZstvi pokusii mnoha skupinami.
I'kdyZz neni znamo, zda mp! je schopny pfimé vazby megakaryocytového stimulujiciho faktoru,
nedavné pokusy ukazaly, Ze mpl je zapojen do proliferativni signalni transdukce z faktoru nebo
faktoril nalezenych v séru pacientt s aplastickou kostni dieni (Methia a kol., Blood, 82(5): 1395:
1395-1401 [1993]).

Dikaz, Ze se jedineény sérovy faktor stimulujici kolonie lifici se od IL-1a, IL-3, IL—4, IL-6, IL—
11, SCF, EPO, G—-CSF a GM—CSF transdukuje proliferativni signal ptes mpl pochazi z testovani
distribuce c-mpl exprese v primitivnich a zaméfenych hematopoetickych bun&&nych linii a z mpl
komplementarnich studii v jedné z téchto bun&nych linii.

Uziti reverzni transkriptdzy (RT)-PCR v imuno-purifikovanych lidskych hematopoetickych
buiikach, Methia a kol., vy$e ukazalo, Ze silné mp! mRNA odezvy byly nalezeny pouze v CD34"
purifikovanych buiikdch, megakaryocytech a destitkach. CD34" butiky purifikované z kostni
diené (BM) predstavuji 1 % procento viech BM bungk a jsou rozsifené v primitivnich a speciali-
zovanych progenitorech vSech kmenu (napt. erythroidy, granulomakrofagy a megdaryocyty).

Ukazalo se, ze mpl stejnosmérné oligodeoxynukleotidy suprimuji megakaryotické formace kolo-
nii z pluripotentnich CD34" bunék kultivovanych v séru z pacientii s aplastickou dieni (bohaty
zdroj megakaryotické kolonie—stimulujici aktivity [MK—CSA]). Tyto stejné komplementérni
oligodeoxynukleotidy nemaji Zadny efekt na formaci kolonii erythroidi nebo granulomakrofagy.

Jestli mpl ptimo vaze ligand a jestli sérovy faktor zpiisobuje megakaryocytopoézu fizenou pies
mpl neni dosud znamo. Piedpoklada se, Ze pokud mpl piimo vaze ligand, jeho aminokyselinova
sekvence je pravdépodobné vysoce zachovava a ma kmeny majici k¥iZovou reaktivitu vzhledem
ke znatné velké sekvenéni identité mezi lidskymi a myS$imi mpl! extraceluldmimi doménami
(Vigon a kol., vyse [1993]).

VIL Cile

Vzhledem k predchazejicimu je tieba uznat, Ze existuje v této oblasti nyn&j$i i budouci potieba
izolovat a identifikovat molekuly schopné stimulovani proliferace, diferenciace a zrani hemato-
poetickych bunék, zvlasté megakaryocytd nebo jejich pfedchidcti pro terapeutické udely pii
lé€eni trombocytopenie. VEii se, Ze takovato molekula je mpl ligand a tedy existuje dale potieba
izolovat takovy ligand (ligandy), aby mohla byt zhodnocena jeho (jejich) role v bunééném riistu
a diferenciaci.

Cilem tohoto vynalezu je ziskat farmaceuticky €istou molekulu schopnou stimulovat proliferaci,
diferenciaci a/nebo zrani megakaryocyti na zralou desti¢ky produkujici formu.
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Dal$im cilem je ziskani molekuly ve formé pro terapeutické pouziti k lé¢eni hematopoetickych
onemocnéni, zvlasteé trombocytopenie.

Dal3im cilem predkladaného vynélezu je izolovat, purifikovat aspecificky identifikovat proteino-
vé ligandy schopné vazby in vivo a cytokinové nadskupiny receptort znamych jako mpl a trans-
dukujicich proliferativni signal.

Dal$im cilem je ziskat molekuly nukleovych kyselin kédujicich takovéto proteinové ligandy
a pouZiti téchto molekul nukleovych kyselin k produkci mpl véazajicich ligandi v kultufe rekom-
binantnich bunék pro diagnostické a terapeutické pouziti.

Dalsim cilem je ziskat derivaty a modifikované formy proteinovych liganda zahrnujicich varianty
aminokyselinovych sekvenci, varianty glykoproteinovych forem a jejich kovalentni derivaty.

Dalsim cilem je ziskani fiznich polypeptidovych forem kombinujicich mp! ligandy a heterologni
protein a jejich kovalentni derivaty.

Dal$im cilem je ziskani variant polypeptidovych forem kombinujicich mpl ligand s aminokyseli-
novymi dopliiky a substitucemi z EPO sekvence, aby produkoval protein schopny regulovani

proliferace a ristu destiek i progenitora ¢ervenych krevnich bunék.

DalSim cilem je pfipravit imunogeny pro pfipravu protilatek proti mp! ligandim nebo jejich fuz-
nim formam, stejné jako ziskat protilatky schopné vazat takovéto ligandy.

Tyto a dalsi cile pfedkladaného vynalezu budou, s ohledem na celkovou specifikaci, zfejmé pro
osoby vzdélané v dané problematice.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je izolovany ligand mpl, ktery: (a) stimuluje inkorporaci znagenych nukleoti-
di (CH-thymidin) do DNA IL-3 dependentnich bun&k Ba/F3 transfekovanych lidskym mpl P;
a (b) kde aminokoncova sekvence polypeptidu je SPAPPACDPRLLNKLLRDDHVLHGR, nebo
SPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRL.

Cile vynélezu jsou dosaZeny zajisténim izolované sav¢éi megakaryocytopoetické proliferace
a proteinu zahajujictho zrani, pojmenovaného ,mpl! ligand*“ (ML) nebo ,trombopoetin“ (TPO),
schopného stimulovani proliferace, zrani a/nebo diferenciace megakaryocytii na zralou desti¢ky
produkujici formu.

Prakticky homogenni protein mize byt purifikovan zptirodniho zdroje metodou obsahujici:

(1) kontaktovani zdrojové plazmy obsahujici mpl ligandové molekuly, které maji byt purifiko-
vény, s imobilizovanym na nosici, za podminek, pfi kterych mp/ ligandové molekuly, které maji
byt purifikovany, jsou selektivné adsorbovany na imobilizovany receptorovy polypeptid, (2) pro-
myti imobilizovaného receptorového polypeptidu a jeho nosie k odstranéni neadsorbovaného
materialu, a (3) eluce mp! ligandovych molekul z imobilizovaného receptorového polypeptidu, na
kterém jsou adsorbovany, eluénim pufrem. Vyhodnéji je pfirodnim zdrojem savéi plazma nebo
mo¢ obsahujici mpl/ ligand. Nepovinné je savec aplasticky a imobilizovany receptor je mpl-IgG
fuze.

Nepovinné, preferovany megakaryocytopoetickou proliferaci a zrani zahajujici protein je izolo-

vany prakticky homogenni mp! ligandovy polypeptid pfipraveny syntetickymi nebo rekombinant-
nimi postupy.

-10-
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,»Mpl ligandovy“ polypeptid nebo ,,TOP*“ v tomto vynalezu mé vyhodné&ji nejméng 70 % celkové
sekvencni identity s aminokyselinovou sekvenci vysoce purifikovaného prakticky homogenniho
vepiového mpl ligandového polypeptidu a nejméné 80 % sekvenéni identity s ,,EPO-doménou*
veptového mpl ligandového polypeptidu. Nepovinng, mpl ligand z tohoto vynalezu je zraly lidsky
mpl ligand (hML), ktery ma zralou aminokyselinovou sekvenci uvedenou na obr. 1 (SEQ ID
NO: 1), nebo jeho posttranskripéné modifikovana forma nebo protein, ktery ma 80 % sekvenéni
identity se zralym lidskym mp/ ligandem. Nepovinné je varianta mp! ligandu fragment, zvIa5ts
amino-koncovy nebo ,,EPO-doménovy* fragment, zralého lidského mp! ligandu (hML). Vyhod-
né&ji si amino—koncovy fragment ponechava prakticky vechny lidské ML sekvence mezi prvnim
a ¢tvrtym cysteinovym zbytkem, ale miZe obsahovat substancialni dopliiky, delece nebo sub-
stituce mimo tuto oblast. Podle tohoto provedeni miiZe byt fragment polypeptidu vyjadien vzor-
cem:

X-hML(7-151)-Y.

Kde hML(7-151) ptedstavuje lidskou TPO (hML) aminokyselinovou sekvenci od Cys’ po Cys'*
véetn&, X predstavuje aminoskupinu Cys’ nebo jeden nebo vice amino—koncovych aminokyse-
linovych zbytkii zralého hML nebo aminokyselinové zbytky jeho prodlouZeni jako je Met, Tyr
nebo leaderova sekvence, obsahujici napf. proteolyticka $t€pici mista (napt. faktor Xa nebo
trombin); a Y predstavuje karboxy—koncovou skupinu Cys'' nebo jeden nebo vice karboxy—
koncovych aminokyselinovych zbytkil zralého hML nebo aminokyselinové zbytky jeho prodlou-
Zeni.

Nepovinné mpl ligandové polypeptidy nebo jejich fragmenty mohou byt fiizoviny do heterolog-
niho polypeptidu (chiméry). Preferovany heterologni polypeptid je cytokin, faktor stimulujici
kolonie nebo interleukin nebo jejich fragment, zvlasté kit-ligand (KL), IL-1, IL-3, IL-6, IL-11,
EPO, GM-CSF nebo LIF. Nepovinny preferovany heterologni polypeptid je imunoglobulinovy
fetézec, zvlasté lidsky 1gG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgD, IgM nebo jejich fragment, zejmé-
na obsahujici konstantni doménu IgG té€zkého fetézce.

Dalsi provedeni tohoto vynalezu poskytuje prostiedek obsahujici izolovaného mp! agonistu, ktery
je biologicky aktivni a je vyhodné&ji schopen stimulace inkorporace znaCenych nukleotidii (napt.
*H-thymidinu) do DNA IL-3 dependentnich Ba/F3 bun&k transfektovanych lidskym mpl. Nepo-
vinné mpl agonista je biologicky aktivni mp/ ligand a je nepovinné schopny stimulovani inkorpo-
race *’S do cirkulujicich destitek v my3im destitkovém revazebném stanoveni. Vhodny mpl
agonista zahrnuje hML,;s;, h(ML(R153A, R154A), hML2, hML3, hML4, mML, mML2, mML3,
pML a pML2 nebo jejich fragmenty.

V dalsim provedeni tento vynalez poskytuje izolované protilatky schopné vazby na mpl ligand.
Izolovana protilatka schopnad vazby na mpl ligand mize byt nepovinné fiizovana do druhého
polypeptidu a protilatka nebo jeji fize muze byt pouzita k izolaci a purifikaci ligandu ze zdroje,
jak je popsano vyse pro imobilizovany mpl. V dal§im provedeni tohoto provedeni vynalez posky-
tuje metodu detekce mpl ligandu in vitro nebo in vivo obsahujici kontakt protilatky se vzorkem,
zvl148té sérového vzorku, u kterého predpokladame obsah ligandu, a detekcei, zda se objevi vazba.

V dal$im provedeni vynalez poskytuje izolovanou molekulu nukleové kyseliny, kédujici mpl li-
gand nebo jeho fragmenty, kde molekula nukleové kyseliny miiZe byt nepovinné znacena deteko-
vatelnou skupinou, molekula nukieové kyseliny majici sekvenci, ktera je komplementarni k, nebo
hybridizované za mirnych az vysoce naroénych podminek s, molekulou nukleové kyseliny majici
sekvenci kédujici mp! ligand. Preferované molekuly nukleové kyseliny jsou ty, které koduji
lidsky, vepfovy a my$i mpl ligand, vCetné genomické RNA a DNA, a cDNA. V dal$im provedeni
tohoto provedeni molekula nukleové kyseliny je DNA kédujici mpl ligand a déle poskytuje repli-
kovatelny vektor, v kterém je DNA operabilné navazana na kontrolni sekvence rozpoznané hos-
titelem transformovanym s vektorem. Nepovinné DNA je cDNA majici sekvenci uvedenou na
obr. 1 5 -3 (SEQ ID NO:2), 3 -5 nebo jejich fragment. Toto provedeni dale zahrnuje hostitelské
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buriky, vyhodn&ji CHO buiiky, transformované s vektorem a metodu pouziti DNA k ovlivnéni
produkce mp! ligandu, vyhodné&ji zahrnujiciho expresi cDNA kodujici mpl ligand v kultufe trans-
formovanych hostitelskych bunék a ziskani mpl ligandu z hostitelskych bunék nebo hostitelské
bunééné kultury. Mpl ligand pfipraveny timto zptisobem je vyhodnéji lidsky mpl ligand.

Vynalez déle zahrnuje metody 1é¢eni saveli s hematopoetickymi onemocnénimi, zv1asté trombo-
cytopenii, zahrnujici podavéni terapeuticky ucinného mnozstvi mpl ligandu savci. Nepovinné mpl
ligand je poddvan v kombinaci s cytokinem, zvlasté faktorem stimulujicim kolonie nebo inter-
leukinem. Vyhodné faktory stimulujici kolonie nebo interleukiny zahrnuji; kit-ligand (KL), LIF,
G-CSF, GM-CSF, M-CSF, EPO, IL~1, IL-3,IL-6 a IL-11.

Vynélez déle zahrnuje postup izolace a purifikace TPO (ML) z TPO produkujicich mikroorga-
nizmu zahrnujici:

(1) rozrueni nebo lyzi bunék obsahujicich TPO,

(2) nepovinnég separaci rozpustného materialu z nerozpustného materialu obsahujiciho TPO,
(3) solubilizaci TPO v nerozpustném materialu se solubilizaénim pufrem,

(4) separaci solubilizovaného TPO z dal$ich rozpustnych a nerozpustnych materiali,

(5) znovurozmichani TPO v redoxnim pufiu,

(6) separace dobfe rozmichanych TPO z nerozmichanych TPO.

Postup zahrnuje pro solubilizaci nerozpustnych materialii obsahujicich TPO chaotropické agens,
kdy chaotropické agens je vybrano ze skupiny: sl guanidinu, thiokyanat sodny nebo urea.
Postup dale zahrnuje, Ze solubilizovany TPO je separovan od dalSich rozpustnych a nerozpust-
nych materiald jednim nebo vice kroky vybranymi ze skupiny: centrifugace, gelova filtrace
a chromatografie na reverzni fazi. Krok znovurozmichéni v procesu zahrnuje redoxni pufr obsa-
hujici jak oxidaéni tak redukéni agens. Obecné oxidaéni agens je kyslik nebo sloudenina obsahu-
jici nejméné jednu disulfidovou vazbu a redukéni Cinidlo je sloudenina obsahujici nejméné jeden
volny sulfhydril. Vyhodné, oxidaéni agens je vybrano z oxidovaného glutathionu (GSSG) a cysti-
nu a redukéni agens je vybrano z redukovaného glutathionu (GSH) a cysteinu. Vyhodnéji je oxi-
daéni €inidlo oxidovany glutathion (GSSG) a reduk¢ni agens je redukovany glutathion (GSH).
Také je preferovano, Zze molarni pomér oxidacniho agens je stejny nebo vétsi neZ redukéniho
agens. Redoxni pufr dale obsahuje detergent, vyhodn¢ vybrany z CHAPS a CHAPSO, ptitomny
v koncentraci nejméné 1 %. Redoxni pufr dale obsahuje NaCl vyhodné v koncentraénim rozmezi
od 0,1 do 0,5M, a glycerol vyhodné v koncentraci vétsi nez 15 %. pH redoxniho pufru je vyhod-
né vrozmezi od 7,5 do 9,0, a rozmichavaci krok je provadén ve 4 stupnich 12 az 48 hodin.
Vysledkem rozmichavaciho kroku je biologicky aktivni TPO, kde jsou vzniklé disulfidové vazby
mezi Cys nejbliz§im amino-konci s Cys nejbliZe karboxy-konci EPO domény.

Vynalez dale zahrnuje zpisob purifikace biologicky aktivniho TPO z mikroorganizmu zahrnujici:
(1) lyze alespoii extracelularni membrany mikroorganizmu,

(2) pisobeni na lyzat, obsahujici TPO, chaotropickym agens,

(3) znovurozmichani TPO, a

(4) separace necistot a nerozmichaného TPO z dobie rozmichaného TPO.
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Struény popis obrazki

Obr. 1 ukazuje vyvozené aminokyselinové sekvence (SEQ ID NO:1) lidského mpl ligandu (hML)
cDNA a kédujici nukleotidové sekvence (SEQ ID NO:2). Nukleotidy jsou &islovany na zacatku
kazdé fadky. 5 a 3 netranslatované oblasti jsou oznaéeny men$imi psacimi pismeny. Aminoky-
selinové zbytky jsou ¢islovany nad sekvenci zacinajici na Ser 1 zralé mp! ligandové (ML) protei-
nové sekvence. Hranice pfedpokladaného exonu 3 oznadeného Sipkami a potencialni N—glykosy-
lovana mista jsou ve &tverci. Cysteinové zbytky jsou oznadeny tekou nad sekvenci. Podtrzené
sekvence odpovidaji N—koncové sekvenci stanovené z mpl ligandu purifikovaného z veptové
plazmy.

Obr. 2 ukazuje postup pouZiti pro mpl ligandové *H-thymidinové inkorporaéni stanoveni. Stano-
veni piitomnosti mpl ligandu z riznych zdroji, mpl P Ba/F3 buiiky vyhladovélé 1L-3 po 24 hodin
ve zvlhéeném inkubatoru pii 37 °C v 5 % CO, a vzduchu. Nasledn¢ IL-3 vyhladovélé buiiky
byly naneseny na 96—jamkové kultivaéni misky s nebo bez rozpusténych vzorki a kultivovany
24 hodin v inkubatoru buné&énych kultur. 20 ml séra média bez RPMI obsahujiciho 1 mCi *H-
thymidinu bylo pfidano do kazdé misky poslednich 6 az 8 hodin. Buiiky byly poté odebrany na
96 filtraénich papiri a promyty vodou. Filtraty byly poté odedteny.

Obr. 3 ukazuje vliv pronazy, DTT a tepla na schopnost APP stimulovat Bs/F3-mpl/ bun&nou
proliferaci. Pro pronazové digesci APP pronaza (Boehringer Mannheim) nebo hovézi sérovy
albumin byly navazany na Affi-gel10 (Biorad) a inkubovany individuainé s APP 18 hodin pfi
37 °C. Nasledné byla pryskyfice odstranéna centrifugaci a supernatanty byly stanoveny. APP byl
také zahrat na 80 °C po dobu 4 minut nebo piidano 100mM DTT a poté dialyza proti PBS.

Obr. 4 ukazuje eluci mpl ligandové aktivity z kolony Phenyl-Toyopearl, kolony Blue—Sepharose
a Ultralink—mpl kolony. Frakce 4-8 z mpl afinitni kolony mély maximum aktivity frakci eluova-
nych z kolony.

Obr. 5 ukazuje SDS-PAGE eluovanych Ultralink-mp! frakci. Ke 200 ml kazdé z frakci 2 aZ 8 byl
ptidan pii —20 °C 1 ml acetonu obsahujiciho 1mM HCI. Po tiech hodinéach p¥i —20 °C byly vzor-
ky centrifugovany a vysledné pelety byly promyty 2x acetonem pii —20 °C. Acetonové pelety
byly nasledné rozpustény v 30 ml SDS—solubilizaéniho pufru, pfidino 100mM DTT a zahiaty na
90 °C po 5 min. Vzorky byly poté rozpustény v 4 az 20% SDS—polyakrylamidovém gelu a pro-
teiny byly vizualizovany barvenim stf¥ibrem.

Obr. 6 ukazuje eluci mpl ligandové aktivity z SDS-PAGE. Frakce 6 z mpl-afinitni kolony byla
rozpus$téna v 4 az 20% SDS-polyakrylamidovém gelu za neredukujicich podminek. Nasledné by-
la elektroforéza gelu rozdélena na 12 stejnych &asti a elektroeluovana, jak je popsano v pfikla-
dech. Elektroeluované vzorky byly dialyzovany do PBS a stanoveny pii 1/20 fedéni. Standardy
pouzité ke kalibraci gelu byly standardy Novex Mark 12.

Obr. 7 ukazuje vliv mp/ ligandové deplenich APP na lidskou megakaryocytopoézu. Mp! ligan-
dové depleéni APP byl pfipraven prichodem 1 ml pies 1ml mpl-afinitni kolonu (700ml mpl—
IgG/ml HMS—superose, Pharmacia). Ke kulturam lidskych perifernich kmenovych bunék byl pti-
dan 10% APP nebo 10% mp! ligandové depleéni APP a byly kultivovany 12 dni. Megakaryocy-
topoéza byla kvantifikovana, jak je popséno v pfikladech.

Obr. 8 ukazuje vliv mpl-IgG na stimulaci lidské megakaryocytopoézy APP. Do kultury lidskych
perifernich kmenovych bunék byl ptidan 10% s APP a byly kultivovany 12 dni. Ve dnech 0, 2
a 4, byly pfidany mp/-IgG (0,5 ml) nebo AN/-R-IgG (0,5ml). Po 12 dnech megakaryocytopoézy
byla provedena kvantifikace, jak je popsano v prikladech. Pramér duplicitnich vzorki je znazor-
nén v grafu s aktudlnimi parovymi daty ve dvojici.
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Obr. 9 ukazuje pasy 390 bp fragmentu lidské genomické DNA kédujici mp! ligand. Je znazorné-
na vyvozena aminokyselinova sekvence ,.exonu 3“ (SEQ ID NO:3), kédujici sekvence (SEQ ID
NO: 4), a jeho odpovidajici vzorek (SEQ ID NO: 5).

Obr. 10 ukazuje aminokyselinovou sekvenci zralého lidského mpl ligand (hML) (SEQ ID NO: 6)
a zralého lidského erythropoetinu (hEPO) (SEQ ID NO: 7). Vyvozena aminokyselinova sekvence
lidského mpl ligandu je srovnéna s lidskou erythropoetinovou sekvenci. Identické aminokyseliny
Jjsou ve ¢tvereCku a mezery vloZené pro optimalni porovnani jsou oznadeny poml¢kou. Potenciél-
ni N-glykosylovana mista jsou podtrZena jednoduchou ¢arou pro hML a preru$ovanou ¢arou pro
hEPO. Dva cysteiny dileZité pro erythropoetinovou aktivitu jsou oznadeny velkou teckou.

Obr. 11 ukazuje vyvozenou aminokyselinovou sekvenci izoformy zralého lidského mp! ligandu
hML (SWQ ID NO: 6), hML2 (SEQ ID NO: &), hML3 (SEQ ID NO: 9) a hML4 (SEQ ID
NO: 10). Identické aminokyseliny jsou ve ¢tveretku a mezery zavedené pro optimalni poloZeni
vedle sebe jsou oznateny pomickou.

Obr. 12A, 12B a 12C ukazuji vliv lidského mp/ ligandu na Ba/F3-mp! bunéénou proliferaci (A),
in vitro lidské megakaryocytopoézy s kvantifikaénim pouZitim radioznaené mysi IgG monoklo-
nalni protilatky specifické k megakaryocytovému glykoproteinu GPILII, (B), a my$i trombo-
poéza méfena v destiCkovém revazebném stanoveni (C).

293 buriky byly transfektovany CaPO, metodou (Gorman, C in DNA Cloning: A New Approach
2: 143-190 [1985] s pRKS samotnym vektorem, pRK5 nebo s pRK5-ML,s; pies noc (pRK5—
ML,s; byl generovan zavedenim stop kodonu za zbytek 153 hML pomoci PCR). Médium bylo
poté kondiciovano 36 hodin a stanoveno na stimulaci bunééné proliferace Ba/F3-mpl, jak je pop-
sano v prikladu 1 (A) nebo in vitro lidské megakaryocytopoézy (B). Megakaryocytopoéza byla
kvantifikovana s pouzitim '>’I radioznatené mysi IgG monoklonalni protilatky (HP1-1D) k me-
gakaryocytovému specifickému glykoproteinu GPIL I, jak je popsano (Grant a kol., Blood 69:
1334-1339 [1987]). Vliv parcialng purifikovaného rekombinantu ML (rML) na in vivo produkci
desticek (C) byl stanoven s pouzitim revazebného trombocytopdzového testu popsaného McDo-
naldem, T. P. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 144: 1006-10012 (1973). Castetné purifikovany rML
byl pfipraven z 200 ml kondiciovaného média obsahujiciho rekombinant ML. Médium bylo na-
neseno na 2ml Blue—Sepharose kolonu ekvilibrovanou v PBS a kolona byla promyta PBS a eluo-
vana PBS obsahujicim 2M urei a 2M NaCl. Aktivni frakce byla dialyzovana do PBS a piidano
1mg/ml s BSA bez toxinli. Vzorek obsahoval méné nez jednu jednotku endotoxinu/ml. Mysi bylo
injektovano 64000, 32000 nebo 16000 jednotek rML nebo samotny excipient. Kazda skupina se
skladala ze Sesti mysi. Jsou ukazany hlavni a standardni odchylky kazdé skupiny. Hodnoty p byly
stanoveny mediany dvojdilného srovnavaciho T-testu.

Obr. 13 srovnava vliv lidskych mp! ligandovych izoforem a variant v Ba/F3-mp! bunééném proli-
feraénim stanoveni. hML, imitace (mock), hML2, hML3, hML(R153A, R154A) a hML,s; byly
stanoveny v riznych fedénich, jak je popsano v pfikladu 1.

Obr. 14A, 14B a 14C ukazuje vyvozené aminokyselinové sekvence (SEQ ID NO: 1) lidského
mpl ligandu (hML) nebo lidského TPO (hTPO) a lidské genomické DNA kddujici sekvence
(SEQ ID NO: 11). Nukleotidy a aminokyselinové zbytky jsou ¢islovany na zacatku kazdé radky.

Obr. 15 ukazuje SDS-PAGE purifikovaného 293-rhML3; a purifikovaného 293—rhMLs;.

Obr. 16 ukazuje nukleotidovou sekvenci: cDNA kédujici (SEQ ID NO: 12) a vyvozenou amino-
kyselinovou sekvenci (SEQ ID NO: 13) otevieného ¢teciho ramu mysi ML izoformy. Tato izo-
forma zralého mysiho mp! ligandu obsahuje 331 aminokyselinovych zbytkil, o Ctyfi méné nez
predpokladana plna délka mML, a je oznatena mML2. Nukleotidy jsou ¢islovany na zaCatku
kazdé fadky. Aminokyselinové zbytky jsou éislovany nad sekvenci se zaCatkem na Ser 1. Poten-
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cialni N—glykosylovana mista jsou podtrzena. Cysteinové zbytky jsou oznageny teckou nad sek-
venci.

Obr. 17 ukazuje cDNA sekvenci (SEQ ID NO: 14) a vyvozenou proteinovou sekvenci (SEQ ID
NO: 15) této mysi ML izoformy (mML). Nukleotidy jsou &islovany na zaCatku kazdé fadky.
Aminokyselinové zbytky jsou Cislovany nad sekvenci se zaatkem na Ser 1. Tato izoforma zra-
1ého mysiho mpl ligandu obsahuje 335 aminokyselinovych zbytku a pfedpoklada se, Ze je stejné
dlouha jako mpl ligand plné délky, oznaceny mML. Signalni sekvence je oznadena ¢arkovanym
podtrZzenim a Stépici mista jsou oznaena Sipkou. 5 a 3 netranslatované oblasti jsou oznaleny
mensimi psacimi pismeny. Dvé delece, které jsou vysledkem alternativniho spojeni (mML2
a mML3) jsou podtrzeny. Ctyfi cysteinové zbytky jsou oznaCeny teckou. Sedm potencidlnich N—
glykosylacnich mist je ve ¢tverecku.

Obr. 18 srovnava vyvozenou aminokyselinovou sekvenci lidské ML izoformy hML3 (SEQ ID
NO: 9) a mySi ML izoformy ozna¢ené mML3 (SEQ ID NO: 16). Vyvozena aminokyselinova
sekvence pro lidsky mp/ ligand je poloZena vedle mysi mpl ligandové sekvence. Identické amino-
kyseliny jsou ve ¢tvereCku a mezery zavedené pro optimalni porovnani jsou oznaeny poml¢kou.
Aminokyseliny jsou ¢islovany na zacatku kazdého fadku.

Obr. 19 srovnava vyvozené aminokyselinové sekvence zralych ML izoforem z mys$i-ML (SEQ
ID NO: 17, vepitové~-ML (SEQ ID NO: 18) a lidské-ML (SEQ ID NO: 6). Aminokyselinové sek-
vence jsou poloZeny vedle sebe s mezerami, oznacenymi pomlckami, zavedenymi pro optimalni
porovnani. Aminokyseliny jsou &islovany na zacatku kazdé radky s identickymi zbytky ve étve-
re¢ku. Potencialni N—glykosylovana mista jsou ozna¢ena vystinovanymi ¢tverecky a cysteinové
zbytky jsou oznaceny teCkou. Konzervované di-bazické aminokyselinové prvky, které predstavu-
je potencialni proteazova §tépici mista, jsou podtrzeny. Cty¥i aminokyselinové delece, u kterych
bylo zjisténo, Ze se nachazeji u tfech kmenti (ML2) jsou vyznadeny silnym Etvereckem.

Obr. 20 ukazuje cDNA sekvenci (SEQ ID NO: 19) a vyvozenou zralou proteinovou sekvenci
(SEQ ID NO: 18) vepiove ML izoformy (pML). Tato veptova mp! ligandova izoforma obsahuje
332 aminokyselinovych zbytkli a predpoklada se, Ze je to cela délka vepfového mpl ligandu,
oznaceného pML. Nukleotidy jsou &islovany na zacatku kazdé rfadky. Aminokyselinové zbytky
jsou ¢&islovany nad sekvenci se zacatkem na Ser 1.

Obr. 21 ukazuje cDNA sekvenci a vyvozenou sekvenci zralého proteinu (SEQ ID NO: 21) vepio-
vé ML izoformy (pML2). Tato izoforma vepfového mpl ligandu obsahuje 328 aminokyselino-
vych zbytki a je ¢tyfzbytkovou dele¢ni formou vepiového mpl! ligandu piné délky, oznageného
pML2. Nukleotidy jsou &islovany na zadatku kazdé fadky. Aminokyselinové zbytky jsou &islo-
vany nad sekvenci se zac4tkem na Ser 1.

Obr. 22 srovnava vyvozenou aminokyselinovou sekvenci vepfové ML izoformy pML plné délky
(SEQ ID NO: 18) a veptové ML izoformy oznadené pML2 (SEQ ID NO: 21). Vyvozend amino-
kyselinova sekvence pro pML je poloZena vedle pML?2 sekvence. Identické aminokyseliny jsou
ve étvereCku a mezery zavedené pro optimalni porovnani jsou oznaceny pomlckou. Aminokyse-
liny jsou &islovany na zaatku kazdého fadku.

Obr. 23 ukazuje pfislusné znaky plazmidu pSVIS.ID.LL.MLOREF (,,plné délky“ nebo TPOs;;)
pouzivaného k transfekci hostitelskych CHO-DP12 buné€k pro produkci CHO—hTPOs;,.

Obr. 24 ukazuje pfislusné znaky plazmidu pSVIS.ID.LL.MLEPO-D (,,zkraceného® nebo TPOs3)
pouZivaného k transfekci hostitelskych CHO-DP12 bunék pro produkci CHO-—hTPO;s;.

Obr. 25A, 25B, a 25C ukazuji vliv E. coli-rhTPO(ye. 1, 153) na desti¢ky (A), ¢ervené krevni buiky

(B) a (c) bilé krevni buiiky u norméalni my$i. Dvéma skupinam 6 samic C57 B6 mysi byly injek-
tovany denné bud’ PBS pufrem nebo 0,3mg E. colithTPO(yers, 153) (100ml sc.). Ve dni 0 a ve
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dnech 3 az 7 bylo odebrano 40 ml krve z orbitalniho sinusu. Krev byla okamZité natedéna 10 ml
komeréniho diluantu a k celkovému krevnimu stanoveni byl pouZzit Serrono Baker Hametology
Analyzer 9018. Data jsou uvedena s =+ standardni odchylkou.

Obr. 26A, 26B a 26C ukazuji vliv E. coli-thTPO(yet1, 153) na desti¢ky (A), Cervené krevni buiiky
(B) a (C) bilé krevni buriky u subletdlné ozarenych mysi. Dvé skupiny 10 samic C57 B6 mysi
byly subletalng ozafeny 750 cGy gama zafeni ze zdroje *’Cs a injektovany dennd bud’ PBS
pufrem nebo 0,3mg E. coli-thTPO(yer1, 153) (100ml sc.). Ve dni 0 a v subsekventnich meziasech
bylo odebrano 40 ml krve z orbitalniho sinusu. Krev byla okamzité nafedéna 10 ml komeréniho
diluantu a k celkovému krevnimu stanoveni byl pouZzit Serrono Baker Hametology Analyzer
9018. Data jsou uvedena s + standardni odchylkou.

Obr. 27A, 27B a 27C ukazuji vliv CHO-rhTPOs;, na (A) desticky (trombocyty), (B) Cervené
krevni buriky (erytrocyty) a (C) bilé krevni buriky (leukocyty) u normalni mysi. Dvé skupiny
6 samic C57 B6 mysi byly injektovany denné bud’ PBS pufrem nebo 0,3mg CHO-rhTPO;3,
(100ml sc.). Ve dni 0 a ve dnech 3 aZ 7 bylo odebrano 40 ml krve z orbitalniho sinusu. Krev byla
okamzité nafedéna 10 ml komeréniho diluantu a k celkovému krevnimu stanoveni byl pouZit
Serrono Baker Hematology Analyzer 9018. Data jsou uvedena s + standardni odchylkou.

Obr. 28 ukazuje kiivky odpovédi na davku pro riizné formy rhTPO ziskanych z riiznych bunég-
nych linii. Kfivky odpovédi na davku byly sestrojeny k thTPO z nasledujicich buné&nych linii:
hTPO;3, z CHO (plné délky z buné€k kieclich vajeéniki); hTPOyee g 153 (E. coli-produkovana
zkracena forma s N—terminalnim methioninem); hTPOs;, (TPO plné délky z lidskych 293 bu-
nék); E-Coli 155 bez Met (zkracena forma [rthTPO155] bez terminalniho methioninu z E. coli).
Skupindm 6 samic C57B6 mysi bylo injektovano denné 7 dni rhTPO v zavislosti na skupiné.
Kazdy den bylo odebrano 40 ml krve z orbitalniho sinusu pro celkové krevni stanoveni. Data
uvedend vySe maji maximalni efekt pfi rizném léceni a kromé (met 152 E-Coli) se projevil
v sedmém dni lé€eni. U zminéné ,,met 153 E—Coli* skupiny se projevil maximalni efekt v patém
dni. Data jsou uvedena s =+ standardni odchylkou.

Obr. 29 ukazuje kiivky odpovédi na davku srovnanim aktivity plné délky a zkracenych forem
rthTPO produkovanych CHO buiikami se zkracenymi formami z E. coli. Skupiny 6 samic C57B6
mysi byly injektovany denn€ 0,3mg th TPO riznych typl. Ve dnech 2 az 7 bylo odebrano 40 ml
krve z orbitalniho sinusu pro celkové krevni stanoveni. Skupiny byly 1é¢eny TPO,s; zkricenou
formou TPO z E. coli; TPOs;, (Mix frakce) plné délky TPO obsahujici pfiblizné 80 aZ 90 %
forem plné délky a 10 az 20 % zkracenych forem, TPO332 (30K frakce) = purifikovand TPO
frakce plné délky z pivodni ,,mix“ preparace; TPO332 (70K frakce) = purifikovand TPO frakce
plné délky z piivodni ,,mix“ preparace. Data jsou uvedena s + standardni odchylkou.

Obr. 30 ukazuje stanoveni KIRA ELISA pro méfeni TPO. Obr. ukazuje MPL/Rse.gD chiméru
a odpovidajici ¢asti receptorti stejné jako finalni konstrukci (prava ¢ast obrazku) a pribéhovy
diagram (leva ¢ast obrazku) ukazujici kroky stanoveni.

Obr. 31 ukazuje schéma pro stanoveni KIRA ELISA ukazujici kazdy krok postupu.

Obr. 32A-32L ukazuji nukleotidovou sekvenci (SEQ ID NO: 22) pSVI17.ID.LL expresniho
vektoru pouzitého pro expresi Rse.gD v ptikladu 17.

Obr. 33 je schematicka ukazka pfipravy plazmidu pMP1.
Obr. 34 je schematicka ukéazka pfipravy plazmidu pMP21.
Obr. 35 je schematicka ukazka pfipravy plazmidu pMP151.

Obr. 36 je schematicka ukazka pripravy plazmidu pMP202.
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Obr. 37 je schematicka ukédzka pfipravy plazmidu pMP172.
Obr. 38 je schematicka ukazka pripravy plazmidu pMP210.

Obr. 39 je tabulka péti nejlepsSich expresnich TPO kloni z pMP210 plazmidové banky (SEQ ID
NO: 23, 24, 25, 26, 27 a 28).

Obr. 40 je schematicka ukazka pripravy plazmidu pMP41.
Obr. 41 je schematicka ukazka ptipravy plazmidu pMP57.

Obr. 42 je schematicka ukazka pfipravy plazmidu pMP251.

Podrobny popis vynalezu

I.  Definice

Obecné, nasledujici slova nebo slovni spojeni jsou definicemi, pokud jsou pouzita v popisu, piik-
ladech a patentovych nérocich.

,»Chaotropni agens* znamena slouceninu, kterd maze ve vodném roztoku a ve vhodnych koncent-
racich zpusobit zmény v prostorové konfiguraci nebo konformaci proteinti pfinejmensim parcial-
nim naru$enim sil odpovédnych za udrZeni normalni sekundarni a terciarni struktury proteinu.
Takovéto slouceniny zahrnuji napt. mocovinu, guanidin.HCl a thiokyanat sodny. K dosazeni
téchto konformacnich efektii na proteiny jsou obvykle tieba vysoké koncentrace téchto sloucenin,
obvykle 4 az OM.

,»Cytokin® je obecné pouZzitelny termin pro proteiny uvoliiované jednobuné¢nou populaci, které
pusobi na jiné buiiky jako intracelularni mediatory. Piiklady takovychto cytokin jsou lymfokiny,
monokiny a obvyklé polypeptidové hormony. Mezi tyto cytokiny jsou zahrnuty ristovy hormon,
inzulinu podobné riistové faktory, lidsky rtistovy hormon, N—methionylovy lidsky rtastovy hor-
mon, hovézi ristovy hormon, parathyoidni hormon, thyroxin, inzulin, proinzulin, relaxin, pro-
relaxin, glykoproteinové hormony jako je folikuly stimulujici hormon (FSH), thyroidovy stimu-
laéni hormon (TSH), a leutinizaéni hormon (LH), hematopoeticky ristovy faktor, hepaticky
rustovy faktor, fibroblastovy ristovy faktor, prolaktin, placentalni laktogen, tumoricky nekrotizu-
jici faktor-a (TNF-a a TNF-b) mullerian—inhibujici substance, mysi peptid piibuzny gonadotro-
pinu, inhibin, aktivin, vaskularni endothelialni ristovy faktor, integrin, nervové ristové faktory
jako je NGF-b, destic¢kovy-ristovy faktor, transformujici ristové faktory (TGF) jako je TGF-a
a TGF-b, inzulinu podobny ristovy faktor-I a —II, erythropoetin (EPO), osteoinduktivni faktory,
interferony jako je interferon-a, -b, a —g, faktory stimulujici kolonie (CSF) jako je makrofagovy—
CSF (M-CSF), granulocyt-makrofagovy—CSF (GM-CSF), a granulocytovy—CSF (G-CSF),
interleukiny (IL) jako je IL-1, IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-11, IL-
12 a dalsi polypeptidické faktory zahrnujici LIF, SCF a kit-ligand. Je minéno, Ze predchéazejici
terminy, jak jsou zde pouzity, zahrnuji proteiny z prirodnich zdrojii nebo z rekombinantni buné¢-
né kultury. Podobné terminy zahrnuji biologicky aktivni ekvivalenty, které se 1i§i napt. v amino-
kyselinové sekvenci jednou nebo vice aminokyselinami nebo v typu nebo v rozsahu glykosylace.

wLigand mpl“,  ligandovy polypeptid mpl“, ,ML", ,trombopoetin“ nebo ,,TPO* jsou pouZzité vza-
jemné zde zaménitelné a zahrnuji jakykoliv polypeptid, ktery vykazuje schopnost vazby na mpl,
¢lena cytokinové receptorové nadskupiny, a ma biologické vlastnosti ML, jak je definovano vyse.
Exemplarni biologickou vlastnosti je schopnost stimulovat inkorporaci znaéenych nukleotidi
(napi. *H-thymidinu) do DNA IL-3 dependentnich Ba/F3 bungk transfekovanych lidskym mp! P.
Dalsi exempléarni biologickou vlastnosti je schopnost stimulovat inkorporaci **S do cirkulujicich
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destiek v mysim destiCkovém revazebném stanoveni. Tato definice zahrnuje polypeptidy izolo-
vané z ligandového mpl zdroje, jako je aplasticka vepfova plazma zde popsana, nebo z dalsich
zdroji, stejn€ jako dalSich zvifecich druhd, zahrnujicich lidské nebo pfipravené rekombinaci
nebo syntetickymi metodami a zahrnujicimi variantni formy zahrnujici jejich funk&ni derivaty,
fragmenty, alely, izoformy a analogy.

»Ligandovy fragment mpl“ nebo ,,TPO fragment“ je &ast pfirozené se vyskytujiciho materialu
plné délky ligandu mpl/ nebo TPO sekvence, které chybi jedna nebo vice aminokyselinovych
zbytkli ne uhlovodikii. Chybgjici aminokyselinovy zbytek (zbytky) se mohou vyskytovat kdeko-
liv v peptidu véetné N—terminalniho nebo C—termindlniho konce nebo uvnitf. Fragment bude
vykazovat nejméné jednu biologickou vlastnost spole¢nou s ligandem mpl. Ligandové fragmenty
mpl budou mit konsekutivni sekvenci nejméné 10, 15, 20, 25, 30 nebo 40 aminokyselinovych
zbytkd, které jsou identické se sekvencemi ligandu mpl izolované u savci véetné ligandu izolo-
vaného z aplastické vepfové plazmy nebo lidského nebo mysiho ligandu, zvIasté jeho EPO-
domény. Reprezentativnim piikladem N—terminalnich fragmentd jsou hML;s; nebo TPO(ye:

1-153)'

,»Ligandové varianty mpl“ nebo ,,varianty ligandové sekvence mpl“ jako jsou zde definovany zna-
menaji biologicky aktivni ligand mpl, jak je definovano vySe, ktera ma méné nez 100 % sek-
ven¢ni identity z ligandem mpl izolovanym z rekombinantni bunééné kultury nebo aplastické
vepfové plazmy nebo lidského ligandu majiciho vyvozenou sekvenci popsanou na obr. 1 (SEQ
ID NO: 1). Obvykle biologicky aktivni ligandova varianta mp! mi aminokyselinovou sekvenci
nejméné 70 % aminokyselinové sekvenéni identity sligandem mpl izolovanym z aplastické
vepiové plazmy nebo zralého mySiho nebo lidského ligandu nebo jejich fragmenti (viz obr. 1
[SEQ ID NO:1]), vyhodné nejméné 75 %, vyhodnéji nejméné 80 %, vice vyhodnéji 85 %, jesté
vice vyhodnéji nejméné 90 % a nejvyhodnéji nejméné 95 %. ,,Chiméricky ligand mpl“ je poly-
peptid obsahujici plnou délku ligandu mp! nebo jeden nebo vice jeho fragmentii fizovanych nebo
navazanych na sekundarni helerologni polypeptid nebo jeden nebo vice jeho fragmenti. Chiméra
vykazuje nejméné jednu biologickou vlastnost obvyklou u ligandu mpl. Sekundérni polypeptid je
obvykle cytokin, imunoglobin nebo jejich fragment.

»lzolovany ligand mpl“, ,,vysoce purifikovany ligand mpl“ a ,,prakticky homogenni ligand mpl*
Jjsou pouzity zaméniteln€ a znamenaji ligand mpl, ktery je purifikovan ze zdroje ligandu mpl nebo
Je pfipraven rekombinaci nebo dynterickymi metodami a je dostate¢né vycistén od dalSich pep-
tidd nebo proteinii (1), aby bylo ziskano nejméné 15 a vyhodné 20 aminokyselinovych zbytki N-
terminalni nebo vnitini aminokyselinové sekvence s pouzitim spinning cup sekvenatoru nebo nej-
lepsitho komeréné dostupného aminokyselinového sekvenatoru nebo modifikaci publikovanych
metod po datu vstoupeni v platnost této aplikace, nebo (2) aby byla dosaZena homogenita s pou-
zitim SDS-PAGE za neredukujicich nebo redukujicich podminek s pouzitim barveni Coomassie
blue nebo, vyhodnéji, stiibrem. Homogenita zde znamend méné ne 5% kontaminace dal§imi
zdroji proteind.

,»Biologické vlastnosti®, pokud jsou pouzity bud’ s ,ligandem mpl* nebo ,,izolovanym ligandem
mpl* znamenaji trombopoetickou aktivitu nebo in vivo efektorovou nebo antigenni funkci nebo
aktivitu, ktera je pfimo nebo nepfimo zpisobena nebo provedena ligandem mpl (v nativni nebo
denaturované konformaci) nebo jeho fragmentem. Efektorové funkce zahrnuji vazbu mpl a jakou-
koliv vazebnou aktivitu nosice, agonismus nebo antagonismus mpl, zvla§té transdukci prolifera-
tivniho signalu véetné replikace, DNA regulaéni funkci, modulaci biologické aktivity dal3ich cy-
tokint, receptorovou (zvlasté cytokinovou) aktivaci, deaktivaci, regulaci zvySeni nebo sniZeni
bunécného ristu nebo diferenciace atd. Antigenni funkce znamend vyskyt epitopu nebo anti-
genniho mista, které je schopno kiizové reakce s protilatkami produkovanymi proti ligandu mpl.
Principem antigenni funkce ligandového polypeptidu mpl je to, Ze se vaze s afinitou nejméné
10°1/mol na protilatku produkovanou proti ligandu mpl izolovaného z aplastické vepiové plazmy.
Obvykle se polypeptid vaZe s afinitou nejméné& 10’/mol. Nejvyhodnéji je antigenng aktivni ligan-
dovy polypeptid mpl, ktery se vaze na protilatku produkovanou proti ligandu mp/ majici jednu
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z vySe popsanych efektorovych funkei. Protilatky pouzité k definici ,,biologické aktivity” jsou
krali¢i polyklonalni protilatky pfipravené upravenim ligandu mpl! izolovaného z rekombinantni
bunéné kultury nebo aplastické veprové plazmy ve Freudové kompletnim adjuvans, subkutanni
injektaci preparatu, a posilovanim imunitni odpovédi intraperitonedlni injektaci preparatu, az je
titr ligandové protilatky mpl staly.

»Biologicky aktivni®, pokud je pouzito ve spojeni bud’ s ,Jigandem mpl“ nebo ,,izolovanym li-
gandem mpl“ znamena ligand mpl nebo polypeptid, ktery vykazuje trombopoetickou aktivitu
nebo vykazuje efektorovou funkei ligandu mp! izolovaného z aplastické vepiové plazmy nebo
produkovaného v rekombinantni bunééné kultufe zde popsané. Principialné znidma efektorova
funkce ligandu mp! nebo polypeptidu je zde vazba na mpl a stimulace inkorporace zna¢eného
nukleotidu (*H~thymidin) do DNA IL-3 dependentnich Ba/F3 bun&k transfekovanych lidskym
mpl P. Dalsi zndmou efektorovou funkei ligandu nebo polypeptidu mp! je zde schopnost stimu-
lovat inkorporaci *°S do cirkulujicich destitek v my$im destikovém revazebném stanoveni.
Dosud znamé dalsi efektorova funkce ligandu mp! je schopnost stimulovat in vitro lidskou mega-
karyocytopoézu, ktera mize byt kvantifikovana s pouzitim radioaktivné znaenych monoklonal-
nich protilatek specifickych k megakaryocytovému glykoproteinu GPII,IIL,.

»Procentudlni aminokyselinova sekvenéni identita® ve vztahu k ligandové sekvenci mp! je zde
definovana jako procento aminokyselinovych zbytkii v posuzované sekvenci, které je identické se
zbytky v ligandové sekvenci mpl izolované z aplastické vepfové plazmy nebo mysi nebo lidské
ligandy, které maji vyvozenou aminokyselinovou sekvenci uvedenou na obr. 1 (SEQ ID NO: 1);
po polozeni sekvenci vedle sebe a vlozeni pomlcek, pokud je to nutné, se zjistuje maximalni pro-
cento sekvencni identity, a neberou se v ivahu Zadné konzervativni substituce jako ¢ast sekvené-
nf identity. Nesmi byt konstruovany zadné N-terminalni, C-terminalni nebo interni prodlouZeni,
delece nebo inzerce do ligandové sekvence mpl k ovlivnéni sekvencni identity nebo homologie.
Tedy u exeplarnich biologicky aktivnich ligandovych polypeptidi mpl se bere v ivahu, Ze maji
identické sekvence véetné ligandu prepro—mpl, ligandu pro—mpl a zralého ligandu mpl.

»Ligandové mikrosekvenovani mpl* mize byt provedeno jakymkoliv vhodnym standardnim pos-
tupem, pokud je tento postup dostatecné citlivy. V jedné takovéto metodé€ je ziskan vysoce purifi-
kovany polypeptid z SDS geld nebo z finalniho kroku HPLC jsou sekvenovany pfimo automa-
tickou Edmanovou (fenylizothiokyanatovou) degradaci s pouzitim modelu 470A Applied Biosys-
tems sekvenatoru na plynné fazi, vybaveného 120A fenylthiohydantionovym (PTH) aminokyseli-
novym analyzatorem. Navic ligandové fragmenty mpl pfipravené chemickou (napt. CNBr,
hydroxylamin, 2-nitro—5-thiokyanobenzoat) nebo enzymatickou (napf. trypsin, klostripain, sta-
fylokokova protedza) digesci a nasledujici fragmentovou purifikaci (napé. HPLC) mohou byt
podobné sekvenované. PTH aminokyseliny jsou analyzovany s pouzitim informacniho systému
ChromPerfect (Justice Innovations, Palo Alto, CA). Sekvenéni interpretace je provedena na VAX
11/785 Digital Equipment Co. po¢itadi tak jak popsal Henzel a kol., J. Chromatography, 404: 31—
52 [1987]. Nepovinné, alikvoty HPLC frakci mohou byt elektroforézovany na 5-20% SDS-
PAGE, efektrotransferovany do PVDF membriny (ProBlott, AIB, Foster City, CA) a barveny
Coomassie Brilliant Blue (Matsurdiara, J. Biol. Chem., 262: 10035-10038 [1987]. Specificky
protein identifikovany barvenim je vyfiznut z blotu a je provedeno N-koncové sekvenovani sek-
venatorem na plynné fazi popsanym vyse. Pro vnitini proteinové sekvence jsou HPLC frakce
vysuSeny ve vakuu (SpeedVac), resuspendoviny ve vhodnych pufrech, a digestovany kyano-
genbromidem, Lys—specifickym enzymem Lys-C (Wako Chemicals, Richmong, Va), nebo Asp-
N (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). Po digesci jsou vysledné peptidy sekvenovany jako
smés nebo po vysledné HPLC na C4 koloné s propanolovym gradientem v 0,1% TFA jsou sekve-
novany pted zplynovanim.

, Trombocytopenie® je definovana jako poéet destitek pod 150x10° na litr krve. ,, Trombopoeticka
aktivita® je definovana jako biologicka aktivita, ktera se sklada z akcelerace proliferace, dife-
renciace a/nebo zrani megakaryocyti nebo megakaryocytovych prekurzort na desti¢ky-produku-
jici formy téchto bun&k. Tato aktivita mize byt méfena riiznymi stanovenimi véetné in vivo
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mySiho destickového revazebného stanoveni, stanoveni indukce desti¢kového povrchového anti-
genu méfeného jako anti—destickové imunostanoveni (anti-GPIIIIL,) pro lidskou leukemickou
megakaryoblastickou bunéénou linii (CMK), a indukce polyploidizace v megakaryoblastické
bunécné linii (DAMI).

»rombopoetin® (TPO) je definovan jako slouéenina, kterd ma trombopoetickou aktivitu nebo je
schopna zvySovat pocet desticek v séru u savel. TPO je vyhodné schopny zvySovat endogenni
pocet desticek nejméne o 10 %, vyhodngji o 50 % a nejvyhodnéji zvySovat podet desti¢ek
u &lovéka vice nez 150x10° na litr krve.

»lzolovana ligandova nukleova kyselina mpl/“ je RNA nebo DNA obsahujici vice nez 16
a vyhodné 20 nebo vice sekvencnich nukleotidovych bazi, které koduji biologickou aktivitu
ligandu mp! nebo jeho fragmentu, je komplementarni k RNA nebo DNA, nebo hybridni k RNA
nebo DNA a ponechava si stabilni vazby i p¥i ovlivnéni naroénymi podminkami. Tato RNA nebo
DNA je vycisténa od nejméng jednoho kontaminujiciho zdroje nukleovych kyselin, které ji nor-
malné doprovazi v ptirozenych zdrojich a vyhodné je substancilni Cista od jakychkoliv sav¢ich
RNA nebo DNA. Faze ,,vy¢isténa od nejméné jednoho kontaminujiciho zdroje nukleovych kyse-
lin, které ji normalné doprovazi® zahrnuje piipad, kdy nukleova kyselina je pfitomna ve zdroji
nebo ptirodni buiice, ale v jiné chromozomalni lokalizaci nebo jinak obklopena aminokyselino-
vymi sekvencemi, které se v normalni zdrojové buiice nenachazi. Pfikladem izolované ligandové
nukleové kyseliny mpl je RNA a DNA, kterad koéduje biologicky aktivni ligand mp! vykazujici
nejméné 75 % sekvencni identity, vyhodné 80 %, vyhodnéji 85 %, jesté vyhodnéji 90 % a nejvy-
hodnéji 95 % sekvenéni identity s lidskym, my$im nebo veprovym ligandemmipl.

»Kontrolni sekvence” ve vztahu k expresi znamena DNA sekvence nutné pro expresi operabilné
navazané kodujici sekvence v konkrétnim hostitelském organizmu. Kontrolni sekvence, které
jsou vhodné pro prokaryota, napf. zahrnuji promotorovou, nepovinné operatorovou sekvenci,
ribosomové vazebné misto a mozno i dalsi dosud malo prozkoumané sekvence. Je znamo, Ze
eukaryotické buiiky pouzivaji promotory, polyadenyla¢ni signalizaci a enhancery.

»Operativné navazané® ve vztahu k nukleovym kyselinam znamena nukleové kyseliny, které jsou
umistény ve funkénim vztahu s dalsi sekvenci nukleové kyseliny. Napf. DNA pro presekvenci
nebo sekretoricky leader jsou operabilné navazané na DNA pro polypeptid, pokud je exprimovan
jako preprotein, ktery participuje v sekreci polypeptidu; promotor nebo enhancer je operabilné
navazan na kédujici sekvenci, kdyz ma vliv na transkripci sekvence; nebo ribosomové vazebné
misto je operabilné navazano na kodujici sekvenci, kdyZ je umisténo tak, Ze usnadiiuje translaci.
Obecné ,,operabilné navazany“ znamena, ze DNA sekvence, takto navazané, sousedi, a v pripadé
sekretorického leaderu, sousedi a jsou ve fazi Gteni. OvSem enhancery nemusi byt sousedni.
Vazba je provedena ligaci na vhodnych restrikénich mistech. Pokud tato mista neexistuji, jsou
pouzity v souladu s béznym postupem syntetické oligonukleotidové adaptory nebo linkery.

,Exogenni* ve vztahu k prvkiim znamena sekvence nukleovych kyselin, které jsou butice cizi,
nebo jsou homologni k burice, ale v pozici uvniti nukleové kyseliny hostitelské buiiky, v které se
prvek obvykle nenachazi.

,,Burika®, ,.buné¢na linie“, a ,,bunélna kultura“ jsou zde pouzity zaménitelné a jako termin zahr-
nuji viechny potomky buiiky nebo bunééné linie. Tedy napfiklad terminy jako ,transformanty*
a transformované buiiky“ zahrnuji primarni subjekty buriky a kultury od nich odvozené bez
ohledu na pocet transferi. Také je zfejmé, Ze vSichni potomci nemusi mit presné identicky obsah
DNA, kvili omezenym nebo rozvinutym mutacim. Zahrnuji mutantni potomky, kteti maji stej-
nou funkéni nebo biologickou aktivitu, kterd byla zjisténa u origindlnich transformovanych
bunék. Pokud popis neni jasny, bude jasny v kontextu.

,»Plazmidy* jsou autonomni replikaéni cirkularni DNA molekuly majici nezavislé zdroje replika-
ce a jsou zde oznaCeny malym pismenem ,,p“, které pfedchazi a/nebo nasleduji velka pismena
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a/nebo ¢&isla. VSechny zde uvedené vychozi plazmidy jsou komeréng dostupné, obecné dostupné
na neomezeném zékladé nebo mohou byt sestrojeny z takto dostupnych plazmidi podle publiko-
vanych postupi. Dale dal$i odpovidajici plazmidy jsou v oboru dobfe zndmy a jsou uvedeny
v metodice.

»Digesce restrikénim enzymem* ve vztahu kDNA znamena katalytické §tépeni vnitinich fosfodi-
esterovych vazeb DNA enzymem, ktery plisobi pouze na néktera mista v sekvenci DNA. Tako-
véto enzymy se nazyvaji ,restrikéni endonukleazy“. Kazda restrikéni endonukiedza rozpozna
specifickou DNA sekvenci nazyvanou ,restrikéni misto®, které vykazuje dvojéetnou symetrii.
Ruzné restrikéni enzymy zde pouzité jsou komeréné dostupné a jejich reakéni podminky, kofak-
tory a dal$i poZadavky pro provedeni jsou pouZity podle vyrobce enzymu. Restrikéni enzymy
Jsou obvykle oznaCeny zkratkami slozenymi z velkych pismen nasledovanymi dal§imi pismeny
pfedstavujicimi mikroorganizmus, z kterého restrikéni enzym pochézi a z kterého byl ziskan
a poté nésleduje ¢islo oznaceni samotného enzymu. Obecné, na 1 mg plazmidu nebo fragmentu
DNA jsou pouzity 1-2 jednotky enzymu v 20 ml pufragniho roztoku. Vhodnd mnoZstvi pufru
a substratu pro jednotlivé restrikéni enzymy jsou specifikovana vyrobcem. Obvykle je pouZita
inkubace 1 hod pfi 37 °C, ale miize se li§it podle instrukci vyrobcem. Obvykle je pouZita inkuba-
ce 1 hod pii 37 °C, ale miiZe se liSit podle instrukci dodavatele. Po inkubaci je protein nebo poly-
peptid odstranén extrakci s fenolem nebo fluoroformem a digestovana nukleova kyselina je zis-
kéna zvodné frakce precipitaci s ethanolem. Digesci restrikénimi enzymy miiZe nasledovat
hydrolyza koncovych 5 fosfati bakterialni alkalickou fosfatazou jako prevence dvou restrikei
Sté€penych koncl DNA fragmentu z cirkularizace nebo vznik uzaviené smyeky, ktera by branila
vloZeni dalsiho fragmentu DNA do restrikéniho mista. Digesce plazmidiinemusi byt nasledovana
5 koncovou defosforylaci. Postupy a reagens pro defosforylaci jsou popsany v sekcich 1.56 —
1.61 Sambrook a kol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual [New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989].

»Ziskani“ nebo ,izolace* za zisku fragmentu DNA z restrik&ni digesce znamena separaci digestu
na polyakrylamidu nebo agarézovém gelu elektroforézou, identifikaci fragmentu, ktery nés zaji-
ma, srovnanim jeho mobility proti markerim DNA fragmentd, u kterych zname molekulovou
hmotnost, vyjmuti gelové sekce, kterd obsahuje poZadovany fragment, a separaci DNA z gelu.
Postup je obecné znam. Napf. viz Lawn a kol.., Nucleic Acids Res., 9: 6103-6114 [1981],
a Goeddel a kol., Nucleic Acids Res., 8: 4057 [1980].

»oouthern analyza“ nebo ,,Southern blotting* je metoda, kde pfitomnost DNA sekvenci v rest-
rikénim endonukledzovém digestu DNA, nebo ve smési obsahujici DNA, je potvrzena hybridi-
zaci na znamé, znacené oligonukleotidy nebo DNA fragmenty. Southern analyza obvykle zahr-
nuje elektroforetickou separaci DNA digesti na agarézovych gelech, denaturaci DNA po elek-
troforetické separaci a pfeneseni DNA do nitrocelul6zy, nylonu nebo jiné vhodné membrany pro
analyzu radioznaCenim, byotinylaci, nebo stanovenim enzymovym znadenim jak je popsano
v sekeich 9.37 — 9.52 Sambrook a kol., viz vyse.

»Nothern analyza“ nebo ,,Nothern blotting* je metoda pouZivana k identifikaci RNA sekvenci,
které jsou hybridizovany na znamé vzorky jako jsou oligonukleotidy, DNA fragmenty, cDNA
nebo jejich fragmenty, nebo RNA fragmenty. Vzorky jsou znadeny radioizotopy jako je **P, nebo
biotinylaci nebo enzymem. RNA je obvykle analyzovéna elektroforetickou separaci na agarézo-
vém nebo polyakrylamidovém gelu, pfenesena do nitrocelulézy, nylonu nebo jiné vhodné mem-
brany a hybridizovana se vzorkem, s pouzitim standardnich technik dobfe znamych v oboru,
které jsou popsany v sekcich 7.39 — 7.52 Sambrook a kol., viz vyse.

»Ligace® je proces vzniku fosfodiesterovych vazeb mezi dvéma fragmenty nukleovych kyselin.
Pro ligaci dvou fragmenti, musi byt konce fragmentil navzajem kompatibilni. V n&kterych piipa-
dech mohou byt konce kompatibilni pfimo po endonukledzové digesci. Oviem miiZe byt nejprve
nutné prevedeni roztfepenych konci, obvykle vzniklych po endonukledzové digesci, na tupé kon-
ce, aby byly kompatibilni pro ligaci. Pro otupeni koncii se na DNA piisobi ve vhodném pufru nej-
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méné 15 minut pti 15 °C 10 jednotkami Klenowova fragmentu DNA polymerazy I nebo T4 DNA
polymerazy v pfitomnosti &tyf' deoxyribonukleotidtrifosfatd. DNA je poté purifikovéana extrakci
fenol-chloroform a ethanolovou precipitaci. DNA fragmenty, které maji byt spolu ligovany, jsou
poté uvedeny do roztoku v ekvimolarnim mnoZstvi. Roztok bude také obsahovat ATP, ligdzovy
pufr a ligdzu jako je T4 DNA ligdza v mnoZstvi 10 jednotek na 0,5 mg DNA. Pokud mé byt DNA
ligovana do vektoru, vektor je nejprve linealizovan digesci s vhodnou restrik&ni endonukle4zou
(endonukledzami). Na linearizovany vektor poté plisobi bakterialni alkalické fosfataza nebo teleci
intestindlni fosfatdza jako prevence autoligace b&hem liga&niho kroku.

»Preparace DNA z bun€k znamend izolaci plazmidové DNA z kultury hostitelskych bunék.
Obvykle pouzivané metody DNA preparace jsou preparace ve velkém nebo malém métitku, pop-
sané v sekeich 1.25 — 1.33. Sambrook a kol., viz vySe. Po preparaci miize byt DNA purifikovana
metodami v oboru dobie zndmymi, které jsou popsany v sekei 1.40 Sambrook s kol., viz vyge.

»Oligonukleotidy* jsou kratké, jedno— nebo dvouvliknové polydeoxynukleotidy, které jsou che-
micky syntetizovany zndmymi metodami (jako je fosfotriesterova, fosfitova nebo fosforamidito-
va chemie, s pouzitim technik na pevné fazi jak je popsano v EP 266 032 publikovaném 4. kvétna
1988, nebo pies deoxynukleosidové H—fosfonatové intermedidty jak je popsano Froehlerem
a kol., Nucl. Acids Res., 14: 5399-5407 [1986]. Dalsi metody zahrnuji reakci polymerazovych
fetézch definovanou niZe a dal8i autoprimerové metody a oligonukleotidové syntézy na pevnych
nosicich. V8echny tyto metody jsou popsany v Engels a kol., Angew. Chem. Ing. Ed. Eng., 28:
716-734 (1989). Tyto metody jsou pouZity, pokud je znidma celd sekvence nukleovych kyselin
genu, nebo je vhodna sekvence nukleové kyseliny komplementari kédujicimu vlaknu. Nebo
pokud je znama cilova aminokyselinova sekvence, mizeme odvodit potencialni aminokyselino-
vou sekvenci s pouZitim zndmych a vyhodnych kédujicich zbytkd pro kazdy aminokyselinovy
zbytek. Poté jsou oligonukleotidy purifikovany na polyakrylamidovych gelech.

»Polymerdzova fetézova reakce” nebo ,,PCR* znamena postup nebo techniku, kde malé mnoZstvi
specifické €asti nukleové kyseliny, RNA a/nebo DNA, je prodlouZeno, jak popisuje US
4 683 195 vydany 28. Cervence 1987. Obecné, musi byt dostupné sekvenéni informace z konci
regionu, ktery nas zajima nebo ktery je téeba, takZe mohou byt zkonstruovany oligonukleotidové
primery; tyto primery budou identické nebo sekvenén& podobné k prot&jsimu fetdzci $ablony,
kterd ma byt prodlouZena. 5 koncové nukleotidy dvou primerti se mohou shodovat s konci prod-
luzovaného materidlu. PCR muZe byt pouZita k prodlouZeni specifickych RNA sekvenci,
specifickych DNA sekvenci z celkové genomické DNA a cDNA transkribované z celkové bun&g-
né RNA, bakteriofagovych nebo plazmidovych sekvenci, atd. Viz obecné Mullis a kol., Cold
Spring Harbor Symp. Quant. biol., 51: 263 [1987]; Erlich, editor, PCR Technology, (Stockrton
Press, NY, 1989). Jak je zde pouzita, PCR je povazovéna za jeden, ne viak jediny, piiklad meto-
dy polymerazové reakce nukleovych kyselin pro prodlouZeni testovaného vzorku nukleové kyse-
liny zahrnujiciho pouZiti zndmé nukleové kyseliny jako primeru a polymerazy nukleovych kyse-
lin k prodlouZeni nebo ptipravé specifické ¢asti nukleové kyseliny.

»Piisné podminky* jsou (1) pouziti nizké iontové sily a vysoké teploty pro promyvani, naptiklad
0,015 M NaCl/0,0015 M citrat sodny/0,1% NaDodSO, (SDS) pfi 50 °C, nebo (2) pouziti dena-
turaénich agens béhem hybridizace jako je formamid, napiiklad 50 % obj. formamidu s 0,1 % ho-
véziho sérového albuminu/0,1 % Ficoll/0,1 % polyvinylpyrrolidonu/50mM sodny fosfatovy pufr
pfi pH 6,5 s 750 mM NaCl, 75 mM citrat sodny pii 42 °C. Dal§im piikladem je pouziti 50 %
formamidu, 5xSSC (0,75 M NaCl, 0,075 M citrat sodny), 50 mM fosfat sodny (pH 6,8), 0,1 %
pyrofosfat sodny, 5x Denhardtiv roztok, ultrazvukovanid DNA z losostho spermatu (50 mg/ml),
0,1 SDS, a 10 % dextransulfatu pfi 42 °C, s promytim pfi 42 °C v 0,2 x SSC a 0,1 % SDS.

»Stfedné prisné podminky“ jsou popsany v Sambrook a kol., viz vySe, a zahrnuji pouziti promy-
vaciho roztoku a hybridiza¢nich podminek (napt. teplota, iontovasila a % SDS) méné naroénych,
neZ je popsano vyse. Piikladem mirn& naro&nych podminek jsou podminky jako je inkubace ptes
noc pii 37 °C v roztoku obsahujicim: 20 % formamidu, 5xSSC (150 mM NaCl, 15mM citrét tri-
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sodny), 50 mM fosfat sodny (pH 7,6), 5xDenhardtiv roztok, 10 % dextran sulfat a 20 ml/ml
denaturované DNA z lososiho spermatu, a nasledné promyti filtru 1xSSC pii 37-50 °C. Clovék
vzdélany v daném oboru dokéZe posoudit nastaveni teploty, iontové sily apod., pokud bude nutné
tyto faktory prizpisobit délce vzorku a podobné.

HProtilatky (Abs) a ,,imunoglobuliny* (Igs) jsou glykoproteiny, které maji stejnou strukturalni
charakteristiku. Zatimco protilaitky vykazuji vazebnou specifitu ke specifickému antigenu,
imunoglobuliny zahrnuji jak protilatky tak molekuly podobné protilatkdm, kterym chybi antigen-
ni specifita. Polypeptidy druhého druhu jsou napf. produkovéany v niz§ich urovnich lymfatického
systému a pii zvySovani hladiny pfi myelomazach.

Nativni protilatky a imunoglobuliny* jsou obvykle heterotetramerické glykoproteiny m. hm.
kolem 150000, sloZzené ze dvou identickych lehkych (L) fetézci a dvou identickych tézkych (H)
fetézch. Kazdy lehky Fetézec je navazan na lehky fetézec jednou kovalentni disulfidovou vazbou,
zatimco podet disulfidovych vazeb mezi tézkymi fetézci se lisi u riznych imunoglobulinovych
izotypl. Kazdy tézky a lehky fetézec také ma pravidelné prostorové intrafetézcové disulfidové
mustky. Kazdy téZky fetézec ma na jednom konci variabilni doménu (Vy) nésledovanou mnoz-
stvim konstantnich domén. Kazdy lehky fetézec ma variabilni doménu na jednom (V) a kons-
tantni doménu na svém druhém konci; konstantni doména na lehkém fetézci je svazéana s prvni
konstantni doménou tézkého fetézce, a variabilni doména lehkého fetézce je svazana s variabilni
doménou tézkého fetézce. Predpoklada se, Ze spojeni mezi variabilnimi doménami lehkého a t&éz-
kého fetézce tvori jednotlivé aminokyselinové zbytky (Clothia a kol., J. Mol. Biol., 186: 651-663
[1985]; Novotny a Haber, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 4592-4596 [1985]).

Termin ,,variabilni® znamena skuteénost, Ze nékteré &asti variabilnich domén se vyznamné lisi
v sekvenci mezi protilatkami a jsou pouzity k vazbé a specificité kazdé jednotlivé protilatky pro
jeji jednotlivy antigen. OvSem variabilita neni vZdy lokalizovana na variabilnich doménéch proti
latek. Je soustfedéna ve tiech segmentech, nazyvanych komplementaritu determinujici oblasti
(CDR) nebo hypervariabilni regiony variabilnich domén té€zkého a lehkého fetézce. Nejvice kon-
zervované Casti variabilnich domén jsou nazyvany jako framework (FR). Variabilni domény
nativnich téZzkych a lehkych fetézcl obsahuji kazda ¢tyfi FR oblasti, rozsahlé konfiguraci b—
hibetu, spojené tfemi CDR, které tvoti smycky, v n€kterych piipadech jejich Cast, a spojuji b—
hibety. CDR na kazdém fetézci drzi pohromadg, v tésné blizkosti FR regiony a s CDR z dalSich
fetézct tvoii formaci antigenniho vazebného mista protilatky (viz Kabat a kol., Sequences of Pro-
teins of Immunological Interest, National Institute of Heath, Bethesda, MD [1987]. Konstantni
domény nejsou pfimo zahrnuty do vazby protilatky na antigen, ale vykazuji riizné efektorové fun-
kce, jako je participace protilatky v protilatkové—dependentni celularni toxicite.

Pii papainové digesci protilatek vznikaji dva identické antigenni vazebné fragmenty, nazyvané
»Fab® fragmenty, kazdy sjednim antigennim vazebnym mistem, a resukuélni ,Fc* fragment,
jehoZ nazev odrazi jeho schopnost snadno krystalizovat. Vysledkem pepsinového piisobeni je
F(ab), fragment, ktery ma dv& antigenni kombinovana mista a je stale schopny kiizové vazby
antigenu.

,Fv* je minimélni protilatkovy fragment, ktery obsahuje kompletni antigenni rozpoznavaci a va-
zebné misto. Tato oblast se sklada z dimeru variabilnich domén jednoho tézkého a jednoho leh-
kého tetézce v tésném, nekovalentnim spojeni. Je to konfigurace, kde tféi CDR kazdé variabilni
domény interaguji a definuji antigenni vazebné misto na povrchu VgV dimeru. Celkové Sest
CDR tvofi antigenni vazebnou specificitu protilatky. Ovsem kazda jednotliva variabilni doména
(nebo polovina Fv obsahujici pouze CDR specifické pro antigen) ma schopnost rozpoznat a vazat
antigen, oviem s niz§i afinitou nez upiné vazebné misto.

Fab fragment také obsahuje konstantni doménu lehkého fetézce a prvni konstantni doménu

(CH1) t&Zkého fetézce. Fab fragmenty se lisi od Fab fragmentt tim, Ze maji navic n€kolik zbytkd
na karboxylaci CH1 domén té€zkého fetézce, vEetné jednoho nebo vice cysteinli z protilatkové
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oto¢né oblasti. Fab—SH je zde oznadeni pro Fab, v kterém cysteinové zbytky konstantnich domén
nesou volnou thiolovou skupinu. F(ab), protilatkové fragmenty jsou produkovany jako pary Fab
fragmentd, které maji mezi sebou cysteinové spoje. Jsou zndmé i dalsf chemické péry protilatko-
vych fragmentd.

»Lehké fetézce® protilatek (imunoglobulint) jakéhokoliv druhu mohou byt oznageny jako jeden
ze dvou zieteln€ se lisicich typl, nazyvanych kappa a lambda (1), zalozenych na aminokyselino-
vych sekvencich jejich konstantnich domén.

V zavislosti na aminokyselinové sekvenci konstantni domény jejich t&zkého fetézce mohou byt
imunoglobuliny rozdé€leny do riznych t¥id. Existuje pét hlavnich tfid imunoglobulini: IgA, IgD,
IgE, IgG a IgM, a nékteré z nich jsou dale rozdéleny do podtiid (izotypt), napt. IgG-1, IgG-2,
IgG-3 a IgG-4; IgA-1 a IgA-2. Konstantni domény t&7kého fetdzce, které odpovidaji riznym
tfidam imunoglobulind, se nazyvaji a, delta, epsilon, g a m. Podjednotkové struktury a trojroz-
merné konfigurace jednotlivych skupin imunoglobulind jsou dobfe znamy.

Termin ,,protilatka® je pouZivdm v obsahlém vyznamu a specificky vyjadiuje jednotlivé monok-
lonalni protilatky (véetn€ agonistli a antagonisti protilatek), protilatkové smési s polyepitopickou
specificitou, stejn€ jako protilatkové fragmenty (napt. Fab, F(ab),, a Fv), pokud vykazuji pozado-
vanou biologickou aktivitu.

Termin ,,monoklonalni protilatka“ zde oznaduje protilatku ziskanou z populace prakticky homo-
gennich protilatek, tj. populace obsahujici individuaini protilatky, které jsou identické kromg
moznych pfirozené se vyskytujicich mutaci, které se mohou vyskytnout v minoritnim mnoZstvi.
Monoklonélni protilatky jsou vysoce specifické, jsou smé&rovany proti jednotlivému antigennimu
mistu. Déle na rozdil od preparati polyklonalnich protilatek, které obvykle zahrnuji riizné proti-
latky, smérované proti riznym determinantdm (epitopiim), kazdd monoklondlni protilatka je sm&
rovana proti jedné determinanté antigenu. Dale k jejich specifit€, monoklonalni protiltky jsou
vyhodné proto, Ze jsou syntetizovany hybridomovou kulturou, nejsou kontaminovany jinymi
imunoglobuliny. Ptivlastek ,,monoklonalni“ oznaduje charakter protilatky, znamena to, Ze byla
ziskana z prakticky homogenni populace protilatek a pozadovana protilatka nebyla pripravena
Zadnou jinou metodou. Napiiklad monoklonalni protilatky pouzivané podle piedkladaného vyna-
lezu mohou byt piipraveny hybridomovou metodou poprvé popsanou Kohlerem a Milsteinem,
Nature, 256: 495 (1975), nebo piipraveny rekombinantni DNA metodou (viz, napt. US 4 816 567
[Cabillz a kol.].

Monoklonalni protilatky zde zahrnuji zejména ,,chimérické* protilatky (imunoglobuliny), ve kte-
rych ¢ast lehkého a/nebo t&zkého fetézce je identicka nebo homologni k odpovidajicim sekven-
cim v protilatkich odvozenych z konkrétnich druhi nebo patticich ke konkrétni t¥idé nebo podtii-
dé protilatek, zatimco zbytek fetézce (fetdzcii) je identicky nebo homologni k odpovidajicim
sekvencim v protilatkdch odvozenych z jinych druhi nebo patiicich k jiné t¥idé nebo podtiidé
protilatek, stejn€ jako k fragmentiim téchto protilatek, pokud vykazuji poZzadovanou biologickou
aktivitu (US 4 816 567 (Cabilly a kol.); a Morrison a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851—
6855 [1984]).

»Humanizované“ formy non-humannich (napf. mysich) protilatek jsou chimérické imunoglo-
buliny, imunoglobulinové fetézce nebo jejich fragmenty (jako jsou Fv, Fab, Fab, F(ab), nebo
dal3i antigen—vézici subsekvence imunoglobulinu) které obsahuji minimalné sekvenci odvozenou
z non-humanniho imunoglobulinu. Z nejvétsi &4sti jsou humanizované protilatky lidské imuno-
globuliny (piijemcové protilatky) v kterych zbytky komplementarnich determinujicich regiont
(CDR) pfijemce jsou nahrazeny zbytky CDR non-huménnich druhii (donorové protilatky) jako
Jsou my3i, krysi nebo krali¢i, které maji pozadovanou specificitu, afinitu a kapacitu. V n&kterych
pfipadech Fv rdmcové zbytky lidského imunoglobulinu jsou nahrazeny odpovidajicim non-hu-
mannimi zbytky. Déle, humanizované protilatky mohou obsahovat zbytky, které se nenachézi ani
v piijemcové protildtce ani v importované CDR nebo ramcové sekvenci. Tyto modifikace jsou
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provedeny kvili dal$i optimalizaci protilatkové specificity. Obecng, humanizované protilatky
budou zahrnovat prakticky viechny protilatky s nejméné jednou a obvykle dvéma variabilnimi
doménami, u kterych v8echny nebo prakticky vSechny CDR regiony odpovidaji témto regiontim
non-humannich imunoglobulinti a viechny nebo prakticky vSechny FR regiony odpovidaji témto
regioniim humanni imunoglobulinové shodné sekvence. Humanizované protilatky optimalné také
obsahuji nejméné ¢ast imunoglobulinové konstantniho regionu (Fc), obvykle lidského imunoglo-
bulinu. Dal§i podrobnosti viz: Jones a kol., Nature, 321. 522-525 [1986]; Reichmann a kol.,
Nature, 332: 323-329 [1988]; a Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 [1992].

»Neimunogenni pro ¢lovéka“ znamena, Ze po kontaktu polypeptidu ve farmaceuticky pfijatelném
nosi¢i a v terapeuticky uéinném mnoZstvi s vhodnou lidskou tkéni se neobjevi Zadny projev sen-
zitivity nebo rezistence k polypeptidu po druhé davce polypeptidu po vhodné latentni periodé
(napt. 8 az 14 dni).

II.  Vyhodna provedeni vynalezu

Vyhodné polypeptidy podle tohoto vynalezu jsou prakticky homogenni polypeptidy, vztahujici se
k ligandu mp! (ligandim) nebo trombopoetinu (TPO), ktery vykazuje schopnost vazby na mpl,
¢lena receptorové cytokinové skupiny, a ma biologickou schopnost stimulace inkorporace znace-
nych nukleotidii CB—thymidin) do DNA IL-3 dependentnich Ba/F3 bunék transfekovanych lid-
skym mpl P. Vyhodné;jsi ligandy mpl! jsou izolované savéi proteiny, které maji hematopoetickou,
zv14até megakaryopoetickou nebo trombopoetickou aktivitu — konkrétné jsou schopné stimulovat
proliferaci, zrani a/nebo diferenciaci nezralych megakaryocyti nebo jejich pfedchidct na zralou
desti¢ky—produkujici formu. Nejvyhodnéjsi polypeptidy podle tohoto vynélezu jsou lidské ligan-
dy mpl vietn& jejich fragmentl, které maji hematopoetickou, megakaryocytopoetickou nebo
trombopoetickou aktivitu. Nepovinné tyto lidské ligandy mpl postradaji glykosylaci. Dalsi
vyhodné lidské ligandy mp! jsou ,,EPO—domény“ hML oznaCované jako hML,s3 nebo hTPO;ss,
zkracené formy hML oznalované jako hML,4s nebo hTPO,4s a zraly polypeptid plné délky, ktery
m4 aminokyselinovou sekvenci znazornénou na obr. 1 (SEQ ID NO: 1), oznaCovany jako hML,
hMLi3, nebo hTPOs;, a biologicky aktivni substitucionalni varianty h(ML(R153A, R154A).

Nepovinng vyhodné polypeptidy podle tohoto vynilezu jsou biologicky nebo imunologicky
aktivni varianty ligandu mpl vybrané ze skupiny skladajici se zz hML2, hML3, hML4, mML,
mML2, mML3, pML a pML2.

Nepovinné vyhodné polypeptidy podle tohoto vynélezu jsou biologicky aktivni varianty ligandu
mpl, jejichz aminokyselinova sekvence ma nejméné 70% aminokyselinovou sekvencni identitu
s lidskym ligandem mp! (viz obr. 1 [SEQ ID NO: 1], my$im ligandem mpl (viz obr. 16 [SEQ ID
NO: 12 a 13], rekombinantnim vepfovym ligandem mpl izolovanym z aplastické vepfové plaz-
my, vyhodné nejméng 75%, vyhodnéji nejméng 80%, jesté vyhodné&ji nejméné 85%, jesté vice
vyhodnéji nejméné 90% a nejvyhodnéji nejméné 95%.

Ligand mpl izolovany z aplastické vepiové plazmy ma nasledujici charakteristiky:

1. Parcialng purifikovany ligand eluovany z gelové filtra¢ni kolony bud’ v PBS, PBS obsahujici
0,1% SDS nebo PBS obsahujici 4M MgCl, s Mr 60000 az 70000;

2. Ligandova aktivita je zruSena pronazou;
3. Ligand je stabilni do nizkého pH (2,5), SDS do 0,1% a 2M mocoviny;
4. Ligand je glykoprotein, na zakladé jeho vazby na riizné lektinové kolony;

5. Vysoce purifikovany ligand je eluovan z neredukujici SDS-PAGE s Mr 25000 az 35000.
Mensi mnoZstvi aktivity je také eluovano Mr 18000, 22000 a 60000;
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6. Vysoce purifikovany ligand se objevil na redukujici SDS-PAGE jako dublet s Mr 28000
a 31000;

7. Aminokoncova sekvence pasi 18000-22000, 28000 a 31000 je stejna — SPAPPACDPR-
LLNKLLRDDHVLHGR(SEQ ID NO:29); a

8. Ligand se véaZe a eluuje z nasledujicich afinitnich kolon.

Blue-Sepharose, CM Blue-Sepharose, MONO-Q, MONO-S, Lentil lektin—Sepharose, WGA—
Sepharose, Con A-Sepharose, Ether 650m Toyopearl, Butyl 650m Toyopearl, Fenyl 650m
Toyopearl a Fenyl-Sepharose.

Vyhodnéjsi ligandové polypeptidy mpl jsou kédovéany lidskou genomickou nebo cDNA, ktera ma
aminokyselinovou sekvenci popsanou na obr. 1 (SEQ ID NO: 1).

Dalsi vyhodné ptirozené se vyskytujici biologicky aktivni ligandové polypeptidy mp! podle toho-
to vynalezu zahrnuji ligand prepro-mp!, ligand pro—mpl, zraly ligand mpl, fragmenty ligandu mp!
a jejich glykosylované varianty.

Jest& dal8i vyhodné polypeptidy podle tohoto vynalezu zahrnuji ligandové sekvenéni varianty
a chiméry mpl. Obvykle vyhodné ligandové sekvenéni varianty a chiméry mpl jsou biologicky
aktivni ligandové varianty mpl, které maji nejméné 70% aminokyselinovou sekvenéni identitu
s lidskym ligandem mpl nebo ligandem mpl izolovanym z aplastické vepfové plazmy, vyhodng
nejméné 75%, vyhodnéji nejméné 80%, jestd vyhodngji nejméng 85%, jests vice vyhodngji nej-
méné 90% a nejvyhodnéji nejméné 95%. Zvlasté vyhodnou variantou ligandu mpl je N-koncova
doména hML varianty (ozna¢ovana jako ,,EPO-doména“ pro jeji sekvenéni homologii s erythro-
poetinem). Vyhodnd hML EPO-doména obsahuje prvnich 153 aminokyselinovych zbytki zralé-
ho hML a je oznacovéna jako hML 153. Nepovinng vyhodna hML sekvenéni varianta zahrnuje
variantu, kde jedna nebo vice bazickych nebo dibazickych aminokyselinovych zbytki v C-kon-
coveé doméné jsou substituovany nebazickymi aminokyselinovymi zbytky (napt. hydrofobnimi,
neutralnimi, kyselymi, aromatickymi, Gly, Pro atd.). Vyhodna sekvenéni varianta hML C—
koncové domény zahrnuje variantu, kde Arg zbytky 153 a 154 jsou zaménény za zbytky Ala.
Tato varianta je oznaCovéna jako hMLj;,(R153A, R514A). Jind vyhodn4d hML varianta zahruje
bud’ hML33; nebo hML;s;, kde aminokyselinové zbytky 111-114 (QLPP nebo LPPQ) jsou vyne-
chény nebo nahrazeny jinou tetrapeptidovou sekvenci (napf. AGAG nebo podobnou). Nasledujici
dele¢ni mutanti jsou oznatovani jako D4hML;332 nebo 4hML;s;.

Vyhodné chiméra je fiize mezi ligandem mpl nebo jeho fragmentem (definovanym vyse) s hete-
rolognim polypeptidem nebo jeho fragmentem. Napfiklad, hML 153 miize byt fizovan do IgG
fragmentu, aby se zlepsil sérovy polo¢as, nebo do IL-3, G-CSF nebo EPO, aby vznikla molekula
s vy8§i trombopoetickou nebo chimérickou hematopoetickou aktivitou.

Jinou vyhodnou lidskou ligandovou chimérou mp! je ,,ML-EPO*“ doménova chiméra, ktera se
skldda z N-koncovych zbytki 153 az 157 hML substituovanych jednim nebo vice, ale ne viemi,
lidskymi EPO zbytky, jak je naznateno na obr. 10 (SEQ ID NO: 7). V tomto provedeni by byla
hML chiméra dlouhd 153-166 zbytk, kdy jednotlivé zbytky nebo bloky zbytka z lidské EPO
sekvence jsou pfidany nebo substituovany do hML sekvence v pozicich odpovidajicich tomu, jak
je naznaeno na obr. 10 (SEQ ID NO: 6). Ptiklad blokovych sekvenénich inzert do N—koncové
¢asti h(ML miiZe zahrnovat jeden nebo vice N—glykosylovanych mist v pozicich (EPO) 24-27,
38-40 a 83-85; jeden nebo vice nez &tyfi predpokladané alifatické a-helikalni zavity v polobach
(EPO) 9-22, 56-76, 90-107 a 132-152; a dalsi vysoce rigidni oblasti zahrnujici N—terminalni
a C~terminalni oblasti a zbytky v polohach (EPO) 44-52 (viz napf. Wen a kol., Blood, 82: 1507—
1516 [1993] a Boissel a kol., J. Biol. Chem., 268(21): 15983-15993 [1993]). U této ,,ML-EPO
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doménové chiméry* se predpokladd, Ze bude mit smiSenou trombopoeticko-erythropoetickou
(TEPO) biologickou aktivitu.

Dalsi vyhodné polypeptidy podle tohoto vynélezu zahrnuji ligandové fragmenty mpl, které maji
po sob¢ jdouci sekvence nejméné 10, 15, 20, 25, 30 nebo 40 aminokyselinovych zbytkd, které
Jsou identické se sekvencemi ligandu mpl izolovaného z aplastické veprové plazmy nebo lidské-
ho ligandu mpl zde popsaného (viz napf. tab. 14, piiklad 24). Vyhodny fragment ligandu mp! je
lidsky ML[1-X], kde X je 153, 164, 191, 205, 207, 217, 229 nebo 245 (viz obr. 1 [SEQ ID NO:1]
pro sekvenci zbytku 1-X]). Dalsi vyhodné fragmenty ligandu mpl zahrnuji fragmenty, které jsou
produkovény jako vysledek chemické nebo enzymatické hydrolyzy nebo digesce purifikovaného
ligandu.

Dalsim vyhodnym aspektem vynalezu je metoda purifikace molekul ligandii mp! kontaktem zdro-
je ligandu mpl obsahujiciho molekuly ligandu mp! s imobilizovanym receptorovym polypepti-
dem, konkrétné s mpl nebo fliznim polypeptidem mpl, za podminek, kdy molekuly ligandu mpl,
které maji byt purifikovany, jsou selektivné adsorbovany na imobilizovany receptorovy polypep-
tid, nosi¢ je promyt, aby byl odstranén neadsorbovany material, a molekuly, které maji byt purifi
kovany, jsou eluovéany z imobilizovaného receptorového polypeptidu eluénim pufrem. Zdrojem
obsahujicim ligand mp/ miiZe byt plazma, kde je imobilizovany receptor vyhodnémpl-IgG fize.

Jinou moznosti je, Ze zdrojem obsahujicim ligand mp! je rekombinantni buné&na kultura, kde
koncentrace ligandu mp! bud’ v kultivaénim médiu nebo v bun&&ném lyzitu je obecn& vyssi nez
v plazmé& nebo dalSich pfirozenych zdrojich. Vy3e uvedenou imunoafinitni metodou mpl-IgG
obvykle nenf nutné pouzit, mohou byt pouZity b&zn&jsi metody purifikace proteint, které jsou
v dané oblasti dobie znamy. Krétce, vyhodné purifikaéni metody k ziskani prakticky homogenni-
ho ligandu mpl zahrnuji: odstranéni vétsich negistot, bud’ hostitelskych bun&k nebo lyzovanych
fragmentti, napt. centrifugaci nebo ultrafiltraci; nepovinné mohou byt proteiny koncentrovany
komeréné dostupnym proteinovym koncentraénim filtrem; nasleduje separace ligandu od dalSich
nedistot jednim nebo vice kroky, které se skladaji z: imunoafinitni chromatografie, iontové vymé-
ny (napi. DEAE nebo matrice obsahujici karboxymethylové nebo sulfopropylové skupiny),
chromatografie na téchto materidlech — Blue—Sepharose, CM Blue-Sepharose, MONO-Q,
MONO-S, lentil lektin-Sepharose, WHA—Sepharose, Con A-Sepharose, Ether Toypearl, Butyl
Toypearl, Fenyl Toypearl, protein A Sepharose, SDS-PAGE, HPLC sreverzni fazi (napf.
silikagel s pfipojenymi alifatickymi skupinami) nebo Sephadexové molekularni sito nebo exkluz-
ni chromatografie, nebo precipitace v ethanolu nebo amonium sulfitu. Kterykoliv predchazejici
krok miiZe obsahovat inhibici proteolyzy pomoci methykulfonylfluoridu (PMSF).

V dal$im vyhodném provedeni piedkladany vynalez zahrnuje izolovanou protilatku schopnou
vazby na ligand mpl. Vyhodné ligandova izolovana protilatka mp/ je monoklonalni (Kohler
a Milstein, Nature, 256: 195497 [1975]; Campbell, Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology, Burdon a kol., editofi, Vol. 13, Elsvier Science Publishers, Amsterdam
[1985]; a Huse a kol., Science, 246: 1295-1281 [1989]). Vyhodné ligandova izolovana protilatka
mpl je protilatka, kter se vaZe na ligand mpl! s afinitou nejméng 10° 1/mol.

Vyhodngji se protilatka véZe s afinitou nejméné 10’ I/mol. Nejvyhodngji protilatka proti ligandu
mpl ma jednu nebo vice vyse uvedenych efektorovych funkei. Izolovana protilatka schopna vazat
ligand mpl mize byt nepovinné filzovana do sekundarniho polypeptidu a protildtka nebo jejich
fze miZe byt pouZita k izolaci nebo purifikaci ligandu mpl ze zdroje, jak bylo popsano vyie pro
imobilizovany polypeptid mpl. V dalsim vyhodném aspektu tohoto provedeni vynélez zahrnuje
zplsob detekce ligandu mpl in vitro nebo in vivo zahrnujici kontakt protilatky se vzorkem, zv1as-
t¢ vzorkem séra, u kterého se predpoklada obsah ligandu, a detekce, jestli se objevi vazba.

V dal$im vyhodném provedeni vynalez zahrnuje izolaci molekuly nukleové kyseliny kédujici

ligand mpl nebo jeho fragment, kde molekula nukleové kyseliny miize byt znaéenanebo neznade-
nd detekovatelnou skupinou, a molekula nukleové kyseliny ma sekvenci, ktera je komplemen-
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tarni k molekule nukleové kyseliny, kterd obsahuje sekvenci kodujici ligand mpl, nebo hybridizo-
vani za naroénych nebo mirn€ naroénych podminek na molekulu nukleové kyseliny, kterd
obsahuje sekvenci kédujici ligand mpl. Vyhodna nukleova kyselina ligandu mpl je RNA nebo
DNA, ktera koduje biologicky aktivni ligand mpl vykazujici nejméné 75 % sekvencni identity,
vyhodnéji nejméné 80 %, jesté vyhodnéji nejméné 85 %, jesté vice vyhodnéji nejméné 90 %
a nejvyhodnéji nejméné 95 % sekvenéni identity s lidskym ligandem mpl. Vyhodnéj$imi izolova-
nymi molekulami nukleové kyseliny jsou DNA sekvence kodujici biologicky aktivni ligand mpl,
vybrané ze skupiny, sestavajici se z: (a) DNA zaloZena na kédujici oblasti sav¢iho ligandového
genu mpl (napt. DNA obsahujici nukleotidové sekvence uvedené na obr. 1 (SEQ ID NO: 2), nebo
jeji fragmenty); (b) DNA schopna hybridizace na DNA z bodu (a) za nejméné mirné naroénych
podminek; a (¢c) DNA je degenerovana na DNA definovanou v bodé (a) nebo (b), coz je vysled-
kem degenerace genetického kédu. Je pozorovano, ze nové ligandy mpl zde popsané mohou byt
Cleny skupiny ligandi nebo cytokind, které maji vhodnou sekvenéni identitu, kdyZ jejich DNA
muze hybridizovat s DNA, ktera je na obr. 1 (SEQ ID NO: 2) (nebo komplementem nebo jejich
fragmenty) za slabé az mirné naro¢nych podminek. Tedy dalsi aspekty tohoto vynalezu zahrnuji
DNA, ktera hybridizuje za mirné slab& aZ stfedné pfisnych podminek s DNA kodujici ligandové
polypeptidy mpl.

V dal$im vyhodném provedeni vynélezu je molekula nukleové kyseliny cDNA kédujici ligand
mpl a dale zahrnuje replikovatelny vektor, v kterém je cDNA oddélitelné navazana na kontrolni
sekvence rozpoznané vektorem transformovanym hostitelem. Tento aspekt dale zahrnuje hos-
titelské buiiky transformované vektorem a metodu pouziti cDNA k ovlivnéni produkce ligandu
mpl, zahrnujici expresi cDNA koédujici ligand mpl v kultufe transformovanych hostitelskych bu-
nék a odstranéni ligandu mp! z hostitelské bunééné kultury. Ligand mp! piipraveny timto zpuso-
bem je vyhodng prakticky homogenni lidsky ligand mpl. Vyhodné hostitelské butiky pro produk-
ci ligandu mp! jsou butiky vaje¢niku ¢inskych kfecki Chinese hamster ovary (CHO).

Vynalez dale zahrnuje vyhodné metody léceni savcti, ktefi trpi imunologickym nebo hemato-
poetickym onemocnénim, zejména trombocytopenii, zahrnujici podavani terapeuticky u€inného
mnoZstvi ligandu mpl savci. Nepovinné je ligand mp! podavan v kombinaci s cytokinem, zvIasté
faktorem stimulujicim kolonie nebo interleukinem. Vyhodné faktory stimulujici kolonie nebo
interleukiny zahrnuji: kit-ligand, LIF, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, EPO, IL-1, IL-2, IL-3, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-9 nebo IL-11.

III. Zpisoby provedeni

Mnoho autorii se dlouho domnivalo, Ze produkce desticek je kontrolovand mnohoetnymi kme-
nové specifickymi humorélnimi faktory. Bylo zji$t€no, Ze dvé riizné cytokinové aktivity, oznace-
né jako megakaryocytovy faktor stimulujici kolonie (meg—CSF) a trombopoetin, reguluji mega-
karyocytopoézu a trombopoézu (Williams a kol., J. Cell Physiol., 110: 101-104 [1982] Williams
a kol., Blood Cells, 15: 123-133 [1989]; a Gordon a kol., Blood, 80. 302-307 [1992]). Podle
téchto hypotéz, meg—CSF stimuluje proliferaci progenitorovych megakaryocyti, zatimco trombo-
poetin v prvni fad& ovliviiuje zrani nebo daldi diferenciaci bungk a omezené uvoliiovani desticek.
Od $edesatych let dvacatého stoleti byla dobfe dokumentovana indukce, vznik a vyskyt aktivit
meg—CSF a trombopoetinu v plazmé, séru a mo¢i zvifat a lidi a nasledné trombocytopenické pii-
hody (Odell a kol., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 108: 428-431 [1961], Nakeff a kol., Acta Haema-
tol., 54: 340-344 [1975]; Specter, Proc. Soc. Exp. Biol., 108: 146-149 [1961]; Schreiner a kol.,
J. Clin. Invest., 49: 1709-1713 [1970]; Ebbe, Blood, 44: 605-608 [1974]; Hoffman a kol., N.
Engl. J. Med., 305: 533 [1981]; Straneva a kol., Exp. Hematol., 17:1122-1127 [1988]; Mazur
a kol., Exp. Hematol., 13: 1164 [1985]; Mazur a kol., J. Clin. Invest. 68: 733-741 [1981}]; Sheiner
a kol., Blood, 56: 183—188 [1980]; Hill a kol., Exp. Hematol., 20: 354-360 [1992]; Hegyi a kol.,
Int. J. Cell Cloning. 8. 236-244 [1990]. Bylo publikovano, Ze tyto aktivity jsou kmenové speci-
fické a li§i se od znamych cytokind (Hill R. J. a kol., Blood 80: 346 (1992); Erickson-Miller C.
L. a kol,, Brit. J. Hematol., 84: 197-203 (1993); Straneva J. E. a kol., Exp. Hematol. 20: 4750
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(1992); a Tsukada J. a kol., Blood 81: 866-867 [1993]. Az dosud byly pokusy purifikovat meg-—
CSF nebo trombopoetin z trombocytopenické plazmy nebo modi netispéiné.

V souladu s vySe uvedenymi pozorovanimi popisujicimi trombocytopenickou plazmu, jsme Zjis-
tili, Ze aplasticka vepiova plazma (APP) ziskana z ozafenych vepit stimuluje lidskou megakaryo-
cytopo€zu in vitro. Zjistili jsme, Ze tato stimulaéni aktivita je zruSena rozpustnou extracelulérni
doménou c-mpl, potvrzujici APP jako potencialni zdroj predpokladaného ligandu mpl (ML).
Nyni jsme GspéSné purifikovali ligand mp! z APP a aminokyselinova sekvenéni informace byla
pouZita k izolaci my3i, vepfové a lidské ML c¢DNA. Tyto ML vykazuji sekvenéni homologii
s erythropoetinem a maji aktivitu meg—CSF i aktivitu trombopoetinového typu.

1. Purifikace a identifikace ligandu mpl z plazmy

Jak je uvedeno dale, bylo publikovéno, Ze aplasticka plazma z riiznych druhii obsahuje aktivity,
kter¢ stimuluji hematopoézu in vitro, oviem nebylo dfive publikovano, 7e by stimula&ni faktory
byly izolovany z plazmy. Jeden zdroj aplastické plazmy byl ziskin z ozatenych vepid. Tato
aplasticka vepfova plazma (APP) stimuluje lidskou hematopoézu in vitro. Stanoveni, zda APP
obsahuje ligand mpl, bylo provedeno méfenim *H—thymidinové inkorporace do Ba/F3 bungk
transfekovanych lidskym mpl P (Ga/F3-mpl) postupem ukézanym na obr. 2. APP stimulovala
*H-thymidinovou inkorporaci do Ba/F3-mpl bungk, ale ne do Ba/F3 kontrolnich bungk (tj. net-
ransfekovanych lidskym mpl P). Dale nebyla pozorovana Z4dna aktivita v normalni vepiové plaz-
mé. Tyto vysledky ukazuji, Ze APP obsahuje faktor nebo faktory, které transdukuji proliferativni
signél pfes mpl receptory a tedy mohou byt pfirozenym ligandem pro tyto receptory. Toto bylo
dale podpofeno zjisténim, Ze piisobeni APP spolu s rozpustnym mpl-IgG blokuje stimuladni
efekty APP na Ba/F3-mp! butiky.

Zjistilo se, Ze aktivitu v APP vykazuje protein, protoze pronaza, DTT nebo teplo aktivitu v APP
ni¢i (obr. 3). Aktivita byla také nedialyzovatelna. Aktivita byla ale stabilni p¥i nizkém pH (pH 2,5
po dobu 2 hod.) a vykazuje vazbu a eluci u n&kterych lektinovych afinitnich kolon, coZ ukazuje,
Ze to je glykoprotein. K dal$imu objasnéni struktury a identity této aktivity byla déle aktivita afi-
nitn€ purifikovana z APP s pouzitim mpl-IgG chiméry.

APP byla upravena podle postupu uvedeného dale v piikladu 1 a 2. Kratce, ligand mpl byl puri-
fikovan s pouzitim hydrofobni interak&ni chromatografie (HIC), hrubozrnné imobilizované chro-
matografie a mpl-afinitni chromatografie. Vyskyt aktivity v kazdém kroku je ukdzén na obr. 4
a stupefi purifikace je uveden v tab. 1. Celkovy vytéZzek aktivity po mp/-afinitni kolong byl pib-
lizn¢ 10 %. Frakce s nejvyssi aktivitou (F6) z mpl-afinitni kolony vykazovala specifickou akti-
vitu 9,8 x 10° jednotek/mg. Celkové purifikace z 5 litrt APP byla pfiblizng 4 x 10° nasobna
(z 0,8 jednotek/mg na 3,3 x 10° jednotek/mg) s 83 x 10° nasobnou redukci proteind (z 250 mg na
3 mg). Pfedpokladame, Ze specificka aktivita ligandu, eluovaného z mpl-afinitni kolony, je p¥ib-
lizné 3x10° jednotek/mg.

Tabulka 1

Purifikace ligandu mpl

Objem | Proteiny | Jednotky/ml |Jednotky | Specifickd | Vytézek | Stupeti
ml mg/ml aktivita % purifikace
Jednotky/mg

App 5000 50 40 200000 0,8 — 1
Fenyl 4700 0,8 40 200000 50 94 62
Blue—Sep. 640 0,93 400 256000 430 128 538
mpl (ml) 12 5x107 1666 20000 3300000 10 4100000
(Fxns 5-7)
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Protein byl stanoven Bradfordovym stanovenim. Koncentrace proteint eluovanych frakci mpl
5 az 7 byly ur€eny na zékladé barevné intenzity SDS—gelu barveného st¥ibrem. Jedna jednotka je
definovana tak, Ze zpiisobuje 50 % maximalni stimulace Ba/F3 bunééné proliferace.

Analyza eluovanych frakci z mpl afinitni kolony pomoci SDS-PAGE (4-20%, Novex gel)
probihajici za redukujicich podminek ukézala pfitomnost nékolika proteinti (obr. 5). Proteiny,
které pii barveni stifbrem ukézaly nejsilngj$i intenzitu, mély Mr 66000, 55000, 30000, 28000
a 18000-22000. Ke stanoveni, které z téchto proteinii stimuluji proliferaci Ba/F3 buné&nych kul-
tur, byly proteiny eluovany z gelu postupem, ktery je popsan v piikladu 2.

Vysledky experimentu ukazuji, Ze vétSinu aktivity eluované z gelu obsahuje protein s Mr 28000~
32000, mensi aktivita byla eluovana z oblasti gelu 18000-22000 (obr. 6). Jediné proteiny viditel-
né v této oblasti maji Mr 30000, 28000 a 18000-22000. K identifikaci a ziskani proteinové sek-
vence proteinii vyskytujicich se v téchto oblastech gelu (tj. pasy 30, 20 a 18-22 000) byly tyto tfi
proteiny elektroblotovany do PVDF a sekvenovany jak je popsano v piikladu 3. Ziskané amino—
koncové sekvence jsou uvedeny v tab. 2.

Tabulka 2

Amino—koncové sekvence ligandu mpl

m. hm. 30 000
1 5 10 15 20 25 (SEQ ID NO: 30)
(S)PAPPA(C)DPRLLNKLLRDD(H/S)VLH(G)RL
m. hm. 28 0000
15 10 15 20 25 (SEQ ID NO: 31)

(S)PAPPAXDPRLLNKLLRDD(H)VL(H)GR

m. hm. 18 - 22 0000
1 5 10 (SEQ ID NO: 32)

XPAPPAXDPRLX(N)

Potitatové provedené analyzy ukazaly, Ze tyto aminokyselinové sekvence jsou nové. Protoze
viechny tfi sekvence byly stejné, pfedpoklada se, Ze proteiny 30 000, 28 000 a 18-22 000 byly
pfibuzné a mohou byt riznymi formami stejného nového proteinu. Déle tento protein (proteiny)
byl také moznym pfirozenym ligandem mpl pro aktivitu vykazovanou na SDS-PAGE ve stejné
oblasti (28000-32000) 4-20% gelu. Kromé toho parcialng purifikovany ligand migroval s Mr
17000-30000, pokud byl podroben gelové filtradni chromatografii s pouzitim kolony Supero-
se 12 (Pharmacia). Pfedpoklada se, Ze rizné Mr formy ligandu jsou vysledkem proteolyzy nebo
glykosylaénich rozdilii nebo jinych post nebo pre-translaénich modifikaci.

Jak je popsano diive, protism&rna mpl RNA ru$i megakaryocytopoézu v kulturach lidské kostni
dfen€ obohacenych CD 34+ progenitorovymi buitkami aniz by zasahovala diferenciaci dalsich
kment hematopoetickych bun¢k. (Methia a kol., viz vySe). Tyto vysledky sv&d&i o tom, Ze mpl
receptor miize hrét roli v diferenciaci a proliferaci megakaryocytl in vitro. K dal$imu objasnéni
tlohy ligandu mpl v megakaryocytopoéze byl srovnan vliv APP a ligandové depleéni APP mpl na
in vitro lidskou megakaryocytopoézu. V1iv APP na lidskou megakaryocytopoézu byl stanoven
s pouzitim modifikace kapalného suspenzniho megakaryocytopoézového stanoveni popsaného
v pfikladu 4. V tomto stanoveni byly lidské periferalni kmenové buitky (PSC) zpracovany pomo-
ci APP pied a po mpl-IgG afinitni chromatografii. GPILIII, stimulace megakaryocytopoézy byla
kvantifikovana '“I-anti—IL]II, protildtkou (obr. 7). Jak je ukazano na obr. 7, 10% APP zplisobuje
pfiblizn€ 3-nasobnou stimulaci, zatimco APP bez ligandu mpl nemé Zadny efekt. Vyrazné se
projevilo, Ze APP bez ligandu mpl neindikuje proliferaci Ba/F3-mp/ bungk.
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V dal$im experimentu lidsky mpl-IgG ptidany ve dni 0, 2 a 4 do kultur obsahujicich 10% APP
neutralizoval stimulaéni efekty APP na lidskou megakaryocytopoézu (obr. 8). Tyto vysledky naz
naduji, Zze ligand mp! hraje roli v regulaci lidské megakaryocytopoézy a miize byt pouZit pro léce-
ni trombocytopenie.

2. Molekularni klonovani ligandu mpl

Na zakladé amino-terminalnich aminokyselinovych sekvenci ziskanych z proteinti 30 000,
28 000 a 18-22 000 (viz tab. 2 vy3e) byly sestrojeny dvé skupiny degenerovanych oligonukleoti-
dovych primerd a byly pouzity k rozsifeni veprové genomické DNA pomoci PCR. Pokud amino—
koncova aminokyselinova sekvence byla kédovana jednim exonem, bylo logicky o¢ekavano, ze
spravny PCR produkt bude dlouhy 69 bp. DNA fragment této velikosti byl nalezen a subklo-
novan do pGEMT. Sekvence oligonukleotidi PCR primerd a tfi ziskané klony jsou uvedeny
v ptikladu 5. Aminokyselinova sekvence (PRLLNKLLR [SEQ ID NO: 33]) peptidu kédovaného
mezi PCR primery byla identicka se sekvenci ziskanou amino—koncovym proteinovym sekveno-
vanim vepfového ligandu (viz zbytky 9-17 pro 28 a 30 000 vepiové proteinové sekvence vyse).

Syntetické oligonukleotidy zaloZené na sekvenci PCR fragmentu byly pouzity ke screeningu
lidské genomické DNA knihovny. 45-merovy oligonukleotid, oznafeny pR45, byl oznacen
a syntetizovan na bazi sekvence PCR fragmentu. Tento oligonukleotid mé nasledujici sekvenci:

5 GCC-GTG-AAG-GAC-GTG-GTC-GTC-ACG-AAG-CAG-TTT-ATT-TAG-GAG-
TCG 3 (SEQ ID NO: 34)

Tento deoxyoligonukleotid byl pouzit ke screeningu lidské genomické DNA knihovny v Igem12
pfi slab& naroénych hybridizaénich a promyvacich podminek podle piikladu 6. Pozitivni klony
byly sebrany, plaky purifikovany a analyzovany restrikénim mapovanim a southern blotovanim.
390 bp EcoRI-Xbal fragment, ktery hybrydizoval na 45-mer, byl subklonovin do pBluescript
SC-. DNA sekvenovani tohoto klonu potvrdilo, Ze byl izolovan lidsky homolog vepfové DNA
kédujici ligand mpl. Lidska DNA sekvence a jeji vyvozend aminokyselinova sekvence jsou zna-
zornény na obr. 9 (SEQ ID NO: 3 a 4). Ptedpokladané polohy intronii v genomické sekvenci jsou
oznadeny Sipkami, a definuji pfedpokladany exon (,,exon 3%).

Na zakladé lidské sekvence ,,exonu 3% (ptiklad 6) byly syntetizovany oligonukleotidy odpovida-
jici 3 a 5 konciim exonové sekvence. Tyto dva primery byly pouzity k PCR reakcim a slouzily
jako Sablona ¢cDNA piipravené z riiznych lidskych tkani. Olekavana velikost spravného PCR
produktu byla 140 bp. Po analyzach PCR produkti na 12% polyakrylamidovém gelu byly o¢eka-
vané velikosti detekovany v cDNA knihovnach pfipravenych z lidskych dospélych ledvin, 293
zarode&nych ledvinovych bungk a dDNA piipravené z lidskych zdrode¢nych jater.

c¢DNA knihovna zirodeénych jater (7x106 klond) vlambda DR2 byla potom podrobena
screeningu se stejnym 45-merovym oligonukleotidem, ktery byl pouZzit ke screeningu lidské
genomické knihovny a knihovny ¢cDNA zarodednych jater za slabé naronych hybridizagnich
podminek. Pozitivni klony byly sebrany, plak purifikovan a velikost inzertu byla stanovena PCR.
Jeden klon s 1,8 kb inzertem byl vybran pro dalsi analyzu. S pouZitim postupit popsanych v piik-
ladu 7 byl ziskdn nukleotid a vyvozena aminokyselinova sekvence lidského ligandu mp/ (hML).
Tyto sekvence jsou uvedeny na obr. 1 (SEQ ID NO: 1 a 2).

3.  Struktura lidského ligandu mp! (hML)

cDNA sekvence lidského ligandu mpl (hML) (obr. 1 [SEQ ID NO: 2] zahrnuje 1774 nukleotidd
nasledovanych poly(A) prodlouzenim. Obsahuje 215 nukleotidii 5 netranslatované sekvence
a 3 netranslatované oblasti 498 nukleotidii. P¥edpokladany iniciaéni kodon v nukleotidové pozici
(216-218) v&etn& sekvence piiznivé pro eukaryotickou transla¢ni iniciaci. Otevieny Cteci ramec
je 1059 nukleotidd dlouhy a kéduje polypeptid s 353 aminokyselinovymi zbytky, zaCinajici v po-

-31-




10

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 296130 B6

loze nukleotidu 220. N—konec vyvozené aminokyselinové sekvence je vysoce hydrofobni a prav-
dépodobné odpovida signalnimu peptidu. Pogitadova analyza vyvozené aminokyselinové sekven-
ce (von Heijne a kol., Eur. J. Biochem. 133: 19-21 [1983]) ukazuje potencialni 5t&pné misto pro
signaln{ peptiddzu mezi zbytky 21 a 22. Stépenim v této poloze by vznikl zraly polypeptid s 332
aminokyselinovymi zbytky za¢inajici amino—koncovou sekvenci ziskanou z ligandu mpl purifi-
kovaného z vepfové plazmy. Vyvozena non—glykosylovand molekulova hmotnost ligandu s 332
aminokyselinovymi zbytky je 38 000. M4 6 potencialnich N—glykosylaénich mist a 4 cysteinové

zbytky.

Srovnani sekvence ligandu mpl! se sekvenci z databaze Genové banky vykazuje 23% identitu
mezi aminokoncovymi 153 zbytky zralého lidského ligandu mpl a lidského erythropoetinu
(obr. 10 [SEQ ID NO 6 a 7]). Pokud bereme v tivahu konzervativni substituce, tato oblast hML
vykazuje 50% podobnost s lidskym erythropoetinem (hEPO). hEPO a hML obsahuji &tyfi cystei-
ny. T¥i ze tyf cysteinu jsou v hML, vetng prvniho a posledniho cysteinu. Pokusy s mistng cile-
nou mutagenezi ukazaly, Ze prvni aposledni cystein erythropoetinu tvoii disulfidovou vazbu, kte-
ra je pozadovana pro funkci (Wang, F. F. a kol., Endocrinology 116: 22862292 [1983]). Analo-
gicky prvni a posledni cystein hML miiZe také tvofit rozhodujici disulfidovou vazbu. Zadné
z glykosyla¢nich mist neni v hML zachovéno. Viechna hML N-vazebna glykosyla¢ni mista jsou
lokalizovana v karboxy—koncové poloving hML polypeptidu.

Podobné jako hEPO, tak hML mRNA neobsahuje shodné polyadenyladni sekvence AAUAAA,
ani regulatni prvek AUUUA, ktery je pfitomen v 3 netranslani oblasti mnoha cytokini a pied-
poklada se, Ze ma vliv na mRNA stabilitu (Shawet a kol., Cell, 46: 659-667 [1986]). Analyza
nothern blot ukézala nizké hladiny jednotlivych 1,8 kb hML RNA transkriptG u zdrode&nych
1 dospélych ledvin. Pro srovnéni, lidsky erythropoetin je exprimovan ve fetalnich jatrech a, jako
odpovéd’ na hypoxii, dospélymi ledvinami a jatry (Jacobs a kol., Nature, 313: 804-809 [1985]
a Bondurant a kol., Molec. Cell. Biol., 6: 2731-2733 [1986]).

Vyznam C—koncové oblasti hML zistava k objasnéni. Na zaklad& ptitomnosti Sesti potencialnich
mist pro N-vazebnou glykosylaci a schopnosti ligandu vézat se na lectinové afinitni kolony je
ziejmé, Ze je tato oblast hML glykosylovand. V nékterych gelovych eludnich pokusech jsme po-
zorovali aktivitu odpovidajici Mr 60000, ktera muZe predstavovat glykosylovanou molekulu plné
délky. C—koncova oblast miZe tedy plsobit stabilizan& a zvySovat polodas cirkulace hML.
V piipadé erythropoetinu maji neglykosylované formy plnou in vitro biologickou aktivitu, ale
maji vyrazné sniZzeny plazmaticky pologas v poméru ke glykosylovanému erythropoetinu (Takeu-
chi a kol., J. Biol. Chem., 265: 12127-12130 [1990], Narhi a kol., J. Biol. Chem., 266: 23022~
23026 [1991] a Spivack a kol., Blood, 7: 90-99 [1989]). C-koncova doména hML obsahuje dv&
dibazické aminokyselinové sekvence [Arg—Arg v polohich 153-154 a 245-246], které mohou
slouzit jako potenciélni funké&ni mista. Stépeni v téchto mistech miiZe byt odpovédné za vznik 30,
28 a 18-22 000 forem ML izolovanych z APP. Je zfejmé, Ze se Arg;s;—Arg;s4 objevuje za domé-
nou ML erythropoetinového typu. Tato pozorovani znamenaji, Ze ML plné délky miZe pred-
stavovat prekurzor proteinu, z n€hoz po limitované proteolyze vznika zraly ligand.

4. Izoformy a varianty lidského ligandu mpl

V lidskych dospélych jatrech byly pomoci PCR zji§tény izoformy nebo alternativné spojené for-
my lidského ligandu mpl. Kratce, byly syntetizovany primery odpovidajici kazdému konci
1 vybranym vnitfnim oblastem kédujici sekvence hML. Tyto primery byly pouzity v RT-PCR
k amplifikaci RNA lidskych dospélych jater, jak je popsano v ptikladu 10. Kromé& formy plné
délky, nazyvané hML, byly pozorovany nebo odvozeny dal$i téi formy, nazyvané hML2, hML3
a hML4. Zrala vyvozena aminokyselinova sekvence viech &tyf izoforem je ukdzana na obr. 11
(SEQID NO: 6, 8, 9 a 10). hML ma 116 nukleotidovou deleci polohy 700, ktera zpiisobuje
aminokyselinovou deleci 1 deleci €tectho rdmce. cDNA nyni kdduje zraly polypeptid, ktery je
dlouhy 265 aminokyselin a odchyluje se od hML sekvence v aminokyselinovém zbytku 139.
hML4 ma 12 nukleotidovou deleci, kterd nasleduje za nukleotidovou polohou 618 (ktera se také
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naléza u my$i a prase&i sekvence [viz nize]) a 116 bp delece se nachazi v hML3. Ackoliv u ¢lo-
véka nebyly izolovany Zadné klony s 12 bp deleci (nésledujici po nukleotidu 619) (oznace-
né hML2), tato forma pravdépodobné existuje, protoze takovéto izoforma byla identifikovana
umysi i veptld (viz nize), a protoze byla identifikovana ve spojeni s 116 nukleotidovou delect
uhML4.

Aby mohlo byt stanoveno, zda je k biologické aktivité potfebna plna délka ML, byla sestrojena
substituovana varianta hML s dibazickou Arg;s;~Arg;ss sekvenci nahrazenou dvéma alaninovymi
zbytky a forma hML se zkracenou ,,EPO-doménou”. Varianta se substituovanou dibazickou
sekvenci Arg;si—Arg;ss, 0znadena jako hML (R153A, R154A), byla sestrojena pomoci PCR jak
je popsano v piikladu 10. Byla také pfipravena , EPO-doménové® zkracena forma hML,s; po-
moci PCR zavedenim stop kodonu nasledujiciho po Argis;.

5. Exprese rekombinantniho lidského ligandu mpl (thML) v pfechodné transfekovanych lid-
skych embryonalnich ledvinovych (293) burikach

Aby bylo potvrzeno, e klonovana lidskd ¢cDNA kéduje ligand pro mpl, byl exprimovén ligand
v savéich 293 buttkach za kontroly cytomegalovirového ptimého ¢asného promotoru s pouZitim
expresnich vektori pRK5-hML nebo pRK5-hML;s:. Bylo zjisténo, ze supematant z prechodné
transfekovanych lidskych zarodeénych ledvinovych (293) bunék stimuluje *H-thymidinovou
inkorporaci v Ba/F3-mpl buiikich, ale ne v Ba/F3 buiikach (obr. 12A). Samotné médium
7293 bunék transfekovanych s pRK vektorem neobsahuje tuto aktivitu. Piidani mpl-IgG do
média zrudilo stimulaci (data nejsou uvedena). Tyto vysledky ukazuji, Ze klonovand dDNA
koduje funkéni lidsky ML (hML).

Ke stanoveni, zda ,,EPO-doména“ samotna také mize vazat a aktivovat mpl, byla v 293 buiikach
exprimovéna zkracena forma hML, rhML;s;. Bylo zjisténo, Ze supernatanty z transfekovanych
bunék maji podobnou aktivitu jako supernatanty zbun¢k exprimujicich hML piné délky
(obr. 12A), coz znamen4, ze C-koncova doména ML neni pro vazbu a aktivaci c—mpl nutna.

6. Ligandova stimulace mpl megakaryocytopoézy a trombopoézy

Forma plné délky rhML i zkricend rhML,s; forma rekombinantniho hML stimulovaly lidskou
megakaryocytopoézu in vitro (obr. 12B). Tento efekt byl pozorovan v nepiitomnosti dalSich
exogenné ptidanych hematopoetickych ristovych faktord. S vyjimkou IL-3 je ML jediny hema-
topoeticky testovany faktor, ktery vykazuje tuto aktivitu. IL-11, IL-6, IL-1, erythropoetin, G-
CSF, IL-9, LIF, kit ligand (KL), M—CSF, OSM a GM-CSF neméli na megakaryocytopoézu
zadny vliv, pokud byly testovany samostatné v naSem stanoveni (data nejsou uvedena). Tyto
vysledky ukazuji, Ze ML ma megakaryocyty-stimulujici aktivitu, a ukazuji ulohu ML v regulaci
megakaryocytopoézy.

Ukaézalo se, Ze trombopoetické aktivity p¥itomné v plazmé trombocytopenickych zvitat stimuluji
produkci desti¢ek v my$im revazebném trombocytézovém stanoveni (McDonald, Proc. Soc. Exp.
Biol. Med., 14: 1006-1001 [1973] a McDonald a kol., Scand. J. Haematol., 16: 326334 [1976]).
V tomto modelu byla u mysi vyvolana akutni trombocytopenie s pouzitim specifického
antidesti¢kového séra, jejimz vysledkem byla pfedpovidatelna revazebna trombocytoza. Takové-
to imino—trombocythemické mysi nyni vykazovaly mnohem silngjsi odpovéd’ na exogenni aktivi-
ty trombopoetinového typu neZz normélni mysi (McDonald, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 14:
1006-1001 [1973]), stejné jako exhypoxické mysi jsou citlivéjsi na erythropoetin neZ normalni
my$i (McDonald, a kol., J. Lab. Clin. Med., 77: 134-143 [1971]). Ke stanoveni, zda rML stimu-
luje produkci desti¢ek in vivo, byl mys$im pro revazebnou trombocytozu injektovan parcialné
purifikovany rhML. Byl kvantifikovan pocet destiCek a inkorporace S do desti¢ek. Injekce mysi
s 64000 nebo 32000 jednotkami rML signifikantné zvysila produkc1 desti¢ek, s 20% vzristem
po&tu desti¢ek (p=0,0005 a 0,0001, respektive) a 40% vzristem *S inkorporace do destitek
(p=0,003) u léenych mysi oproti kontrolnim my3im, kterym byl injektovan pouze excipient
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(obr. 12C). Tento stuperi stimulace je srovnatelny se stupném stimulace, ktery byl pozorovan
ulL-6 vtomto modelu (data nejsou uvedena). Léceni 16000 jednotkami rML nevykazovalo
signifikantni stimulaci produkce desti¢ek. Tyto vysledky ukazuji, Ze ML stimuluje produkci des-
tiCek zplisobem zavislym na dévce a tudiz vykazuje aktivitu trombopoetinového typu.

293 butiky byly transfekovany s dal$imi hML izoformami konstruovanymi jak je popséno vyse
a supernatanty byly stanoveny s pouZitim Ba/F3-mpl proliferativniho stanoveni (viz obr. 13).
hML2 a hML3 nevykazuji detekovatelnou aktivitu vtomto stanoveni, oviem aktivita
hML(R153A, R154A) byla podobna jako u hML a hML153, coz ukazuje, e proces na Arg;s;—
Arg;s, dibazickém misté aktivitu ani nepodmiriuje ani nerui.

7. Megakaryocytopoéza a ligand mpl

Ptedpokiadalo se, Ze megakaryocytopoéza je regulovana na vicenasobnych bun&nych tirovnich
(Williams a kol., J. Cell Physiol., 110: 101-104 [1982] a Williams a kol., Blood Cells, 15: 123—
133 [1989]). Toto je vice zaloZeno na pozorovani, Ze nékteré hematopoetické ristové faktory sti-
muluji proliferaci megakaryocytovych progenitors, zatimco jiné vykazuji priméarni vliv na zrani.
Zde uvedené vysledky ptedpokladaji, Ze ML ma vliv i na proliferaci i na zrani. Tato ML stimula-
ce proliferace megakaryocytovych progenitorl je podpofena n&kolika druhy dikazd. Za prvé,
APP stimuluje proliferaci i zrani lidskych megakaryocytil in vitro, a tato stimulace je kompletng
inhibovana pomoci mpl-IgG (obr. 7 a 8). Dale inhibice megakaryocytové kolonové formace po-
moci c-mpl protismérnych oligonukleotidii (Methia a kol., Blood, 82: 1395-1401 [1993]) a zji3-
téni, Ze c—mpl mize transdukovat proliferativni signal v buiikach, do kterych je transfekovan
(Skoda a kol., EMBO, 12: 2645-2653 [1993] a Vigon a kol., Oncogene, 8. 2607-1615 [1993])
také ukazuji, Ze ML stimuluje proliferaci. Zjevna exprese c-mpl b&hem viech stupiit megakaryo-
cytické diferenciace (Methia a kol., Blood, 82: 1395-1401 [1993}]) a schopnost rekombinantni
ML vyrazné stimulovat produkci desti¢ek in vivo ukazuje, Ze ML také ovliviiuje zrani. Dostup-
nost ML poskytuje moZnost peclivého zhodnoceni jeho ulohy v regulaci megakaryocytopoézy
a trombopoézy, stejné jako jeho schopnosti ovliviiovat dal$i hematopoetické kmeny.

8. Izolace genu lidského ligandu mpl (TPO)

Klony lidské genomické DNA TPO genu byly izolovany screeningem lidské genomické knihov-
ny vI-Geml2 s pR45, za mélo piisnych podminek nebo za vysoce naroénych podminek s frag-
mentem, ktery odpovida 3 poloving lidské cDNA kddujici ligand mpl. Byly izolovany piesahujici
lambda klony s rozsahem 35 kb. Pfesahujici fragmenty (BamH1 a EcoRI) obsahujici cely TPO
gen byly subklonovany a sekvenovany (obr. 14A, 14B a 14C).

Struktura lidského genu je kromé 7 kb genomické DNA sloZena z 6 exont. Hranice v3ech spojeni
exon/intron jsou shodné s takovymito prvky, které byly objeveny v sav&ich genech (Shapiro,
M. B. akol., Nucl. Acids Res. 15: 7155 [1987]). Exon 1 a exon 2 obsahuji 5 netranslatované sek-
vence a pocatecni Ctyfi aminokyseliny signalniho peptidu. Zbytek sekretorického signalu a prv-
nich 26 aminokyselin zralého proteinu jsou kédovany v exonu 3. Celd karboxylova doména a 3
netranslatované sekvence stejné jako pfiblizné 50 aminokyselin domény erythropoetinového typu
jsou kédovany v exonu 6. Ctyti aminokyseliny postihnuté deleci pozorovanou u hML~2 (hTPO-
2) jsou kdédovany na 5 konci exonu 6.

Analyza lidské genomické DNA pomoci Southern blotu a ukazala, Ze gen pro TPO je pfitomen
v jedné kopii. Chromozomalni lokalizace genu byla stanovena fluorescentni in situ hybridizaci
(FISH), ktera mapovala chromozom 3q27-28.

9. Exprese a purifikace TPO z 293 bunék

Preparace a purifikace ML nebo TPO z 293 bunék je detailné popséna v piikladu 19. Kratce,
¢DNA odpovidajici TPO uplnému otevienému ¢tecimu ramci byla ziskana pomoci PCR s pouzi-
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tim pRKS-hmpl 1. Produkt PCR byl purifikovan a klonovén mezi restrikénimi misty Clal a Xbal
plazmidu pRK5tkneo (pRKS odvozeného vektoru modifikovaného pro expresi genu rezistentniho
na neomycin za kontroly thymidin kindzové podpory) za ziskani vektoru pRK5tkneo.ORF (vek-
tor kodujici Gplny otevieny &teci ramec).

Druhy vektor kédujict EPO homologni doménu byl pfipraven stejng, ale s pouZitim jinych PCR
primer(, aby byl ziskan koneény produkt nazyvany pRKS5-tkneoEPO-D.

Tyto dva konstrukty byly transfekovany do bunék lidskych embryonélnich ledvin metodou
CaPO, a neomycin—-rezistentni klony byly selektovany a byly ponechany rést. U téchto kloni
byla stanovena exprese ML;s; nebo MLs3, v obohaceném médiu pomoci Ba/F3-mpl proliferativ-
niho stanoveni.

Purifikace thMLa3, byla provedena jak je popsano v pfikladu 19. Krétce, 293-thML332 oboha-
cené¢ médium bylo naneseno na kolonu Blue—Sepharose (Pharmacia), ktera byla nasledné pro-
myta pufrem obsahujicim 2M mocoviny. Kolona byla eluovana pufrem obsahujicim 2M moéo-
viny a 1M NaCl. Eluat z lue-Sepharose byl pfimo nanesen na kolonu WGA-Sepharose, promy-
tou desetindsobkem objemu kolony pufru obsahujiciho 2M mo&oviny a 1M NaCl, a eluovén stej-
nym pufrem obsahujicim 0,5M N-acetyl-D-glukosamin. WGA-Sepharose eluat byl nanesen na
kolonu C4-HPLC (Synchrom, Inc.) a eluovan diskontinualnim propanolovym gradientem. Pomo-
ci SDS-PAGE purifikovany 293-rhMLs;, migroval jako Siroky pés v oblasti gelu 68-80 000 (viz
obr. 15).

Purifikace rhML,s; byla také provedena jak je popsano v pfikladu 19. Kratce, médium obohacené
203-rhML,s3 bylo analyzovano na Blue—Sepharose jak je uvedeno pro thML;;,. Blue-Sepharose
eluat byl nanesen piimo na mpl-afinitni kolonu jak je popsano vyse. RhML;s; eluovany z mpl—
afinitni kolony byl purifikovan za uelem homogenizace s pouzitim C4-HPLC kolony za stej-
nych podminek, které byly pouzity pro rhMLss,. Pfi SDS-PAGE se purifikovany rhML,s; rozdé-
lil na 2 hlavni a 2 mensi pasy s Mr 18000-22000 (viz obr. 15).

10. Mysi ligand mpl

Pomoci PCL byl ziskian DNA fragment odpovidajici kodujici oblasti lidského ligandu mpl, gel
byl purifikovan a znaden v ptitomnosti *P-dATP a *P-dCTP. Tento test byl pouZit ke screenin-
gu 10° klonti cDNA knihovny my3ich jater v IGT10. Byl izolovan a sekvenovéan mys3i klon (obr.

nukleotidové pozici 138-141 byl v souladu se sekvenci pfiznivou pro eukaryotickou translaéni
iniciaci (Kozak, M. J. Cell Biol., 108: 229-241 [1989]). Tuto sekvenci definuje otevieny &teci ra-
mec 1056 nukleotidli, které napovidaji, Ze primarni produkt bude mit 352 aminokyselin. Tento
otevieny Cteci ramec lemuje 137 nukleotidii 5 netranslatované sekvence a 247 nukleotidt 3 net-
ranslatované sekvence. Neni tam Zadné poly(A) prodlouZeni za 3 netranslatovanou oblasti, které
by znamenalo, Ze klon je pravdépodobné nekompletni. N-konec predpokladané aminokyselinové
sekvence je vysoce hydrofobni a pravdépodobné predstavuje signélni peptid. Pogitatova analyza
(von Heijne, G. Eur. J. Biochem. 133: 17-21 [1983]) ukazala potencialni §tépna mista pro sig-
nélni peptiddzu mezi zbytky 21 a 22. Stdpenim v tomto misté vznikne zraly polypeptid s 331
aminokyselinami (35 000) identifikovany jako mMLs3; (nebo mML2 z diivodu popsanych niZe).
Sekvence obsahuje 4 cysteiny, v§echny zachované v lidské sekvenci, a sedm potencidlnich N—
glykosyla¢nich mist, 5 znich je zachovano v lidské sekvenci. Znovu, stejné jako hML, vech
sedm potencialnich N—glykosyla¢nich mist je lokalizovano na C-koncové poloviné proteinu.

Ve srovnani s lidskou ML, byla u nukleotidl i aminokyselinovych sekvenci pozorovana zna¢na
identita v ,,EPO-doménach® téchto ML. Avsak pokud ddme vyvozené aminokyselinové sekvence
lidské a mysi ML vedle sebe, my$i sekvence vykazuje tetrapeptidovou deleci mezi zbytky 111—
114 odpovidajici 12 nukieotidové deleci, ktera nasleduje za nukleotidovou polohou 618, pozoro-
vanou u lidské (viz vyse) a veprové (viz niZe) cDNA. Proto byly zkoumany dali klony, aby byly
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nalezeny dal$i mozné izoformy ML. Jeden klon kddoval polypeptid s vyvozenou sekvenci 335
aminokyselin obsahujici ,,chybé&jici® tetrapeptid LPLQ. Predpoklada se, Ze tato forma je my$i ML
plné délky a oznaduje se jako mML nebo mMLs;5. Nukleotidova a vyvozena aminokyselinova
sekvence mML je uvedena na obr. 17 (SEQ ID NO: 14 a 15). Tato cDNA klon se sklada z 1443
parid bazi nasledovanych poly(A) zakoncenim. M4 otevieny c¢teci ramec 1068 bp lemovany 134
kodon lezi v poloze nukleotidd 138-140. Otevieny ¢teci ramec kdduje vyvozeny protein o 356
aminokyselinach, prvnich 21 z nich je vysoce hydrofobni a pravdépodobné funguje jako sekreéni
signal.

Nakonec byl izolovan tieti mysi klon, byl sekvenovan a bylo zjisténo, Ze obsahuje deleci 116
nukleotidli odpovidajici hML3. Tato mysi izoforma je proto nazvdna mML3. Srovnani vyvozené
aminokyselinové sekvence téchto dvou izoforem je ukazéana na obr. 18 (SEQID NO: 9 a 16).

Celkova aminokyselinova sekvencni identita mezi lidskou a my$i ML [obr. 19 SEQ ID NO: 6
a 17]) je 72%, ale homologie neni rozlozena pravidelng. Oblast definovana jako ,,EPO-doména“
(aminokyseliny 1-153 pro lidskou sekvenci a 1-149 pro mys$i) je 1épe zachovana (86% homolo-
gie) neZ karboxy—koncova oblast proteinu (62% homologie). Toto miiZze dale znamenat, Ze EPO—
doména“ je dilezita pro biologickou aktivitu proteinu. Je zajimavé, Ze z di-bazickych aminoky-
selinovych prvki nachazejicich se v hML, pouze di-bazicky prvek nasledujici thned po ,,EPO-
domén&“ (zbytek v poloze 153-154) v lidské sekvenci je pfitomen v mysi sekvenci. Je to v sou-
ladu s moznosti, Ze ML plné délky piedstavuje prekurzor proteinu, ktery podléha limitované pro-
teolyze za vzniku zralého ligandu. Eventualné proteolyza mezi Arg;s;—Arg;ss miZe napomahat
vy¢isténi ML.

Expresni vektor obsahujici uplnou kédujici sekvenci mML byl pfechodné transfekovan do 293
bun&k jak je popséano v piikladu 1. Obohacené médium téchto bunék stimulovalo *H—thymidino-
vou inkorporaci do Ba/F3 bunék exprimujicich bud’ mysi nebo lidsky mpl, ale nemé vliv na pa-
rentalni (bez mpl) bunéénou linii. To znamena, Ze klonovand mySi ML ¢cDNA kéduje funk&ni
ligand, ktery je schopen aktivovat myst 1 lidsky ML receptor (mpl).

11. Veptovy ligand mpl

Byla izolovana vepfova ML (pML) ¢cDNA pomoci RACE PCR jak je popsano v piikladu 13.
V ledvinach byl nalezen produkt PCR 1342 bp cDNA a byl subklonovan. Nékteré klony byly
sekvenovany a nalezen klon, ktery kéduje veptovy ligand mpl s 332 aminokyselinovymi zbytky
oznadéeny jako pML (nebo pML;s;) majici nukleotidovou a vyvozenou aminokyselinovou sekven-
ci zobrazenou na obr. 20 (SEQ ID NO: 18 a 29).

Opét byla identifikovana druha forma, oznacena jako pML2, kédujici protein s deleci 4 amino-
kyselinovych zbytkd (228 aminokyselinovych zbytkt) (viz obr. 21 [SEQ ID NO: 21]). Srovnéni
aminokyselinové sekvence pML a pML2 ukéazalo. Ze pML2 je identicky kromé tetrapeptidu
QLPP odpovidajiciho zbytkim 111-114, které zahrnuje delece (viz obr. 22 [SEQ ID NO: 18
a 21]). Delece &tyf aminokyselin pozorovana u mysi i vepiové ML cDNA se vyskytuje v piesné
stejné poloze vyvozenych proteini.

Srovnani vyvozenych aminokyselinovych sekvenci zralého ML u ¢lovéka, mysi a vepie (obr. 19
[SEQ ID NO: 6, 17 a 18]) ukazuje, Ze celkova sekvenéni identita je 72 procent mezi mysi
a lidskou, 68 procent mezi mysi a vepfovou a 73 procent mezi vepiovou a lidskou. Homologie je
prakticky vétsi v amino—koncové poloviné ML (EPO homologni doména). Tato doména je iden-
ticka mezi dvéma druhy v 80 aZ 84 procentech, zatimco karboxy—koncova polovina (uhlovodiko-
va doména) je identicka pouze od 57 do 67 %. Dibazicky aminokyselinovy prvek, ktery by mohl
pfedstavovat protedzové $t&€pné misto, je pfitomen na karboxylovém konci erythropoetinové
homologni domény. Tento prvek je zachovan mezi tfemi druhy v této poloze (obr. 19 [SEQ ID
NO: 6, 17 a 18]). Druhé dibazické misto pfitomné v polohach 245 a 246 v lidské sekvenci neni
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pfitomno v mysi nebo vepiové sekvenci. Mysi a vepfové ML sekvence obsahuji 4 cysteiny,
vSechny zachované v lidské sekvenci. Existuje sedm potencidlnich N—glykosyladnich mist v my-
S$im ligandu a Sest ve vepfovém ML, 5 znich je zachovano v lidské sekvenci. Opét viechna
potencialni N-glykosylaéni mista jsou lokalizovana v C—koncové poloving proteinu.

12. Exprese a purifikace TPO z bunék vaje¢nikii ¢inskych kie¢ky (Chinese Hamster Ovary)
(CHO)

Expresni vektory pouzité k transfekci CHO bunék jsou oznaleny: pSVI5.ID.LL.MLORF (plné
délky nebo TPO;;3,), a pSVIS.ID.LL.MLEPO-D (zkraceny nebo TPO;s;). Souvisejici znaky téch-
to plazmidi jsou uvedeny na obr. 23 a 24.

Transfekni postup byl proveden jak je popsano v ptikladu 20. Kratce, cDNA odpovidajici aplné-
mu otevienému Ctecimu ramci TPO byla ziskana pomoci PCR. Produkt PCR byl purifikovéan
a klonovan mezi dvéma restrikénimi misty (Clal a Sall) plazmidu pSVI5.ID.LL, aby byl ziskan
vektor pSVI5.ID.LL.MLOLRF. Druhy konstrukt odpovidajici EPO homologni doméné byl pfip-
raven stejnym zpiisobem, ale s pouzitim jiného reverzniho primeru(EPOD.Sal). Koneény konst-
rukt pro vektor kodujici EPO homologni doménu TPO je nazyvan pSVI5.ID.LL.MLEPO-D.

vvvvvv

kietka (CHO-DP12 builky, EP 307 247 publikovany 15. biezna 1989) elektroporaci. 10’ bungk
bylo elektroporovédno v BRL elektroporacni aparatuie (360 voltl, 330 mF, nizka kapacitance)
v pfitomnosti 10, 25 nebo 50 mg DNA jak je popsano (Andreason, G. L. J. Tissue Cult. Meth.
15,56 [1993]). Den po transfekci byly buiiky rozruSeny v selektivnim médiu (vysoce gluk6zové
DMEM-F12 50:50 bez glycinu, 2mM glutamin, 2--5% dialyzované fetalni teleci sérum). O 10 az
15 dni pozdgji byly jednotlivé kolonie pfeneseny na 96—jamkové desti¢ky a ponechéany rist az
vznikly shluky. Exprese ML;s; nebo ML;;, v obohaceném médiu z téchto klont byla stanovena
s pouzitim Ba/F3—-mpl proliferativniho stanoveni (popséano v ptikladu 1).

Postup purifikace a izolace TPO z tekutiny vypéstovanych CHO bunéénych kultur je popsan
v ptikladu 20. Kratce, tekutina vypéstovanych bunék kultury (HCCF) je nanesena na kolonu Blue
Sepharose (Pharmacia) v poméru ptiblizné¢ 100 I HCCF na litr pryskyfice. Kolona je poté pro-
myta pufrem obsahujicim 2,0M mocoviny, mnozstvim 3 aZ 5 nasobnym objemu kolony. TPO je
poté eluovan pufrem obsahujicim 2,0M mocoviny a 1,0M NaCl, mnoZstvim 3 aZ 5 nasobnym
objemu kolony.

Eluét z Blue Sepharose obsahujici TPO je pak nanesen na kolonu Wheat Germ Lectin Sepharose
(Pharmacia) ekvilibrovanou eluénim pufrem Blue Sepharose v pomé&ru od 8 do 16 ml eluatu Blue
Sepharose na ml pryskytice. Kolona je poté promyta 2 az 3 objemy kolony ekvilibraéniho pufru.
TPO je poté eluovan 2 az 5 objemy kolony pufru obsahujiciho 2,0M mocéoviny a 0,5M N-acetyl—
D-glukosaminu.

Wheat Germ Lectin elut obsahujici TPO je poté okyselen a je ptidan C;,Es do celkové kon-
centrace 0,04 %. Vysledny eluat je nanesen na C4 kolonu sreverzni fazi ekvilibrovanou
0,1% TFA, 0,04% C,,E; pfi naplnéni 0,2 az 0,5 mg proteinu na ml pryskyfice.

Protein je eluovan dvoufazovym linearnim gradientem acetonitrilu obsahujicim 0,1% TFA
a 0,04% C,,E; a eluat rozdélen na SDS-PAGE.

C4 eluat byl poté zifedén a diafiltrovan proti pfiblizné 6 objemim pufru na Amiconu YM nebo
ultrafiltraéni membranou s hranici molekularni hmotnosti 10000 az 30000. Vysledny diafiltrat
muze byt zpracovan pfimo, nebo dale koncentrovan ultrafiltraci. Diafiltrat/koncentrét je obvykle
upraven na vyslednou koncentraci 0,01 % Tween—80.
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VSechen nebo ¢ast diafiltratu/ultrafiltritu odpovidajici 2 az 5 % vypoéitaného objemu kolony byl
nanesen na Sephacryl S-300 HR kolonu (Pharmacia) ekvilibrovanou pufrem obsahujicim 0,01%
Tween—80 a chromatografovan. Frakce obsahujici TPO, ve kterych nejsou shluky a produkty
proteolyticke degradace, byly poté rozdéleny na SDS-PAGE, zfiltrovany a skladovany p#i 2—
8°C.

13. Zpisob transformace a indukce syntézy TPO v mikroorganizmu a izolace, purifikace
a znovusvinuti takto pfipraveného TPO

Konstrukee E. coli TPO expresnich vektorl je detailné popsana v prikladu 21. Krétce, plazmidy
pMP21, pMP151, pMP41, pMP57 a pMP202 byly viechny konstruovany pro expresi prvnich
155 aminokyselin TPO po sméru malého leaderu, ktery se li$i mezi riznymi konstrukty. Leadery
zajistuji zejména vysoky stupeti transla¢ni iniciace a rychlou purifikaci. Plazmidy pMP210-1,
-T8, =21, -22, 24, 25 jsou konstruovany pro expresi prvnich 153 aminokyselin TPO po sméru
timco plazmid pMP251 je derivitem pMP210-1 v kterém je karboxy—koncovy konec TPO prod-
louZen o dvé aminokyseliny. VSechny vySe uvedené plazmidy budou produkovat vysoké hladiny
intracelularni exprese TPO v E. coli za indukce tryptofanového promotoru (Yansura, D. G. a kol.,
Methods in Enzymology (Goeddel, D. V., editor) 185: 54-60, Academic Press, San Diego
[1990]). Plazmidy pMP;, jsou meziprodukty pfi konstrukci vyse uvedenych TPO intracelular-
nich expresnich plazmidd.

Vyse uvedené TPO expresni plazmidy byly pouzity k transformaci E. coli s pouzitim CaCl, tepel-
né Sokové metody (Mandel, M. a kol., J. Mol. Biol., 53: 159-162, [1970]) a dal3ich postupi uve-
denych v piikladu 21. Krétce, transformované buiiky byly p&stovany pii 37 °C za optické hustoty
(600nm) kultury dosahujici piiblizné 2 az 3. Kultura byla poté nafed&na a, po riistu s provzdustio-
vanim, byla pfidana kyselina. Kultura byla poté ponechana znovu riist se vzdusnénim dalsich
15 hod. a po této dobé byly buiiky oddéleny centrifugaci.

Izola¢ni, purifikatni a znovusvinovaci postupy uvedené niZe pro ziskéani biologicky aktivniho,
znovusvinutého TPO nebo jeho fragmentt, jsou popsany v piikladu 22 a 23, mohou byt apliko-
vany pro ziskant jakékoliv TPO varianty véetné N— a C—koncovych prodlouZenych forem. Dal3i
postupy vhodné pro znovusvinuti rekombinantniho nebo syntetického TPO mohou byt nalezeny
v nasledujicich patentech; Builder a kol., US 4 511 502; Jones a kol., US 4 512 922; Olson US
4 518 526 a Builder a kol., US 4 620 948; jako obecny popis postupu ziskani a znovusvinuti pro
rizné rekombinantni proteiny exprimované v rozpustné formé& v E. coli.

A. Znovuziskani nerozpustného TPO

Mikroorganizmus jako je E. coli exprimujici TPO kédovany jakymkoliv vhodnym plazmidem je
fermentovan za podminek pfi kterych je TPO uloZen do nerozpustnych ,refraktivnich &astic*.
Nepovinné jsou butiky nejprve promyty v butiky rozrusujicim pufru. Obvykle je 100 g bun&k re-
suspendovano v desetindsobném objemu buiiky rozrusujiciho pufru (napf. 10mM Tris, SmM
EDTA, pH 8) s, naptiklad, Polytron homogenizérem a buiiky jsou centrifugovéany pfi 5000xg
30 min. Buiiky jsou poté lyzovany s pouzitim obvyklych technik, jako je tonicky 3ok, ultrazvuk,
tlakovy cyklus, chemické nebo enzymatické metody. Napfiklad promyté buné&né pelety mohou
byt resuspendovany v dal$im desetindsobku objemu butiky rozrusujiciho pufru s homogenizérem
a bunéna suspenze protladena pfes LH bunéény rozrusovaé (Cell Disrupter, LH Inceltech, Inc.)
nebo pres mikrofluidizér (Microfluidics International) podle komeréniho navodu. Hmota obsahu-
jici TPO je poté separovana z kapalné faze a nepovinng promyta vhodnou kapalinou. Napiiklad
suspenze bunék miize byt centrifugovana pfi 5000xg 30 min., resuspendovéana a nepovinné cent-
rifugovéna podruhé za vzniku promytych pelet refraktilnich &astic. Promyté pelety mohou byt
pouzity ihned nebo nepovinné skladovany zmraZené (pti—70 °C).
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B. Solubilizace a purifikace monomerniho TPO

Nerozpustny TPO v peletach refraktilnich Castic je poté solubilizovan solubiliza¢nim pufrem.
Solubilizagni pufr obsahuje chaotropni agens a je obvykle pufrovan pfi bazickém pH a obsahuje
redukéni agens ke zlepSeni vytézku monomerniho TPO. Predstavitelem chaotropniho agens je
mocovina, guanidin.HCI a thiokyanat sodny. Vyhodnym chaotropnim agens je guanidin.HCI.
Koncentrace chaotropniho agens je obvykle 4-9M, vyhodnéji 6-8M. pH solubiliza¢niho roztoku
je zajisténo vhodnym pufrem v rozmezi pH od 7,5 do 9,5, vyhodnéji 8,0 — 9,0 a nejvyhodnéji 8,0.
Solubilizaéni pufr také vyhodnéji obsahuje redukéni agens napomahajici vzniku monomerni for-
my TPO. Vhodné redukéni agens je organicka slou¢enina obsahujici volny thiol (RSH). Predsta-
vitelem redukéniho agens je dithiothreitol (DTT), dithioerythritol (DTE), merkaptoethanol, glu-
tathion (GSH), cysteamin a cystein. Vyhodnym redukénim Einidlem je dithiothreitol (DTT).
Nepovinné mize solubilizacni pufr obsahovat mirné oxida¢ni agens (napi. molekularni kyslik)
a siti¢itanovou sl tvofici monomericky TPO sulfitolyzou. V tomto provedeni je vysledny TPO-
S-sulfonat pozdé&ji znovusvinut v pfitomnosti redoxniho pufru (napf. GSH/GSSG) na vzniku
spravné svinutého TPO.

TPO protein je obvykle déale purifikovan s pouZitim napf. centrifugace, gelové filtratni chroma-
tografie a kolonové chromatografie s reversni fazi.

Pro ilustraci, vhodny vytéZek monomerniho TPO byl ziskan nésledujicim postupem. Pelety
refraktilnich &astic byly resuspendovany v 5 objemech hmotnosti solubiliza¢niho pufru (20 mM
Tris, pH 8, s 6-8M guanidin a 25mM DTT) a michany 1-3 hodiny, nebo pfes noc, pfi 4 °C, aby
byla tisp&sna solubilizace TPO proteinu. Vysoké koncentrace mocoviny (6-8M) jsou také ucinné,
ale celkovy vysledek ukazuje ponékud niZsi vytézky ve srovnani s guanidinem. Po solubilizaci je
roztok centrifugovan pfi 30000xg 30 min. za vzniku ¢istého supernatantu obsahujiciho denaturo-
vany, monomerni TPO protein. Supernatant je poté chromatografovan na Superdex 200 gelové
filtradni koloné (Pharmacia, 2,6 x 60 cm) pfi pritoku 2 ml/min a protein eluovan 20 mM Na
fosfatem, pH 6,0, s 10mM DTT. Byly shroméazdény frakce obsahujici monomerni denaturovany
TPO protein eluovany mezi 160 a 200 ml. TPO protein je dale purifikovan na semi—preparativni
koloné s reverzni fazi C4 (2 x 20 cm VYDAC). Vzorek byl aplikovan pfi 5 ml/min na kolonu
ekvilibrovanou 0,1% TFA (kyselina trifluoroctova) s 30 % acetonitrilu. Protein je eluovan lineér-
nim gradientem acetonitrilu (30 — 60 % v 60 min). Purifikovany redukovany protein eluuje pfi
50 % acetonitrilu. Tento material je pouZit pro znovusvinuti za ziskani biologicky aktivni varian-
ty TPO.

C. Znovusvinuti TPO na vzniku biologicky aktivni formy

Po solubilizaci a dal3i purifikaci TPO je ziskana biologicky aktivni forma znovusvinutim denatu-
rovaného monomerniho TPO v redoxnim pufru. Z diivodu vysoké u¢innosti TPO (polovina maxi-
malni stimulace v Ba/F3 vazebném stanoveni je dosaZena pti 3 pg/ml) je mozné k ziskani biolo-
gicky aktivniho materidlu pouZit mnoho riznych pufru, detergenti a redoxnich podminek.
Ovsem za mnoha podminek je ziskino velmi malé mnoZstvi sprdvné svinutého materialu
(<10 %). Pro komer¢ni primyslové zpiisoby pfipravy je poZadovén vytéZek znovusvinuti nejmé-
né 10 %, vyhodng&ji 30-50 % a nejvyhodngji >50 %. Pro produkci nejméné takto svinutého mate-
ridlu bylo nalezeno mnoho riiznych detergentii zahrnujicich Triton X100, dodecyl-beta—malto-
sid, CHAPS, CHAPSO, SDS, sarkosyl, TWEEN 20 a Tween 80, Zwittergent 3—14 a dalsi.
Z téchto detergentl byly oviem nejvyhodnéjsi detergenty ze skupiny CHAPS (CHAPS a CHAP-
SO), u kterych bylo zjidténo, Ze znovusvinovaci reakce probiha nejlépe a omezuje proteinovou
agregaci a nevhodné disulfidové formace. Nejvyhodngjsi je hladina CHAPS vysSi nez 1 %.
Pro lepsi vytéZek byl potiebny chlorid sodny, s optimalni hladinou mezi 0,IM a 0,5 M. V redox-
nim pufru byla preferovana ptitomnost EDTA (1-5mM) kviili omezeni rozsahu kovem katalyzo-
vané oxidace (a agregace), ktera byla pozorovéana u n&kterych preparaci. Optimalni podminky pro
znovusvinuti jsou pii koncentraci glycerolu vétsi nez 15 %. Pro maximalni vytéZek je nezbytné
mit v redoxnim pufru redoxni péar skladajici se z oxidovaného i redukovaného organického thiolu
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(RSH). Vhodny redoxni pér zahrnuje merkaptoethanol, glutathion (GSH), cysteamin, cystein
a jejich odpovidajici oxidované formy. Vyhodnym redoxnim parem je glutathion(GSH):oxidova-
ny glutathion(GSSG) nebo cystein:cystin. Nejvyhodn&jsim redoxnim parem je glutathion-
(GSH):oxidovany glutathion(GSSG). Obecné vyssi vytéZek je pozorovan pokud moldrni pomér
oxidovaného ¢lena redoxniho paru je stejny nebo v prebytku proti redukovanému &lenu redox-
niho paru. Pro znovusvinuti této varianty TPO jsou optimalni pH hodnoty mezi 7,5 a 9. Organic-
ké rozpoustédlo (napf. ethanol, acetonitril, methanol) bylo tolerovano v koncentracich 1015 %
nebo niz§ich. Vyssi hladiny organickych rozpoustédel zvysuji mnoZstvi nespréavng svinutych fo-
rem. Tris a fosfatové pufry byly obecné pouZitelné. Inkubace pti 4 °C také zvysuje hladiny spraw
né svinutého TPO.

Vytézek znovusvinuti 40-60% (na zakladé mnozstvi redukovaného a denaturovaného TPO
pouZitého v znovusvinovaci reakci) je typicky pro preparace TPO, kde purifikace probihd ptes
prvni C4 krok. Aktivni materidl miZe byt ziskan i pii omezeni purifikani preparace (napf. piimo
po Superdex 200 koloné nebo po ivodni extrakci refraktilnich ¢astic), oviem vytézky jsou nizsi
kviili rozséhlé precipitaci a interferenci s non-TPO proteiny bshem TPO znovusvinovaciho pro-
cesu.

Zatimco TPO obsahuje 4 cysteinové zbytky, je moZné ptipravit tfi rizné disulfidové verze tohoto
proteinu:

verze 1: disulfidy mezi cysteinovymi zbytky 1-4 a 2-3,
verze 2: disulfidy mezi cysteinovymi zbytky 1-2 a 3-4,
verze 3: disulfidy mezi cysteinovymi zbytky 1-3 a 2-4.

Béhem pocate¢nich pokusii pii stanoveni podminek znovusvinovaci reakce, bylo C4 chromatog-
rafii s reverzni fazi separovano nékolik riznych pikii obsahujicich TPO protein. Pouze jeden
ztéchto pikii mél signifikantni biologickou aktivitu, jak bylo stanoveno Ba/F3 stanovenim.
Nasledné byly svinovaci podminky optimalizovany za prednostniho zisku této verze. Za t&chto
podminek bylo v solubilizaénim kroku ziskano méné nez 10-20 % chybné svinutého TPO z cel-
kového monomerniho TPO.

Hmotnostni spektrometrii a sekvenovanim proteinu byl jako disulfidovy vzor pro biologicky
aktivni TPO stanoven 1-4 a 2-3, kde jsou cysteiny &islovany sekvenéng od amino—konce. Tento
cysteinem kiiZove vazany vzor je v souladu se zndmym disulfidovym vazebnym vzorem odpovi-
dajicim molekule erythropoetinu.

D. Biologicka aktivita rekombinantniho, znovusvinutého TPO

Znovusvinuty a purifikovany TPO ma aktivitu ve stanovenich in vitro i in vivo. Nap¥. v Ba/F3
stanoveni, byla polovina maximalni stimulace thymidinové inkorporace doBa/F3 bun&k pro TPO
(Met™ 1-153) zjiténa p¥i 3,3 pg/ml (0,3 pM). V testu ELISA zaloZenym na mpl~receptoru byla
polovina maximaélni aktivity pozorovana pii 1,9 ng/ml (120 pM). U normalnich a myelosuprimo-
vanych zvifat pfipravenych téméf letalni X-radiaci, byla znovusvinuti TPO (Met™ 1-153) vysoce
ucinna (aktivita byla pozorovana p¥i ddvce niz§i nez 30 ng/mys) pfi stimulaci produkce novych
desti¢ek. Podobna biologicka aktivita byla pozorovéna u ostatnich forem TPO znovusvinutych
podle vySe popsanych postupii (viz obr. 25, 26 a 28).

14. Zpisob méfeni trombopoetické aktivity
Trombopoeticka aktivita miize byt méfena riiznymi stanovenimi, které zahrnuji ligandové stano-

veni Ba/F3 mpl popsané v piikladu 1, in vivo mysi destitkové revazebné syntézové stanoveni,
stanoveni indukce antigenu buné&&ného povrchu desti¢ek a méfeni antidesti¢kového stanoveni
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(anti-GPILIIIL,) buné&éné linii lidskych leukemickych megakaryoblasti (CMK) (viz Sato a kol.,
Brit. J. Heamatol., 72: 184-190 [1989]) (viz také kapalné¢ suspenzni megakaryocytopoetické
stanoveni popsané v ptikladu 4), a indukei polyploidizace v megakaryoblastické bunéiné linii
(DAMI) (viz Ogura a kol., Blood, 72(1): 49—-60 [1988]). Zrani megakaryocyti z nezralych, vétsi-
nou DNA nesyntetizujicich bunék, na morfologicky identifikovatelné megakaryocyty predstavuje
proces, ktery zahrnuje objeveni se cytoplazmickych organel, ziskdni membranovych antigend
(GPILIIL,), endoreplikaci a uvolnéni desti¢ek, jak je popsano v oddilu Dosavadni stav techniky.
Odekava se, ze kmenové specificky promotor (tj. ligand mpl) megakaryocytového zrani bude
indukovat nejméné nékteré z té&chto zmén v nezralych megakaryocytech vedouci k uvolnéni des-
ticek a zmirnéni trombocytopenie. Zde byla tedy navrzena stanoveni pro méfeni zmén téchto
parametri v nezralych megakaryocytovych bunéénych liniich, tj. CMK a DAMI buiikach. CMK
stanoveni (piiklad 4) mé&fi vyskyt specifického desti¢kového markeru, GPILIII, a produkci
destidek. DAMI stanoveni (pfiklad 15) mé&fi endoreplikaci protoZe zvySeni ploidity je znakem
zralosti megakaryocytd. Rozpoznatelné megakaryocyty maji hodnoty ploidity 2N, 4N, 8N, 16N,
32N atd. Nakonec in vivo mys$i desti¢kové revazebné stanoveni (piiklad 16) je uzitené pii
demonstraci, Zze podavani testované sloudeniny (zde ligandu mpl) vede ke zvySeni poctu desticek.

Pro méteni TPO aktivity byla vyvinuta dvé dalsi in vitro stanoveni. Prvni je kindzova receptorova
aktivaéni (KIRA) ELISA, kdy jsou CHO buiiky transfekovany mpl-Rse chimérou a pomoci
ELISA je méfena tyrosinova fosforylace Rse po piisobeni mpl Casti chiméry na ligand mpl
(viz ptiklad 17). Druhy je na receptoru zalozena ELISA, kde ELISA desti¢ka pokryta krali¢im
anti-lidskym IgG zachycuje lidsky chiméricky receptor mpl-IgG, ktery vaze mpl stanovovany
ligand. K detekci navazaného ligandu se pouZiva biotinylovana krali¢i protilatka k ligandu mpl
(TPO;ss) a méii se s pouZitim streptavidin—peroxidazy jak je popsano v piikladu 18.

15. In vivo biologicka odpovéd’ normalnich a subletalng ozafenych mysi lé¢enych TPO

Normalni a subletalng ozafené mysi byly 1é€eny TPO plné délky a zkracenym TPO, izolovanym
z bungk vajeénikd &inskych kfeckd (CHO), E. coli a bun¢k lidskych zérode€nych ledvin (293).
Obé formy TPO produkované t&mito tfemi hostiteli stimulovaly produkci desti¢ek u mysi, avsak
TPO plné délky izolovany z CHO vykazoval nejvétsi in vivo odpovéd’. Tyto vysledky ukazuji, ze
spravna glykosylace karboxy—koncové domény mitZe byt nutna pro optimalniin vivo aktivitu.

a) E. coli-thTPOuer™ 1s3)

,Met“ forma EPO domény (Met v —1 poloze plus prvnich 153 zbytkd lidského TPO) produko-
vana v E. coli (viz piiklad 23) byla injektovana denné do normalni mysi samice C57 B6 jak je
popséano v legendé k obr. 25A, 25B a 25C. Tyto obrazky ukazuji, Ze neglykosylovana zkracena
forma TPO produkovanéa v E. coli a znovusvinuta jak je popsano vySe je schopna stimulovat
dvojnasobné zvyseni produkce destiCek u normalni mysi bez ovlivnéni populaci ervenych nebo
bilych krevnich bunék.

Stejna molekula injektovana denné do subletalné ozarené (*’Cs) normélni my3i samice C57 B6
jak je popsano v legendé k obr. 26a, 26B a 26C stimulovala regeneraci desticek a sniZila spodni
hranici, ale neméla vliv na erytrocyty nebo leukocyty.

b) CHO—rhTPO332
TPO plné délky produkovany v CHO a injektovany denné do normalni my3i samice C57 B6 jak

je popsano v legendé k obr. 27A, 27B a 27C pusobi pétindsobné zvySeni produkce desticek
u normalni mysi bez vlivu na populaci erytrocyti nebo leukocyti.
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¢) CHO-1hTPOss; E. coli—thTPOqert, 153); 293—hTPOs3,; a E. coli-thTPO;ss

K¥ivka davkové odpovédi byla konstruovana pro léceni normalni mysi thTPO z riznych buné-
nych linii (CHO—hTPO;3; E. coli-thTPOger1, 153, 293—thTPOs3,; a E. coli-thTPO;ss) jak je
popsano v legendé k obr. 28. Tento obrazek ukazuje, ze viechny testované formy molekuly sti-
muluji produkci desti¢ek, avak forma plné délky produkovana v CHO vykazovala nejvyssi
in vivo aktivitu.

d) CHO-thTPO;s3, CHO-thTPO«skriceny« @ CHO-—hTPOs3,

Kiivka davkové odpovédi byla konstruovana pro lééeni normalni mysi thTPO produkovanym
v CHO (CHO-thTPOys;, CHO-ThTPOwppiceny« @ CHO-ThTPOs3,) jak je popsano v legende
obr. 29. Tento obrazek ukazuje, Ze vSechny testované CHO formy molekuly stimuluji produkci
desti¢ek, aviak forma plné délky 70 000 ma nejvétsiin vivo aktivitu.

16. Obecna rekombinantni preparace ligandu mpl a variant

Vyhodné je ligand mp! ptipraven standardnimi rekombinantnimi postupy, které zahrnuji produkci
ligandového polypeptidu mpl kultivaci bungk transfekovanych aby exprimovaly nukleovou kyse-
linu ligandu mpl (obvykle transformaci bun€k s expresnim vektorem) a ziskani polypeptidu
z bunék. Avsak je nejasné, zda mize byt ligand mp! produkovan homologni rekombinaci, nebo
produkei rekombinantnimi metodami pouzivajicimi kontrolni prvky zavedené do bunék jiZ obsa-
hujicich DNA kédujici ligand mpl. Nap¥. do genomu uréené hostitelské buiiky miize byt ve vhod
né vzdalenosti a ve vhodné orientaci vloZen silny promotor/urychlovaci prvek, supresor nebo
exogenni transkripci ovliviiujici prvek pro ovlivnéni transkripce DNA kodujici pozadovany
ligandovy polypeptid mpl. Kontrolni prvek nekéduje ligand mpl a spiSe nezZ DNA je pro genom
hostitelské buiiky indigenni. Déle je tieba prozkoumat buriky produkujici receptorovy polypeptid
podle predkladaného vynalezu, zda zvySuji nebo sniZuji Uroven exprese, jak je pozadovano.

Vynélez tedy diskutuje metodu produkce ligandu mp! zahrnujici zavedeni prvku ovliviiujiciho
transkripci do genomu buiiky obsahujici molekulu nukleové kyseliny ligandu mpl ve vhodné
vzdalenosti a orientaci k molekule nukleové kyseliny, aby ovlivnila jeji transkripci, s nepovin-
nym dal3im krokem zahrnujicim kultivaci bun&k obsahujicich prvek ovliviiujici transkripci a mo-
lekulu nukleové kyseliny. Vynalez také diskutuje hostitelské butiky obsahujici indigenni moleku-
lu ligandu mp! oddgliteln& navdzanou na exogenni kontrolni sekvenci rozpoznanou hostitelskou
butikou.

A. izolace DNA kédujici ligandovy polypeptid mpl.

DNA kédujici ligand mp! miize byt ziskdna z jakékoliv ¢cDNA knihovny pfipravené z tkané
o které se domnivame, Ze obsahuje ligandovou mRNA mpl a exprimuje ji v detekovatelné hladi-
né. Gen ligandu mpl miZe byt také ziskan z genomické DNA knihovny nebo in vitro oligonuk-
leotidovou syntézou z kompletniho nukleotidu nebo aminokyselinové sekvence.

Provadi se screening knihoven sondou, aby byl identifikovan gen, ktery nés zajim4, nebo protein,
ktery je jim kédovan. Vhodnymi sondami pro cDNA expresni knihovny jsou monoklonalni nebo
polyklonalni protilatky, které rozpoznaji a specificky se vazou na ligand mpl. Sondy vhodné pro
¢DNA knihovny zahrnuji oligonukleotidy s délkou 20-80 bazi, které koduji zndmé nebo pied-
pokladané &asti cDNA ligandu mpl stejného nebo jiného druhu; a/nebo komplementarni nebo
homologni cDNA nebo jejich fragmenty, které koéduji stejny nebo podobny gen. Vhodné sondy
pro screening genomickych DNA knihoven zahrnuji, neni to vSak limitujici, oligonukleotidy,
cDNA nebo jejich fragmenty, které koduji stejné nebo podobné geny, a/nebo homologni geno-
mickou DNA nebo jeji fragmenty. Screening cDNA nebo genomické knihovny vybranou sondou
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mize byt proveden s pouZitim standardnich postupd, které jsou popsany v kapitolach 10-12
v Sambrook a kol., viz vyse.

Alternativnim zptisobem izolace genu kédujiciho ligand mpl je pouziti PCR metodologie jak je
popsano v sekei 14 v Sambrook a kol., viz vyse. Tato metoda vyZzaduje pouziti oligonukleotido-
vych sond, které budou hybridizovat do DNA kédujici ligand mpl. Strategie vybéru oligonukleo-
tid je popséana nize.

Vyhodnou metodou provedeni podle tohoto vynalezu je pouZiti peclivé vybranych oligonukleoti-
dovych sekvenci ke screeningu cDNA knihoven z riiznych tkani, vyhodngji lidskych nebo vepto-
vych ledvin (dospélych nebo zérode¢nych) nebo bun&enych linii jater. Napf. screening cDNA
knihovny bunééné linie lidskych zarode&nych jater je provadén oligonukleotidovou sondou.Nebo
miiZe byt provadén screening lidské genomické knihovny oligonukleotidovou sondou.

Oligonukleotidové sekvence vybrané jako sondy by mély byt dostateén& dlouhé a dostatedns
Jjednoznacné, aby byly minimalizovany fale$n& pozitivni vysledky. Aktualni nukleotidova sek-
vence je obvykle zkonstruovéna na ziklad® oblasti ligandu mpl, které maji nejméng prebytetnych
kodonii. Oligonukleotidy mohou byt degenerované v jedné nebo vice polohach. Pouziti degene-
rovanych oligonukleotidi je zv1a§té dileZité pokud je zkouména knihovna druhu u kterého neni
znama preference pouziti kodond.

Oligonukleotidy musi byt znadené, aby mohly byt detekovany po hybridizaci do DNA v knihov-
né, kde je provddén screening. Vyhodnou metodou znadeni je pouZiti ATP (tj. g*’P) a polynuk-
leotid kinaza pro znaCeni 5 konce oligonukleotidu. Ov§em mohou byt pouZity dal$i metody zna-
Ceni oligonukleotidu, zahrnujici, neni to viak omezujici, biotinylaci nebo enzymatické znadeni.

Zvlaste zajimava je nukleova kyselina ligandu mpl, ktera kéduje ligandovy polypeptid mpl plné
délky. V n&kterych vyhodnych provedenich zahrnuje sekvence nukleové kyseliny nativni ligan-
dovou signalni sekvenci mpl. Screeningem vybrané cDNA nebo genomické knihovny s pouzitim
vyvozené aminokyselinové sekvence je ziskana nukleova kyselina, ktera ma celou protein kodu-
jici sekvenci.

B. Aminokyselinové sekvenéni varianty nativniho ligandumpl.

Aminokyselinové sekvenéni varianty ligandu mp/ jsou pfipraveny zavedenim vhodné nukleotido-
vé zmény do DNA ligandu mpl, nebo in vitro syntézou poZadovaného ligandového polypeptidu
mpl. Tyto varianty zahrnuji, napf. delece, inzerce nebo substituce zbytkii aminokyselinové sek-
vence vepfového ligandu mpl. Napf. karboxy—koncova &ast zralého ligandu mpl plné délky mize
byt odstranéna proteolytickym $t&penim, bud’ in vivo nebo in vitro, nebo klonovanim a expresi
fragmentu nebo DNA koédujici ligand mpl plné délky za produkce biologicky aktivni varianty.
MuiZe byt provedena jakakoli kombinace delece, inzerce a substituce pokud povede k finalnimu
konstruktu, za ptedpokladu, Ze finalni konstrukt vykazuje pozadovanou biologickou aktivitu.
Aminokyselinové zmény také mohou upravovat glykosyladni mista. U konstrukce aminokyse-
linové sekvence variant ligandu mp! bude lokalizace muta&nich mist a povaha mutaci zaviset na
ligandové charakteristice mpl, kterd ma byt modifikovana. Mista mutaci mohou byt modifiko-
vana jednotlivé nebo v sériich, napt. 1) substituce prvni s konzervativni aminokyselinovou vol-
bou a poté radikélni vybéry v zavislosti na pozadovaném cili, 2) delece cilového zbytku nebo 3)
inzerce zbytkl stejné nebo jiné tiidy sousedici s lokalizovanym mistem, nebo kombinace moz-
nosti 1-3.

Uzite¢na metoda identifikace n&kterych zbytki nebo oblasti ligandového polypeptidu mpl, ktera
je preferovanou lokalizaci pro mutagenezi je nazyvana ,alanine scanning mutagenesis®, jak
popsali Cunningham a Wells, Science, 244: 1081-1085 [1989]. Zde je identifikovan zbytek nebo
skupina cilovych zbytki (napf. zbytky s ndbojem jako je arg, asp, his, lys a glu) a jsou nahrazeny
Jakoukoli, ale vyhodnéji neutralni nebo negativné nabitou aminokyselinou (nejvyhodné;ji alani-
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nem nebo polyalaninem) kvili ovlivnéni interakei aminokyseliny s okolnim vodnym prostiedim
uvnitf nebo vné buiiky. Tyto domény vykazuji funkéni citlivost na substituce, kdyZ jsou upraveny
zavedenim dal3i nebo jiné varianty do mista substituce. Tedy zatimco mista pro zavedeni variant
aminokyselinové sekvence jsou pfedem stanovena, povaha mutace per se nemusi byt pfedem
stanovena. Napf. pro optimalizaci provedeni mutace na daném misté je proveden ,,ala screening®
nebo nihodnd mutageneze na cilovém kodonu nebo oblasti a exprimovana ligandova varianta
mpl je testovana na optimalni kombinaci pozadované aktivity.

Existuji dvé hlavni proménné pii konstrukci variant aminokyselinové sekvence; lokalizace
mutaéniho mista a povaha mutace. Napt. varianty ligandového polypeptidu mpl zahrnuji varianty
ligandové sekvence mpl, a mohou pfedstavovat pfirozené se vyskytujici alely (u kterych nebude
nutnd manipulace DNA ligandu mpl) nebo pfedem urfené mutantni formy pfipravené mutaci
DNA, aby bylo dosazeno alely nebo varianty, ktera se pfirozené nevyskytuje. Obecné umisténi
apovaha zvolené mutace budou ziviset na charakteristice ligandu mpl, kterd ma byt modifi-
kovana.

Delece aminokyselinové sekvence jsou obvykle v ramci 1 az 30 zbytkd, vyhodné&ji 1 — 10 zbytkd
a obvykle navazuji. Eventualné mohou aminokyselinové sekvencni delece pro ligand mpl zahr-
novat &ast nebo celou karboxy—koncovou glykoproteinovou doménu. Aminokyselinové sekvenc-
ni delece mohou také zahrnovat jeden nebo vice z prvnich 6 amino—koncovych zbytkl zralého
proteinu. Nepovinn& aminokyselinové delece zahrnuji jeden nebo vice zbytkl v jedné nebo vice
oblastech smy&ky, ktera existuje mezi ,,helikdlnim svazkem®. Navazujici delece jsou obycejné
provedeny u sudych pod&ti zbytku, ale jednotlivé delece nebo delece lichych pocti jsou v tomto
rozsahu. Delece mohou byt zavedeny do oblasti s nizkou homologii mezi ligandy mpl, které maji
nejvétsi sekvenéni identitu, aby modifikovaly aktivitu ligandu mpl. Nebo delece mohou byt
zavedeny do oblasti nizké homologie mezi lidskym ligandem a dal§imi sav¢imi ligandovymi
polypeptidy mpl, které maji nejvétsi sekvenéni identitu s lidskym ligandem mpl. U delece sav¢iho
ligandového polypeptidu mp! v oblasti substanéni homologie s dal§imi sav¢imi ligandy mp! bude
vice pravdépodobné, ze bude modifikovat biologickou aktivitu ligandu mp! signifikantnéji. Pocet
naslednych deleci bude vybran tak, aby byla zachovéna terciarni struktura ligandd mp/ v (¢inné
doméné, tj. beta—listového hibetu nebo alfa helixu.

Inzerty aminokyselinovych sekvenci zahrnuji amino— a/nebo karboxy-koncové fuze s délkou od
jednoho zbytku po polypeptid obsahujici sto nebo vice zbytki, stejné jako intrasekvenéni inzerty
jednotlivych nebo nasobnych aminokyselinovych zbytkl. Intrasekvencni inzerty (tj. inzerty
uvnitt sekvence zralého ligandu mpl) mohou byt v rozsahu obecné od 1 do 10 zbytkd, vyhodnéji
od 1 do 5, nejvyhodnéji 1 az 3. Zvlasté vyhodnou fizi je fuze ligandu mpl nebo jeho fragmentu
a dalsiho cytokinu nebo jeho fragmentu. P¥iklady terminélnich inzertd zahruji zraly ligand mpl
s N-koncovym methionylovym zbytkem, artefakt s pfimou expresi zralého ligandu mp! v rekom-
binantni bunééné kultute, a fiizi heterologni N~koncové signalni sekvence do N-konce molekuly
zralého ligandu mpl pro usnadnéni sekrece zralého ligandu mpl z rekombinantniho hostitele.
Takovéto signalni sekvence jsou obecné ziskany z uréitych druht hostitelskych bunék nebo jsou
k nim homologni. Vhodné sekvence zahrnuji STII nebo IPP pro E. coli, alfa faktor pro kvasinky,
viralni signaly jako je herpes gD pro sav¢i buiiky.

Dal§i inzertovatelné varianty molekuly ligand mp! zahrnuji fuzi iminogenniho polypeptidu do
N- nebo C-konce ligandu mpl (tj. neendogenniho k hostitelské burice do které je fiize provede-
na), napt. bakterialni polypeptidy jako je betalaktamaza nebo enzym kodujici E. coli trp locus,
nebo kvasinkovy protein, C-koncové terminalni fize s proteiny majicimi dlouhy polocas jako je
imunoglobulinova konstantni oblast (nebo dal$i imunoglobulinové oblasti), albumin, nebo ferri-
tin, jak je popsano v WO 89/02922 publikovaném 6. dubna 1989.

Treti skupinou variant jsou aminokyselinové substituované varianty. Tyto varianty maji nejméné

jeden aminokyselinovy zbytek v ligandové molekule mpl odstranény a na toto misto je vlozen
jiny zbytek. Mista nejvétsiho zajmu pro substituéni mutagenezi zahrnuji mista identicka s aktiv-
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nimi misty ligandu mp/ a mista, kde aminokyselina vyskytujici se v jinych analozich je prakticky
odli$ného charakteru co se tye rozmért postranniho fet€zce, ndboje nebo hydrofobicity, ale kde
existuje také vysoky stuperi sekvenni identity na vybranych mistech mezi ligandy mp/ riznych
druht a/nebo mezi analogy jednoho ¢lena ligandu mp/ riznych zvifat.

Dal3i mista, ktera nds zajimaji, jsou mista, u kterych jednotlivé zbytky ligandu mp! ziskané z riz-
nych druhli orgini a/nebo zvifecich druhd v ramei jednoho organu jsou identické. Tato mista,
zv143té pokud spadaji do ramce sekvence nejméné tif dalSich identicky zachovanych mist, jsou
substituovana relativné konzervativnim zpusobem. Takovéto konzervativni substituce jsou uka-
zény v tab. 3 s uvedenim vyhodnych substituci. Pokud substituce maji za nasledek zmény biolo-
gické aktivity, potom jsou zavedeny dal$i substancidlni zmény, oznacené v tab. 3. Pfiklady sub-
stituci, nebo dal§i zmény jsou popsané dale niZe v referencich k aminokyselinovym tiidam, a pro-
dukt je prozkouman.

Tabulka 3

Plvodni zbytek | Priklady substituci Vyhodné substituce
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; Gin; Asn h Lys
Asn (N) Gin; His; Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu Glu
Cys (C) Ser Ser

Gin (Q) Asn . Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G) Pro ' Pro
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
fle () Leu; Val; Met; Ala; Phe; Leu

norleucin

Leu (L) norleucir; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) ' Arg; Gin; Asn ‘ Arg
Met (M) "1 Leu; Phe; lle Leu
Pro(P) Gly T Gly
Ser(8) | Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr Tyr
Tyr Yy Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; norleucin Leu

Substancialni modifikace ve funkci nebo imunologické identit® ligandu mp! je provedena selekci
substituci, které se signifikantng li§i ve svém efektu na udrzeni (a) struktury polypeptidové patefe
v oblasti substituce, nap¥. hibetu nebo helikalni formace, (b) naboje nebo hydrofobicity molekuly
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na cilovém misté, nebo (c) rozméu postranniho fetézce. Pirozené se vyskytujici zbytky jsou roz-
déleny do skupin na zaklad€ obecnych vlastnosti postrannich fetézci;

1) hydrofobni: norleucin, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

2)  neutralni hydrofilni: Cys, Ser, Thr;

3) kyselé: Asp, Glu;

4) bazické: Asn, Gln, His, Lys, Arg;

5) zbytky které ovliviluji orientaci fetézce: Gly, Pro; a

6) aromatické: Trp, Tyr a Phe.

Nekonzervativni substituce budou mit za nasledek vyménu ¢lent jedné tfidy za druhou. Takovéto
substituované zbytky mohou byt také zavedeny do konzervativnich substituénich mist nebo, vy-
hodnéji, do zbyvajicich (nekonzervovanych) mist.

V jednom provedeni podle tohoto vynédlezu je Zadouci inaktivace jednoho nebo vice protedzo-
vych Sté€pnych mist, které jsou pfitomny v molekule. Tato mista jsou identifikovana kontrolou
kodujici aminokyselinové sekvence, v pifpad§ trypsinu, napt. na arginyl nebo lysinyl. Kdy% jsou
proteazova $tépnd mista identifikovana, potom je provedena inaktivace proteolytického $t&peni
substituci cilovych zbytki dal§imi zbytky, vyhodngji bazickym zbytkem jako je glutamin nebo
hydrofobnim zbytkem jako je serin; deleci zbytku; nebo inzerci prolylového zbytku ihned za
zbytek.

V dal$im provedeni je kazdy methionylovy zbytek krom& ivodniho methyonylového zbytku sig-
nélni sekvence, nebo kazdy zbytek lokalizovany ve tfech zbytcich N- nebo C—koncovych u kaz-
dého takovéhoto methyonylového zbytku, substituovan jinym zbytkem (vyhodnéji podle tab. 3)
nebo je vypustén. Eventualné jsou do sousedstvi téchto mist inzerovany 1-3 zbytky.

Jakékoli cysteinové zbytky nepatiici do zachovavané spravné konformace ligandu mp/ mohou
byt také substituovany, obecné serinem, za zlepSeni oxidadni stability molekuly a jako prevence
chybnych kiizovych vazeb. Bylo zjisténo, Ze prvni a &tvrty cystein v doméné epo, &islovano od
amino-konce, jsou nezbytné pro zachovani spravné konformace, ale druhy a tfeti nejsou.
Na zaklad¢ toho tedy druhy a tfeti cystein v domén& epo mohou byt substituovany.

Molekuly nukleové kyseliny koédujici aminokyselinovou sekvenci variant ligandu mpl jsou
pfipraveny riznymi metodami, které jsou v daném oboru dobfe zndmy. Tyto metody zahrnuj,
neni to v8ak omezujici, izolaci z p¥irozeného zdroje (v pfipadé pfirozens se vyskytujicich variant
aminokyselin) nebo preparaéni oligonukleotidem zprostiedkovanou (nebo mistné—cilenou) muta-
genezi, PCR mutagenezi, kazetovou mutagenezi dfive pfipravené varianty nebo non—variantni
verze ligandového polypeptidu mpl.

Oligonukleotidem zprostfedkovana mutageneze je vyhodnou metodou pro pripravu substituénich,
dele¢nich a inzertnich variant ligandové DNA mpl. Tato technika je v dané oblasti velmi dobie
znama, je popsina Adelmanem a kol., DNA, 2: 183 [1983]. Krétce, ligandova DNA mpl je
pozménéna hybridizaci oligonukleotidu kédujiciho pozadovanou mutaci na DNA $ablonu, kde
Sablona je jednovldknova forma plazmidu nebo bakteriofagu obsahujiciho nepozménéné nebo
nativni DNA sekvence ligandu mpl. Po hybridizaci je pouzita DNA polymeraza k syntéze celého
druh¢ho komplementarniho vldkna $ablony, kterd takto bude inkorporovat oligonukleotidovy
primer, a bude kédovat vybranou zmé&nu v ligandové DNA mpl.

Obecné, byly pouzity nukleotidy s délkou nejméné 25 nukleotidii. Optimalni oligonukleotid bude

mit 12 az 15 nukleotid, které jsou zcela komplementéarni k $ablong& na druhé strané nukleotidu
(nukleotidir) kédujiciho mutaci. To zajist'uje, Ze oligonukleotid bude hybridizovan spravé k jed-
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novldknové DNA Sablonové molekule. Oligonukleotidy jsou snadno syntetizovany s pouZitim
technik, které jsou v dané oblasti dobie znamé a které jsou popsany v Crea a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 75: 5765 [1978].

DNA 3ablona mlZe byt vytvofena takovymito vektory, které jsou bud’ odvozeny z bakteriofa-
govych M13 vektor (vhodné jsou komeréné dostupné M13mp18 a M13mp19 vektory) nebo
vektory obsahujicimi jednovlaknovy zdroj replikace jak je popsano ve Viera a kol., Meth. Enzy-
mol., 153: 3 [1987]. Tedy DNA, kterda ma byt mutovana, miZe byt vloZena do jednoho z téchto
vektorli za vzniku jednovlaknové Sablony. Produkce jednovlaknové $ablony je popséna v sekcich
4.21-4.41 Sambrook a kol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY 1989).

Eventudlné mizZe byt jednovldknova DNA Sablona pfipravena denaturaci dvouvlaknové plazmi-
dové (nebo jiné) DNA s pouzitim standardnich technik.

Pro upravy nativni DNA sekvence (napf. aby vznikla aminokyselinové sekvenéni varianta) je
oligonukleotid hybridizovan na jednovlaknovou $ablonu za vhodnych hybridizaénich podminek.
Poté je pfidan DNA polymerizujici enzym, obvykle znamy jako Klenowiv fragment DNA poly-
merazy I, aby se syntetizovalo komplementarni vlakno $ablony s pouzitim nukleotidu jako prime-
ru pro syntézu. Vznikne tedy heteroduplexni molekula, takze jedno vldkno DNA kéduje mutova-
nou formu ligandu mpl, a dalsi vlakno (originalni $ablona) kéduje nativni, nezméné&nou sekvenci
ligandu mpl. Tato heteroduplexni molekula je poté transformovana do vhodné hostitelské buriky,
obvykle prokaryoty jako je E. coli IM101. Po vyp&stovani jsou buiiky naneseny na agarézové
plotny a zkoumény pomoci oligonukleotidového primeru radioznateného 32—fosfatem, aby byly
identifikovany bakterialni kolonie obsahujici mutovanou DNA. Mutované oblasti jsou poté odeb-
rany a umistény do vhodného vektoru pro produkcei proteinii, obecné expresniho vektoru obvykle
pouzivaného typu pro transformaci vhodného hostitele.

Metoda popsand bezprostfedné vyse miZe byt modifikovéna tak, e homoduplexni molekula je
vytvofena na obou vlaknech plazmidu obsahujiciho mutaci (mutace). Modifikace jsou nasleduji-
ci: jednoretézcovy oligonukleotid je zesileny vzhledem k jednofetézcové Sablong popsané vyse.
Smés tii deoxyribonukleotidi, deoxyriboadenosinu (dATP), deoxyriboguanosinu (dGTP) a de-
oxyribothymidinu (dTTP) je kombinovéna s modifikovanym thio—deoxyribocytosinem nazyva-
nym dCTP—(aS) (ktery miZe byt ziskan od Amersham Corporation). Tato smés je ptidana do
komplexu Sablona-oligonukleotid. Pfi pfidani DNA polymerazy do této smé&si vznikne vlakno
DNA identické k Sabloné, kromé mutovanych bazi. Navic nové vldkno DNA bude obsahovat
dCTP—(aS) misto dCTP, coz slouzi k jeho ochrané proti digesci restrikénimi endonukleazami.

Po odstépeni Sablonového vlakna dvouvldknového heteroduplexu pomoci vhodného restrikéniho
enzymu muZe byt Sablonové vlakno digestovano Exolll nukledzou nebo jinou vhodnou nuklea-
zou mimo oblasti, které obsahuji misto (mista), na kterych méa probihat mutageneze. Reakce je
poté ukonena, aby zlstala molekula, kterd je pouze &aste¢né jednovldknova. Kompletni
dvouvldknovy DNA homoduplex je poté vytvofen pomoci DNA polymerazy v piitomnosti viech
Ctyt deoxyribonukleotidtrifosfat, ATP, a DNA ligazy. Tato homoduplexni molekula miize byt
poté transformovéna do vhodné hostitelské buiiky jako je E. coli IM101, jak je popsano vyse.

DNA kédujici ligandové mutanty mp! s vice neZ jednou aminokyselinou, kterd ma byt substituo-
vana, mohou byt pfipraveny jednou z n€kolika cest. Pokud jsou aminokyseliny lokalizovany bliz-
ko u sebe v polypeptidovém fetézci, mohou byt mutovany simultanné s pouZitim jednoho oligo-
nukleotidu, ktery koéduje vSechny poZadované aminokyselinové substituce. Pokud ovsem jsou
aminokyseliny umistény v uritych vzdalenostech od sebe navzijem (oddéleny vice nez deseti

vvvvvv

poZadované zmény. Misto toho miiZze byt pouZita jedna nebo dvé alternativni metody.
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U prvni metody je pfipraven pro kazdou aminokyselinu, kterd ma byt substituovana, samostatny
oligonukleotid. Oligonukleotidy jsou poté simultanng zavedeny do jednofetézcové DNA $ablony,
a druhé vlikno DNA, které je syntetizovano z Sablony, bude kdédovat viechny pozadované
aminokyselinové substituce.

Alternativni metoda zahrnuje dva nebo vice cykli mutageneze za vzniku pozadovaného mutantu.
Prvni cyklus je popsan pro jednotlivé mutace: pro Sablonu je pouzit ,,divoky“ (wild) typ DNA,
oligonukleotid kédujici prvni poZadovanou aminokyselinovou substituci (substituce) je zaveden
do této Sablony a poté je generovana heteroduplexni DNA molekula. Druhy cyklus mutageneze
pouziva mutovanou DNA pfipravenou v prvnim cyklu mutageneze jako $ablonu. Tato $ablona
tedy jiz obsahuje jednu nebo vice mutaci. Oligonukleotid kédujici dal§i pozadované aminokyse-
linové substituce je poté zaveden do této Sablony a vysledné vlakno DNA nyni kéduje mutace
z prvniho 1 druhého cyklu mutageneze. Vysledna DNA muiZe byt pouzita jako Sablona v tietim
cyklu mutageneze a tak dale.

PCR mutageneze je také vhodna pro piipravu aminokyselinovych variant ligandového polypep-
tidu mpl. 1 kdyZ v nasledujicim textu je uvadéna DNA, je samoziejmé, Ze tato technika ma
uplatnéni i u RNA. PCR technika obsahuje nasledujici postup (viz Erlich, viz vyse, kapitola od
R. Higuchi, str. 61-70): Kdyz pouzijeme jako vychozi latku pro PCR mald mnoZstvi $ablon
DNA, mize byt s pouZitim primerd, které se mirné 1isi v sekvenci z odpovidajici oblasti v §ablo-
né DNA, pfipraveno pomérné velké mnozZstvi specifickych DNA fragmentt, které se lisi od
Sablonové sekvence pouze v polohach, kde se primery lii od Sablony. Pro zavedeni mutaci do
plazmidu DNA je jeden z primeri urujici k pfekryvu polohy mutace a obsahuje mutaci; sekven-
ce dalSich primerd musi byt identicka k nataZeni sekvence prot&j$iho vldkna plazmidu, ale sek-
vence miZe byt umisténa kdekoliv podél plazmidové DNA. Je ov§em preferovano, kdyz sekven-
ce druhého primeru je lokalizovana uvniti 200 nukleotidi z toho prvniho, tak aby mohly byt
snadné&ji sekvenovany primery navazané na konci celé rozsifené oblasti DNA. PCR rozsiteni
pouzivajict primerovy pér jez bylo pravé popsino ma za vysledek populaci DNA fragmenti
lisicich se v poloze mutace specifikované primerem, a mozno i v dalsich polohéach, agkoliv kopi-
rovani Sablony je ponékud nachylné k chybam.

Pomér Sablony k produktu je extrémné nizky, velka vétSina vyprodukovanych DNA fragmentii
zavadi poZadované mutace. Tento vysledny material je pouZit k nahrazeni odpovidajici oblasti
plazmidu, ktery slouZi jako PCR $ablona s pouzitim standardni DNA technologie. Mutace v sepa-
rovanych polohidch mohou byt zavedeny simultanng bud’ pouZitim mutantniho druhého primeru,
nebo provedenim druhé PCR s jinymi mutantnimi primery a ligaci dvou vyslednych PCR frag-
mentii simultanné na vektorovy fragment v téi—(nebo vice)-dilné ligaci.

Ve specifickém pfikladu PCR mutageneze je $ablonova plazmidova DNA (1 mg) linearizovana
digesci restrikéni endonukledzou, ktera ma specifické rozpoznavaci misto v plazmidové DNA
vné oblasti, kterd m4 byt amplifikovana. Z tohoto materialu je 100 ng p¥idano do PCR smési
obsahujici PCR puftr, ktery obsahuje &tyfi deoxynukleotidové trifosfatazy a je obsazen v Gene-
Amp soupravach (ziskanych od Perkin—-Elmer—Cetus, Norwalk, CT a Emeryville, CA), a 25 pmol
kazdého nukleotidového primeru, do celkového objemu 50 ml. Reakénf smés byla prevrstvena
35 ml mineralniho oleje. Reakéni smés je denaturovana pét minut pii 100 °C, umisténa kratce na
led a poté je pod vrstvu minerdlniho oleje ptidan 1 ml Thermus aquaticus (Tag) DNA polyme-
razy (5 jednotek/ml, ziskané od Perkin-Elmer Cetus). Reak&ni smé&s je poté vlozena do DNA
Thermal Cycler (ziskaného od Perkin—Elmer Cetus) naprogramovaného nasledovng:

2 min 55 °C

30 s 72 °C, potom 19 cykli nasledujicich:
30594 °C

30s55°C,a

30s72°C.
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Na konci programu je reakéni zkumavky vyjmuta z Termal Cycleru a vodna faze pifevedena do
nové zkumavky, extrahovana fenol/chloroformem (50:50 obj.), a precipitovana ethanolem,
a DNA je ziskana standardnimi postupy. Tento material je nasledn€ podroben vhodnému zpraco-
vani pro inzerci do vektoru.

Dal$i metodou pro pfipravu variant, kazetovd mutageneze, je zaloZena na technice popsané
v Wells a kol., Gene, 34: 315 [1985]. Vychozim materidlem je plazmid (nebo jiny vektor) obsa-
hujict ligandovou DNA mpl, ktera ma byt mutovana. Jsou identifikovany kodony ligandové DNA
mpl, které maji byt mutovany. Na kazdém identifikovaném mutacnim misté musi byt specifické
restrikéni endonukledzové misto. Pokud takovato restrikéni mista neexistuji, musi byt vytvorena
s pouzitim vySe popsanych, oligonukleotidy zprostfedkovanych mutageneznich metod, a zavede-
na na vhodna mista v ligandové DNA mpl. Po zavedeni restrikénich mist do plazmidu je plazmid
v téchto mistech rozdélen, aby byl linearizovany. Je syntetizovan dvouvlaknovy nukleotid kodu-
jici sekvenci DNA mezi restrikénimi misty ale obsahujici pozadovanou mutaci s pouzitim stan-
dardnich postupti. Dvé vlakna jsou syntetizovana oddélen¢ a poté hybridizovana dohromady
s pouZitim standardnich technik. Tento dvouvlaknovy oligonukleotid je oznacen jako kazeta.
Tato kazeta je konstruovana tak, aby méla 3 a 5 konce, které jsou kompatibilni s konci linearizo-
vaného plazmidu, a tak mize byt pfimo ligovana do plazmidu. Tento plazmid nyni obsahuje
mutovanou ligandovou DNA sekvenci mpl.

C. Zavedeni nukleové kyseliny do replikabilniho vektoru

Nukleova kyselina (napf. cDNA nebo genomickd DNA) kédujici nativni nebo variantni ligando-
vy polypeptid mpl je vloZena do replikabilniho vektoru pro dalsi klonovani (amplifikaci DNA)
nebo pro expresi. Je vhodnych mnoho vektorti, a vybér vhodného vektoru bude zaviset (1) na
tom, zda bude pouZit pro DNA amplifikaci nebo pro DNA expresi, (2) na velikosti nukleové
kyseliny, kterd ma byt vloZena do vektoru, a (3) na hostitelské burice, ktera ma byt vektorem
transformovana. Kazdy vektor obsahuje rizné slozky v zavislosti na jeho funkei (amplifikaci
DNA nebo exprese DNA) v zavislosti na hostitelské buiice, s kterou je kompatibilni. Vektorové
slozky obecné zahrnuji, ale neni to omezujici, jednu nebo vice nasledujicich poloZek: signilni
sekvence, zdroj replikace, jeden nebo vice markerovych gend, urychlujici prvek (enhancer), pro-
motor a transkrip¢ni terminaéni sekvenci.

(i) Slozka signalni sekvence

Ligand mpl podle tohoto vynalezu miZe byt exprimovan ne pouze pfimo, ale také jako fize s he-
terolognim polypeptidem, vyhodngji signdlni sekvenci nebo dal$im polypeptidem, ktery ma
specifické $tépné misto na N—konci zralého proteinu nebo polypeptidu. Obecné, signalni sekven-
ce miZe byt slozkou vektoru, nebo miiZe byt &asti ligandové DNA mpl, kterd je zavedena do
vektoru. Méla by byt vybrana takova heterologni signélni sekvence, ktera je rozpoznéana a zpra-
covana (tj. §tépena signélni peptidazou) hostitelskou buitkou. Pro prokaryotické hostitelské buii-
ky, které nerozpoznavaji a nezpracovavaji nativni ligandovou signalni sekvenci mpl, je signlni
sekvence nahrazena prokaryotickou signalni sekvenci, vybranou napf. ze skupiny: alkalicka
fosfataza, penicilinaza, Ipp nebo tepelné stabilni enterotoxinové II leadery. Pro kvasinky mize
byt sekrece nativni signalni sekvence nahrazena napi. kvasinkovou invertazou, alfa faktorem
nebo kyselymi fosfatizovymi leadery, glukoamylazovym leaderem C. albicans (EP 362, 179
publikovany 4. dubna 1990), nebo signdlem popsanym v WO 90/13646 publikovanym 15. listo-
padu 1990. U sav&ich bunék je exprese nativni signalni sekvence (tj. ligandové presekvence mpl,
kterd normalné& #idi sekreci ligandu mpl ze svych nativnich sav€ich bunék in vivo) uspokojiva,
ackoliv mohou byt vhodné dalsi sav¢i signalni sekvence, jako je signalni sekvence z dalsich liga-
ndovych polypeptidii mpl nebo ze stejného ligandu mpl z jiného Zivo¢isného druhu, signalni sek-
vence z ligandu mpl, a signalni sekvence ze sekretovanych polypeptidii stejného nebo podobného
druhu, stejné jako viralni sekretorické leadery, napt. herpes simplex gD signal.
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(11) Zdroj replikaéni slozky

Expresni i klonovaci vektor obsahuje sekvenci nukleové kyseliny, kterd umoziiuje vektoru repli-
kovat v jedné nebo vice vybranych hostitelskych butikach. Obecné v klonovacim vektoru je tato
sekvence jedind, kterda umoziiuje vektoru replikovat nezavisle na hostitelské chromozomalni
DNA, a zahrnuje zdroje replikace nebo autonomné replikujici sekvence. Tyto sekvence jsou dob-
fe zndmé u riiznych bakterii, kvasinek a vird. Zdroj replikace z plazmidu pBR322 je vhodny pro
vétSinu gram-negativnich bakterii, 2 m plazmidovy zdroj je vhodny pro kvasinky a riizné viralni
zdroje (SV40, polyom, adenovirus, VSV nebo BPV) jsou pouZitelné pro klonovaci vektory v sav-
gich buiikach. Obecné zdroj replikani sloZky neni nutny pro sav&i expresni vektory (SV40 zdroj
miiZe byt obvykle pouzit jediné ztoho divodu, Ze obsahuje ¢asny promotor).

VétSina expresnich vektori jsou ,kyvadlové“ (,,shuttle®) vektory, tj. jsou schopné replikace v nej-
méné jedné tfidé organizmi, ale mohou byt transfekovany do jinych organizm kvili expresi.
Napf. vektor je klonovan v E. coli a poté je stejny vektor transfekovan do kvasinkovych nebo
sav€ich bunék pro expresi prestoze neni schopny replikace nezavisle na chromozomu hostitelské
buriky.

DNA miZe byt také amplifikovana inzerci do hostitelského genomu. Je to snadno proveditelné
s pouzitim druhu Bacillus jako hostitele, napf., ve vektoru je zahrnuta DNA sekvence, ktera je
komplementérni k sekvenci nalezené v genomické DNA v Bacillus. Vysledkem transfekce Bacil-
lus stimto vektorem je homologni rekombinace s genomem a inzerce ligandové DNA mpl.
OvSem ziskani genomické DNA kédujici mpl je komplexn&j$i neZ s exogennim replikadnim
vektorem, protoZe k odstranéni ligandové DNA mpl je tfeba restrikéni enzymova digesce.

(iii) Vybér genové slozky

Expresni a klonovaci vektory by mély obsahovat selekéni gen, také oznadovany jako selektova-
telny marker. Tento gen kdduje protein nezbytny pro preZiti nebo riist transformovanych hosti-
telskych bun€k péstovanych v selektivnim kultivaénim médiu. Hostitelské butiky netransformo-
vané vektorem obsahujicim selekéni gen v kultivaénim médiu preZivat nebudou. Typické selek-
¢nf geny kdduji proteiny které (a) poskytuji rezistenci k antibiotikiim nebo jinym toxintim, napt.
ampicilinu, neomycinu, methotrexatu nebo tetracyklinu, (b) doplituji auxotrofni deficience, nebo
(c) dodavaji kritické ziviny, které nejsou dostupné z komplexniho média, napt. gen kédujici D—
alanin racemazu pro Bacilli.

Jeden piiklad selekéniho schématu pouZiva k zastaveni ristu hostitelskych bungk 1éky. Tyto buii-
ky jsou pak transformovany heterolognim genem exprimujicim protein poskytujici 1ékovou rezis-
tenci a tedy pieZiti vybrané skupiny. Pfikladem léki pouZitych k takovéto dominantni selekei je
neomycin (Southern a kol., J. Molec. Appl. Genet., 1: 327 [1982]), kyselina mykofenolova (Mul-
ligan a kol., Science, 209: 1422 [1980]) nebo hygromycin (Sugden a kol., Mol. Cell. Biol., 5:
410-413 [1985]). Tti vySe uvedené priklady pouZivaji bakterialni geny pod eukaryotickou kont-
rolou k piedani rezistence na vhodny 16k G418 nebo neomycin (geneticin), xgpt (kyselina myko-
fenolova) nebo hygromycin, respektive.

Piiklady dalSich vhodnych selektovatelnych marker pro sav&i buiiky jsou markery schopné
identifikovat butiky odpovédné za pievzeti nukleové kyseliny ligandu mpl, jako je dihydrofolat-
reduktdza (DHFR) nebo thymidinkinaza. Sav¢i bun&&né transformanty jsou umistény do seleké-
niho tlaku, protoZe pouze transformanty jsou specificky adaptoviny aby pieZily, protoZe maji
pfevzaté markery. Selekéni tlak je vyuzit pfi kultivaci transformantii za podminek, v kterych kon-
centrace selekéniho agens v médiu je postupné ménéna, coz vede k amplifikaci selek&niho genu i
DNA kédujici ligandovy polypeptid mpl. Amplifikace je postup, p¥i kterém se geny s v&tsi potie-
bou produkce proteinti kritickych pro rist opakuji jeden za druhym v chromozomech nasleduji-
cich generaci rekombinantnich bungk. Z amplifikované DNA jsou syntetizovéna stoupajici
mnoZstvi ligandu mpl.
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Napf. buiiky transformované s DHFR selek¢nim genem jsou nejprve identifikovany kultivaci
vSech transformantd v kultivatnim médiu, které obsahuje methotrexat (Mtx), kompetitivniho
antagonistu DHFR. KdyZ je pouzit DHFR ,,divokého* typu, je vhodna hostitelskd bun&éna linie
bunék z vaje¢nikii ¢inskych kieckti (CHO) deficientni v DHFR aktivit&, p¥ipravena a namnoZen4
jak je popséano v Urlaub a Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216 [1980]. Transformované
builky jsou poté vystaveny stoupajicim hladinAm Mtx. To vede k syntéze nasobnych kopii DHFR
genu a jako privodni jev i k syntéze nasobnych kopii dalsi DNA obsahujici expresni vektory,
jako je DNA kédujici ligand mpl. Tato amplifikaéni technika miZe byt pouZita s jakymkoliv
jinym vhodnym hostitelem, napi. ATCC &. CCL61 CHO-KI, pies ptitomnost endogenniho
DHFR, pokud je pouzit napf. mutantni DHFR gen, ktery ma vysokou rezistenti k Mtx.
(EP 117,060). Eventualné, hostitelské buiiky [zejména hostitelé divokého typu obsahujici endo-
genni DHFR] transformované nebo ko-transformované s DNA sekvencemi kédujicimi ligand
mpl, divoky typ DHFR proteinu a dal$i selektovatelné markery jako je aminoglykosid—3—fosfo-
transferdza (APH), mohou byt vybrany péstovanim v médiu obsahujicim selekéni agens pro
selektovatelny marker jako je aminoglykosidické antibiotikum, napf. kanamycin, neomycin, nebo
G418. Viz US 4 965 199.

Vhodnym selekénim genem pro pouZiti u kvasinek je gen trp/ptitomny v kvasinkovém plazmidu
YRp7 (Stinchcomb a kol., Nature, 282: 39 [1979]; Kinsman a kol., Gene, 7: 141 [1979]; nebo
Tschemper a kol., Gene, 10: 157 [1980]). Gen trp! poskytuje selekéni marker pro mutantni druh
kvasinek postradajici schopnost ristu v tryptofanu, napt. ATCC &. 44076 nebo PEP4—1 (Jones,
Genetics, 85: 12 [1977]). Ptitomnost trp! nedostatku v genomu kvasinkovych hostitelskych
bunék potom poskytuje u€inné prostiedi pro detekci transformace riistem v nep¥itomnosti trypto-
fanu. Podobné Leu2—deficientni kvasinkové druhy (ATCC &. 20,622 nebo 38,626) jsou doplnény
znamymi plazmidy nesoucimi Leu2 gen.

(iv) Promotorova slozka

Expresni a klonovaci vektory obvykle obsahuji promotor, ktery je rozpoznan hostitelskym orga-
nizmem a je odd¢litelné navazan na ligandovou nukleovou kyselinu mpl. Promotory jsou netrans-
latované sekvence umisténé protismérné (5) ke spoustécimu kodonu strukturniho genu (obecné
v 100 az 1000 bp), které kontroluji transkripci a translaci specifické sekvence nukleové kyseliny,
jako je sekvence nukleové kyseliny ligandu mpl, na kterou jsou oddélitelné navazany. Takovéto
promotory obvykle spadaji do dvou tfid, induktivni a konstitutivni. Induktivni promotory jsou
promotory, které iniciuji zvySené hladiny transkripce z DNA za jejich kontroly, jako odpovéd’ na
nékteré zmény kultivaéniho prostfedni, napf. pfitomnost nebo nepfitomnost vyZivy nebo teplotni
zmény. Dnes je dobfe znamé velké mnoZstvi promotorii rozpoznanych riznymi potencialnimi
hostitelskymi buitkami. Tyto promotory jsou oddélitelné navazané na DNA kédujici ligand mpl
odstranénim promotoru ze zdrojové DNA digesci restrikénim enzymem a vloZenim izolované
promotorové sekvence do vektoru. Nativni ligandova promotorova sekvence mp/ i mnoho hete-
rolognich promotort miiZze byt pouZito k pfimé amplifikaci a/nebo expresi ligandové DNA mpl.
Ovsem preferovany jsou heterologni promotory, protoze obecné dovoluji vétsi transkripci a vy$si
vytézek exprimovaného ligandu mpl ve srovnani s nativnim ligandovym promotorem mpl.

Promotory vhodné pro pouziti v prokaryotickych hostitelich zahrnuji b—laktamazovy a laktézovy
promotorovy systém (Chang a kol., Nature, 275: 615 [1978]; Goeddel a kol., Nature, 281, 544
[1979], alkalicky fosfatdzovy, tryptofanovy (trp) promotorovy systém (Goeddel, Nucleic Acids
Res., 8. 4057 [1980] a EP 36,776) a hybridni promotory jako je tac promotor (deBoer a kol.,
Proc. Natl. Acd. Sci. USA, 80: 21-25 [1983]). OvSem je mozZné pouzit i dal$i znamé bakterialni
promotory. Jejich nukleotidové sekvence byly publikovany, coz umoziuje zkuSenému pracovni-
kovi oddélitelné je ligovat na DNA kédujici ligand mpl (Siebenlist a kol., Cell, 20: 369 [1980])
s pouzitim linkerii nebo adaptord za ziskani jakéhokoliv restrikéniho mista. Promotory pro pouZi
ti v bakterialnich systémech také budou obsahovat Shine-Dalgarno (S.D.) sekvenci oddélitelné
navazanou na DNA kédujici ligandovy polypeptid mpl.
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Promotorové sekvence pro eukaryota jsou znamé. Potencialng viechny eukaryotické geny maji
AT-bohatou oblast umisténou 25 az 30 bazi protismérn& od mista, kde je iniciovana transkripce.
Dalsi sekvence mnoha genii nalézajici se 70 aZ 80 bazi protismérné od zalatku transkripce je
CXCAAT oblast, kde X mize byt jakykoliv nukleotid. 3 konec vétSiny eukaryotickych genii je
AATAAA sekvence, kterd miiZe byt signdlem pro pfidani poly A zakon&eni na 3 konec kédujici
sekvence. V3echny tyto sekvence jsou vhodné inzertovany do eukaryotickych expresnich
vektoru.

Piiklady vhodnych promotorickych sekvenci pro pouziti u kvasinkovych hostitelt zahrnuji pro-
motory pro 3—fosfoglyceratkinazu (Hitzeman a kol., J. Biol. Chem., 255: 2073 [1980] nebo dalsi
glykolytické enzymy (Hess a kol., J. Adv. Enzyme Reg., 7: 149 [1968]; Holland, Biochemistry,
17: 4900 {1978]), stejné jako enolazu, glyceraldehyd-3—fosfatdehydrogenazu, hexokinazu, 3—
fosfoglyceratmutdzu, pyruvatkinazu, triosafosfatizomerazu, fosfoglukosaizomerazu a glukokina-
zu.

Dalsi kvasinkové promotory, které jsou induktivnimi promotory majicimi dal3i vyhodu transkrip-
ce kontrolované riistovymi podminkami, jsou promotorové oblasti pro alkoholdehydrogendzu 2,
izocytochrom C, kyselou fosfatézu, degradativni enzymy spojené s metabolizmem dusiku, metal-
lothionein, glyceraldehyd—3-fosfatdehydrogenaza a enzymy odpovédné za utilizaci maltézy a ga-
laktozy. Vhodné vektory a promotory pro pouziti pii kvasinkové expresi jsou déle popsany v Hit-
zeman a kol., EP 73,657A. U kvasinkovych promotori jsou také vyhodné pouzivany kvasinkové
enhancery.

Transkripce ligandu mpl z vektord v sav¢ich hostitelskych buiikach je kontrolovana, napt., pro-
motory ziskanymi z genomi vird jako je virus obrny, virus slepi¢ich nestovic (UK 2 211 504
publikovany 5. ervence 1989), adenovirus (jako je Adenovirus 2), hovézi papilomovy virus,
virus ptaciho sarkomu, cytomegalovirus, z heterolognich sav¢ich promotord, napt., aktinového
promotoru nebo imunoglobulinového promotoru, z promotord tepelného $oku, a z promotori
normaélné spojenych s ligandovou sekvenci mpl, za predpokladu, Ze tyto promotory jsou kompati-
bilni s hostitelskym bunéénym systémem.

Casné a pozdni promotory SV40 viru jsou obvykle ziskany jako SV40 restrikéni fragment, ktery
také obsahuje SV40 viralni piivod replikace. Fiers a kol., Nature, 273, 273: 113 [1978]; Mulli-
gand a Berg, Science 209: 1422-1427 [1980]; Pavlakis a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:
7398-7402 [1981]). Pfimy Casny promotor lidského cytomegaloviru je obvykle ziskdn jako
Hindlll E restrik¢ni fragment. Greenaway a kol., Gene, 18: 355-360 [1982]. Systém pro expresi
DNA v sav¢ich burikach pouzivajici hovézi papilomovy virus jako vektor je popsan v patentu
US 4 419 446. Modifikace tohoto systému je popsana v US 4 601 978. Viz také v Gray a kol.,
Nature, 295: 503-508 [1982] exprese cDNA koédujici imunitni interferon v opiich butikach;
Rexes a kol., Nature, 296: 598-601 [1982] exprese lidské b—interferonové cDNA v mysi buiice
pod kontrolou thymidinkinazového promotoru z herpes simplex viru; Cannani a Berg, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 79: 5166-5170 [1982] exprese lidského interferonu bl genu v kultivova-
nych mysich a kralic¢ich buitkach; a Gorman a kol. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79: 6777-6781
[1982] exprese bakteridlnich CAT sekvenci v CV-1 buiikach opidich ledvin, kufecich zarodeg-
nych fibroblasti, butikich vajecnikd Sinskych kie¢kd, HeLa bunék, a mySich NIH-3T3 bungk
s pouZitim dlouhého terminalniho opakovani viru Rousova sarkomu jako promotoru.

(v) Slozky enhancerového prvku

Transkripce DNA kodujici ligand mpl podle tohoto vynalezu vy$§imu eukaryoty je ¢asto zvysena
vlozenim enhancerové sekvence do vektoru. Enhancery jsou cis—piisobici prvky DNA, obvykle
10 az 300 bp, které pisobi na promotor a zvySuji jeho transkripci. Enhancery jsou pomérné
orientaéné a polohové zavislé, nalézaji se 5 (Laimins a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78: 993
[1981]) a 3 (Lusky a kol., Mol Cell Bio.; 3: 1108 [1983]) k transkripéni jednotce, v intronu
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(Benerji a kol., Cell, 33: 729 [1983]), i ve vlastni kédujici sekvenci (Osborne a kol., Mol. Cess
Bio., 4: 1293 [1984]). Nyni je znamo mnoho enhancerovych sekvenci za sav¢ich geni (globin,
elektasa, albumin, a—fetoprotein a inzulin). Obvykle ov§em bude pouZit enhancer z viru eukaryo-
tické buriky. Ptiklady zahrnuji SV40 enhancer z pozd&jsi strany replikadniho zdroje (bp 100—
270), cytomegalovirovy €asny promotorovy enhancer, enhancer obrny z pozd&jsi strany replikag-
niho zdroje, a adenovirovy enhance. Viz také Yaniv, Nature, 297, 17-18 [1982] urychlujici prvky
pro aktivaci eukaryotickych promotori. Enhancery mohou byt navazany do vektoru v poloze 5
nebo 3 k sekvenci kédujici ligand mpl, ale vyhodnéji jsou lokalizovany na strané 5 od promotoru.

(vi) Transkripce terminaéni slozky

Expresni vektory pouZivané v eukaryotickych hostitelskych buiikich (butiky kvasinek, hub, hmy-
zu, rostlin, zvifat, lidi nebo nukleované buiiky z jinych mnohobuné&nych organismi) budou také
obsahovat sekvence nezbytné pro terminaci transkripce a pro stabilizaci mRNA. Takovéto sek-
vence jsou obvykle dostupné z 5, pfilezitostné 3 netranslatovanych oblasti eukaryotickych nebo
virdlnich DNA nebo ¢cDNA. Tyto oblasti obsahuji nukleotidové segmenty transkribované jako
polyadenylované fragmenty v netranslatovaném podilu mRNA kédujici ligand mpl.

(vii) Konstrukce a analyzy vektort

Konstrukce vhodnych vektorii obsahujicich jednu nebo vice vys$e uvedenych slozek se provadi
standardnimi technikami. Izolované plazmidy nebo DNA fragmenty jsou $tépeny, upraveny
a znovunavazény ve formé potiebné pro vznik poZadovaného plazmidu.

Pro potvrzeni spravnosti sekvenci ve zkonstruovanych plazmidech je pouZita ligalni smés pro
transformaci E. coli K12 kmen 294 (ATCC ¢&. 31,446) a Gsp&sné transformanty jsou vybrany
ampicilinovou nebo tetracyklinovou rezistenci, podle vhodnosti. Z transformanti jsou pfipraveny
plazmidy, analyzovany restrikci endonukledzovou digesci, a/nebo sekvenovany metodou podle
Messinga a kol., Nucleic Acids Res., 9: 309 [1981] nebo metodou podle Maxama a kol., Methods
in Enzymology, 65: 499 [1980].

(viii) Dogasné expresni vektory

Zvlasté uziteCné pii provedeni podle tohoto vynalezu jsou expresni vektory, které slouZi pro do-
Casnou expresi DNA kodujici ligandovy polypeptid mpl v savéich buiikdch. Obecné dolasna
exprese zahrnuje pouZziti expresniho vektoru, ktery je schopen dobfe replikovat v hostitelské
burice, takZe hostitelska buiika akumuluje kopie expresniho vektoru, a naopak, syntetizuje vysoké
hladiny poZadovaného polypeptidu kddovaného expresnim vektorem. Sambrook a kol., viz vy3e,
str. 16.17 — 16.22. Docasné expresni systémy, zahrnujici vhodny expresni vektor a hostitelskou
buriku, poskytuji pozitivni identifikaci polypeptidi kédovanych klonovanymi DNA, stejné jako
rychly screening takovych polypeptidii na poZzadované biologické nebo fyziologické vlastnosti.
Doc&asné expresni systémy jsou tedy zvlast€ vhodné v tomto vynalezu pro G&ely identifikace ana-
logli a variant ligandovych polypeptidii mpl, které maji biologickou aktivitu ligandového poly-
peptidu.

(ix) Vhodné ptiklady bunéénych vektori obratlovei

Dal3i metody, vektory a hostitelské butiky vhodné pro adaptaci na syntézu ligandu mpl v rekom-
binantni buné&né kultute obratlovcii jsou popsany v Gething a kol., Nature, 293: 620-625 [1981];
Mentei a kol., Nature, 281 40-46 [1979]; Levinson a kol.; EP 117,060 a EP 117,058. Zvlaste
uziteCny plazmid pro sav¢i bunéénou expresi ligandu mpl je pRKS (EP 307 247, US 5 258 287)
nebo pSVI6B (PCT Publikace WO 91/08291).
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D. Vybér a transformace hostitelskych bunék

Vhodné hostitelské buiiky pro klonovani a expresi vektorii jsou prokaryota, kvasinky nebo vyse
uvedené vyS$i eukaryotické busiky. Vhodna prokaryota jsou eubakteria, jako gram-negativni
nebo gram—pozitivni organismy, napi. E. coli, Bacilli jako je B. subtillis, druh Pseudomonas jako
P. aeruginosa, Salmonella typhimurium nebo Serratia marcescans. Jednim vyhodnym klonujicim
hostitelem E. coli je E. coli 294 (ATCC ¢&. 31,446), agkoliv i dali kmeny jako je E. coli B, E. coli
X 1776 (ATCC ¢. 31.537) a E. coli W3110 (ATCC ¢&. 27,325) jsou vhodné. Piiklady jsou pouze
ilustrativni, nejsou omezujici. Vyhodné&ji by méla hostitelska buiika vyluSovat minimalni mnoz-
stvi proteolytickych enzymii. Eventuélné jsou vhodné in vitro metody klonovani, napt. PCR nebo
jiné reakce polymerazy nukleové kyseliny.

Dale jsou vhodnymi hostiteli pro vektory kodujici ligand mpl prokaryota, eukaryotiéti mikrobi
Jjako jsou vldknité houby nebo kvasinky. Z nizsich eukaryotickych hostitelskych mikroorganisma
Jsou nejcastéji pouzivané Saccharomyces cerevisiae nebo béZné pekaiské kvasinky. Oviem je zde
moZné pouzit mnoZstvi dalSich druhii, odrid a linii,jako je Schizosaccharomyces pombe (Beach
a Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; EP 139 383 publikovany 2. kvétna 1985), Kluyveromyces
(US 943 529) jako je napi. K. lactis (Louvencourt a kol., J. bacterio., 727 [1983] K. fragilis,
K. bulgaricus, K. thermotolerans, a K. marxianus, yarowia [EP 420 226], Pichia pastoris
(EP 183 070); Sreekrishna a kol., J. Bacis Microbiol., 28: 265-278 [1988]), Candida, Trichoder-
ma reesia (EP 244 234), Neurospora crassa (Case a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259—
5263 [1979]), a vlaknité houby jako napf. Neurospora, Penicillium, Tylopocladium (WO
91/00357 publikovany 10. ledna 1991), a Aspergillus jako A. nidulans (Ballance a kol., Biochem.
Biophys, Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburn a kol., Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton
a kol., Procl. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]) a A. niger (Kelly a Hynes, EMBo J.,
4: 475-479 [1985].

Vhodné hostitelské buiiky pro expresi glykosylovaného ligandu mpl jsou butiky odvozené od
mnohobuné&énych organismii. Takovéto hostitelské buiiky jsou schopné komplexniho zpracovani
a glykosyla€nich procesti. V podstaté je pouzitelna jakakoliv vyssi eukaryotickd bun&&na kultura,
at’ uz z kultury obratlovcl nebo bezobratlych. Piiklady bunék bezobratlych zahrnuji rostlinné
a hmyzi builky. Bylo identifikovano mnoZstvi hostitelskych bunék z ty¢kovitych druhd a variant
viri a vhodnych hmyzich hostiteli jako jsou Spodoptera frugiperda (housenka), Aedes aegypti
(komér), Aedes albopictus (komér), Drosophila melanogaster (ovocna muska), a Bombys mori.
Viz. napf. Luckow a kol., Bio/Techlogy, 6: 47-55 [1988]; Miller a kol., Genetic Engineering,
Wetlow a kol., editofi, Vol. 8 Plenum Publishing, 1986), str. 277-279; a Maeda a kol., Nature,
315: 592-594 [1985]. Ruzné viralni druhy pro transfekci jsou vefejné dostupné, napf., L-1 va-
rianta Autographa californica NPV a Bm-5 dru Bombys mori NPV, a tyto viry mohou byt
pouZity jako viry zde uvedené v piedkladaném vynalezu, zv1asté pro transfekci bunék Stodoptera
frugipera.

Jako hostitelé buiiky mohou byt pouZity buriky rostlinnych kultur bavlny, kukufice, brambor, s6-
jovych bobi, petunii, rajéat a tabaku. Obvykle jsou rostlinné buriky transfekovény inkubaci
s néktery druhem bakterie Agrobacterium tumefaciens, ktery byl ptedtim upraven aby obsahoval
ligandovou DNA mpl. Béhem inkubace rostlinné bunééné kultury s A. tumefacies je DNA
kédujici ligand mpl pienesena do rostlinné hostitelské buiiky, takze je transfekovana a bude, za
vhodnych podminek, exprimovat ligandovou DNA mpl. Navic jsou dostupné reguladni a signalni
sekvence kompatibilni s rostlinnymi buitkami, jako je syntazovy promotor z opuncie a polyade-
nylacni signalni sekvence. Depicker a kol., J. Mol. Appl. Gen.; 1:561 [1982]. Navic DNA seg-
menty izolované z protismérné oblasti T-DNA 780 genu jsou schopné aktivovat nebo zvySovat
transkripéni hladiny rostlinn€ exprimovatelnych genii v rekombinantni DNA—obsahujici rostlinné
tkani. EP 321 196 publikovany 21. Eervna 1989.
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Avsak nejvétsimu zajmu se t88i buriky obratlovel, a mnoZeni bunék obratlovel v kultute (tkaio-
vé kultufe) se stalo v poslednich letech béznym postupem (Tissue Culture, Academic Press,
Kruse a patterson, editofi [1973]). Prikladem pouzivané savéi hostitelsko bunééné linie je linie
opicich jater CV1 transformovand SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linie lidskych zarode&nych
ledvin (293 nebo 293 buriky) subklonované pro rist v suspenzni kultufe, (Graham, a kol, J. Gen
Virol, 36: 59 [1977]), buriky jader kfec¢Cich mlad’at (BHK, ATCC CCL 10); butiky vajeénikii
Cinskych kife¢kd/-DHFR (CHO, Urlaub a Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 [1980]);
mysi sertolické buiiky (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 [1980]; buiiky opi¢ich ledvin
(CV 1 ATCC CCL 70), buiiky ledvin africkych zelenych opic (VERO-76, ATCC ARL-1587);
buiiky lidského kréniho karcinomu (HALA, ATCC CCL 2); buiiky psich ledvin (MDCK, ATCC
CCL 34); butiky jater obojZivelnych krys (buffalo rat) (BRL 3A, ATCC CRL 1442); lidské plicni
buiiky (W138, ATCC CCL 75); lidské jaterni buriky (Hep G2, HB 8065); tumor my$i prsni Zlazy
(MMT 060562, ATCC CCL51); TRI buiiky (Mather a kol., Anals, N.Y. Acad, Sci. 383. 44-68
[1982]); MRC 5 buiiky; FS4 buiiky a lidska hepatomicka linie (Hep G2).

Hostitelské buiiky jsou transfekovany a vyhodnéji transformovany vyse uvedenymi expresnimi
nebo klonovacimi vektory podle tohoto vynalezu a kultivovany v obvyklém Zivném médiu modi-
fikovaném tak, jak je vhodné pro indukci promotort, vybranych transformaci nebo amplifikaci
genl kédujicich poZzadované sekvence.

Transfekce oznaduje navazani expresniho vektoru hostitelskou buiikou. Clovku b&7né sezname-
nému s danou problematikou bude znamo mnoho metod transfekce, napf., CaPO, a elektropo-
race. Usp&$na transfekce je obecnd rozpoznéna pokud se v hostitelské buiice objevi jakykoliv
projev &innosti tohoto vektoru.

Transformace znamenéd zavedeni DNA do organismu tak, ze DNA je replikabilni, bud’ jako
extrachromozomalni slozka nebo jako chromozomalni integrat. V zavislosti na pouZiti hostitelské
burice je transformace provedena standardnimi technikami vhodnymi pro tuto butiku. Kalciové
pusobeni provadéné chloridem vépenatych, jak je popsano v sekci 1.82 Sambrokk a kol., viz
vyse, je obecné pouZivano pro prokaryota nebo dal§i buiiky obsahujici substancidlni bariéry
bunééné stény. Infekce s Agrobakteriem tumefaciens je pouzita pro transformaci né€kterych rost-
linnych bunék, jak je popsano v Shaw a kol., Gene, 23: 315 [1983] a WO 89/05858 publikova-
ném 29. Cervence 1989. Navic rostliny mohou byt transfekovany s pouzitim ultrazvukového pi-
sobeni jak je popsano v WO 91/00358 publikovaném 10. ledna 1991. Pro savci buriky bez téchto
bunéénych stén je preferovana precipitace fosfatem vapenatym — metoda podle Grahama a van
der Eba, Virology, 52: 456—457 [1978]. Obecné aspekty transformaci systémi sav¢ich hostitel-
skych bunék jsou popsany Alexem v patentu US 4 399 216 vydaném 16. srpna 1983. Transfor-
mace do kvasinek jsou obvykle provedeny podle metody ven Solingena a kol., J. Bact., 130: 946
[1977] a Hsiaoa a kol, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 76: 3829 [1979]. OvSem mohou byt také
pouZity dalSi metody pro zavedeni DNA do bun¢k, jako je nuklearni injektace, elektroporace,
nebo protoplazmova flze.

E. Kaultivace hostitelskych bunék

Prokaryotické buiiky pouZzité k produkci ligandového polypeptidu mpl! podle tohoto vynalezu jsou
kultivovany ve vhodném médiu jak je obecné popsano v Sambrook a kol., viz vyse.

Sav¢i hostitelské buiiky pouzité k produkei ligandu mpl podle tohoto vynalezu mohou byt kulti-
vovany v riznych médiich. Pro kulitaci hostitelskych bun€k jsou vhodnd komerén& dostupna
média jak je Ham s F10 (Sigma), Minimal Essential Medium ([MEM], Sigma), RPMI-1640
(Sigma), a Sulbecco s Modified Eagle s Medium ([DMEM], Sigma). Navic mohou byt jako kulti-
vaéni média pro hostitelské butiky pouzita jakakoliv média popsana v Ham a Wallace, Meth.
Enz. 58: 44 [1979], Barnes a Sato, Anal. biochem. 102: 255 [1980], US 4 767 704, 4 657 866;
4927 762; nebo 4 560 655; WO 90/03430; WO 87/00195; US Re. 30 985; nebo spoleéné podané
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USSN 07/592 107 nebo 07/592 141, oba zaregistrované 3. fijna 1990. Kterékoliv z téchto médii
muze byt doplnéno v ptipadé potieby hormony a/nebo dalsimi ristovymi faktory (jako je inzulin,
transferrin nebo epidermalni ristovy faktor), solemi (jako je chlorid sodny, vapnik, hoi¢ik a fos-
fat), pufry (jako je HEPES), nukleosidy (jak je adenosin a thymicin), antibiotiky (jako Gentamy-
cin™ 1é&ivo), stopovymi prvky (definovanymi jako anorganické slouceniny obvykle pfitomné
v celkovych koncentracich v mikromolarnim rozmezi), a glukézou nebo ekvivalentnim zdrojem
energie. Jaké dopliiky budou tfeba a v jakych koncentracich by mélo byt dobfe znamo osobé
vzdélané v dané problematice. Kultivaéni podminky, jako je teplota, pH a podobné, jsou podmin-
ky dfive pouZité u hostitelskych bunék vybranych pro expresi, a pro osobu bézné vzdélanou
v dané oblasti budou ziejmé.

Hostitelské buniky vztahujici se k tomuto vynalezu zahrnuji bunky kultury in vitro stejné jako
buiiky, které jsou v Zivocisném hostiteli.

F. Detekce genové amplifikace/exprese

Genova amplifikace a/nebo exprese mize byt méfena ve vzorku piimo, napiiklad obvyklym
southern blotem, nothern blotem, aby byla kvantifikovana transkripce mRNA (Thomas, proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77. 5101-5205 [1980], bodovym (dot) blotem (DNA analyza) nebo hybri-
dizaci in situ, s pouZitim hodn& znaéeného vzorku, na zakladé zde ziskanych sekvenci. Mohou
byt pouzita rizna znadeni, nejbézn&jii jsou radioizotopy, zvlasté **P. Oviem mohou byt také
pouzity dalsi techniky, jako je pouziti biotinem modifikovanych nukleotidi pro zavedeni do nuk-
leotidu. Biotin pak slouzi jako misto pro vazbu na avidin nebo protilatky, které mohou byt znace-
né riznymi znackami, jako jsou radionuklidy, fluorescenty, enzymy atd. Eventudlné mohou byt
pouzity protilatky, které mohou rozpoznat specifické duplexy, véetné DNA duplexti, DNA duple-
xti, a DNA-RNA hybridnich duplexti neo DNA—protein duplexii. Naopak mohou byt znaceny
protilatky a stanoveni mize byt provedeno kdyZ duplex je navazan na povrch tak, Ze u formace
duplexu na povrchu muze byt detekovana ptitomnost protilatky navazané na duplexu.

Exprese genu miiZze byt eventualné méfena imunologickymi metodami, jako je imunohistoche-
mické barveni asti tkané a stanoveni bunééné kultury nebo tkanovych tekutin, aby byla piimo
kvantifikovana exprese genového produktu. U imunohistochemickych barvicich technik je bu-
néény vzorek preparovan, obvykle dehydrataci a fixaci, pak nasleduje reakce se znacenymi proti-
latkami specifickymi pro sdruZenou reakci genového produktu, kde je znaceni obvykle detekova-
no vizuéalng, napf. enzymatickym znacenim, fluorescentnim znacenim, luminiscentnim znacenim
atd. Zvl4sté citliva barvici technika vhodna pro pouziti v pfedkladaném vynalezu je popsana
v Hsu a kol., Am. J. Clin. Path. 75: 734-738 [1980].

Protilatka pouZitelnd pro imunohistochemické barveni a/nebo stanoveni vzorku tekutiny mize
byt monoklonalni nebo polyklonalni, a miiZe byt pfipravena v jakémkoliv savci. Obvykle mohou
byt protilatky pFipraveny proti nativnimu ligandovému polypeptidu mp! nebo proti syntetickému
polypeptidu na bazi DNA sekvence ziskané jak je zde popsano dale niZe.

G. Purifikace ligandového polypeptidu mpl

Ligand mpl je ptednostné ziskan z kultivaéniho média jako sekretovany polypeptid, atkoliv miize
byt také ziskan z lyzéatu hostitelské butiky, kdyZ je exprimovan pfimo bez sekretorického signalu.

KdyZ je ligand mp! exprimovan v rekombinantni buiice jiného nez lidského piivodu je ligand mp!
zcela prosty proteindi nebo polypeptidii lidského puivodu. Avsak je stale nutné purifikovat mpl od
dalsich rekombinantnich buné&nych proteinli nebo polypeptidi, aby byl ziskan preparat, ktery je
prakticky homogenni na ligand mpl. Jako prvni krok je kultivaéni médium nebo lyzét centrifugo-
van, aby byly odstranény rozruSené builky. Membrana a rozpustné proteinové frakce jsou poté
separovany. Eventualné miZe byt pouZit komer&né dostupny proteinovy koncentracni filtr (nap.
Amicon nebo Millipre Pellicon ultrafiltraéni jednotka). Mpl mize byt poté purifikovan z frakce
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rozpustnych proteini nebo z membranové frakce lyzatt kultury, v zavislosti na tom, zde je mpl
membranové vazany. Mpl je poté purifikovan od kontaminujicich rozpustnych proteint a poly-
peptidi vysolenim a vyménnymi nebo chromatografickymi postupy s pouzitim riznych gelovych
matric. Tyto matrice zahrnuji: akrylamid, agar6zu, dextran, celuldézu a dal§i obvyklé matrice pro
purifikaci proteini. Piikladem chromatografickych postupt vhodnych pro purifikaci proteinu
jsou: imunoafinitni (napf., anti-hmp!/ ligandovd Mab), receptoafinitni (napf. mpl-IgG nepro
protein A Sepharose), hydrofobni interakéni chromatografie (HIC) (napf., ether, bubyl nebo fenyl
Toyopearl), lektinova chromatografie (napt., Con A-Sepharose, lentil-lectin—Sepharose), exklu-
ze podle velikosti (napf. Sehadex G-75), kation— a anion—vyménné kolony (napf., DEAE nebo
karboxymethyl— a sulfopropyl-celuléza), a vysokotlaka kapalinova chromatografie s reverzni
fazi (RP-HPLC) (viz napt. Urdal a kol., J. Chromatog,, 296: 171 [1984] kde jsou pouzity dva
nasledné Rp—HPLC kroky k purifikaci rekombinantniho lidského IL-2). Dalsi purifikaéni kroky
nepovinné zahrnuji: ethanolovou precipitaci, precipitaci sulfatem amonnym, chromatofokusaci,
preparativni SDS-PAGE a dalsi.

Varianty ligandu mpl, ve kterych byly zbytky podrobeny deleci, inzertovany nebo substituovany,
a byly navraceny do stejného tvaru jako nativni ligand mpl, se pocita s tim, Ze variace mohou byt
pfi¢inou jakékoliv substancialni zmény ve vlastnostech. Napf. preparace ligandové fiuze mpl s ji-
nym proteinem nebo polypeptidem, napt. bakteridlnim nebo virdlnim antigenem, usnadiiuje puri-
fikaci; k adsorpci fizniho polypeptidu miZe byt pouZita imunoafinitni kolona obsahujici proti-
latku k antigenu. Imunoafinitni kolony jako je krali¢i anti-mp! kolona mohou byt pouzity
k absorpci variant ligandu mpl jejich vazbou na nejméné jeden zbyvajici imunitni epitop. Even-
tualné mize byt ligand mpl purifikovan afinitni chromatografii s pouZitim purifikovaného mpl—
IgG navazaného na (vyhodnéji) imobilizovanou pryskyfici jako je Affi-Gel 10 (Bio—Rad, Bich-
mond, CA), nebo jiny, pomoci postupl v dané oblasti dobie znamych. Pro inhibici proteolytické
degradace béhem purifikace mohou byt také pouzity protedzové inhibitory jako je fenylmethyl-
sulfonylfiuorid (PMSF), a antibiotika mohou byt zahrnuta kvili prevenci ristu doprovodnych
kontaminaci. Osoba vzdélana v dané problematice bude moci posoudit, zda purifika¢ni metody
vhodné pro nativni ligand mp! budou vyzadovat modifikaci a jaky charakter budou mit zmény
ligandu mpl nebo jeho variant po expresi v rekombinantni buné&né kultufe.

H. Kovalentni modifikace ligandového polypeptidu mp!

Kovalentni modifikace ligandovych polypeptidii mp! jsou zahrnuty vramci tohoto vynalezu.
Nativni ligand mpl! i varianty aminokyselinové sekvence ligandu mpl mohou byt kovalentné
modifikovany. Jednim typem kovalentni modifikace zahrnuté v ramci tohoto vynalezu je ligando-
vy fragment mpl. Varianta ligandovych fragmenti mp! majici maximéiné 40 aminokyselinovych
zbytk mize byt obvykle pfipravena chemickou syntézo nebo enzymatickym nebo chemickym
$tépenim ligandového polypeptidu mp! plné délky nebo jeho variant. Dalsi typy kovalentnich mo-
difikaci ligandu mpl nebo jeho fragmenti jsou zavedeny do molekuly reakcei cileného aminokyse-
linového zbytku ligandu mpl/ jeho fragmentu s organickym derivatizujicim agens, které je schop-
né reagovat s vybranou stranou fetézce nebo N—nebo C—koncovych zbytki.

Cysteinylové zbytky jsou nejb&Znéji ponechany reagovat s a-haloacetity (a odpovidajicimi
aminy), jako kyselina chloroctova nebo chloracetamid, na vzniku karboxymethyl nebo karboxy-
amidomethyl derivati. Cysteinové zbytky jsou také derivatizovany reakci s bromtrifluor-
acetonem, a-brom-b—(5-imidazoyl)propionovou kyselinou, chloracetylfosfatem, N-alkylmalein-
imidy, 3-nitro-2-pyridyldisulfidem, methyl 2-pyridyldisulfidem, p-chlormerkuribenzoatem,
2—chlormerkuri—4-nitrofenolem a chlor—7-nitrobenzo—2-oxa—1,3-diazolem.

Hystidylové zbytky jsou derivatizovany reakci s diethylpyrokarbonatem pti pH 5,5-7,0, protoze

toto agens je relativné specifické pro hystidylovy postranni fetézec. Lze pouzit také bromfen-
acylbromid, reakce je vyhodné&ji provedena v 0,1M kakodylatu sodném pti pH 6,0.
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Lysinylové a amino koncové zbytky reaguji s sukcinimickymi nebo karboxylickymi kyselinami
anhydridy. Derivatizace téchto agens maji efekt pfevraceni naboje lysinovych zbytka.

Dal8imi vhbdnymi reagenty pro derivatizaci zbytkl obsahujicich amid jsou imidoestery jako je
methylpikolinimidat, piridoxafosfat, piridoxal, chlorborohydrid, trinitrobenzensulfonova kyseli-
na, O-methylizomocéovina, 2,4-pentandion a transminazou katalyzovana reakce s glyoxylatem.

Arginylové zbytky jsou modifikovany reakei s jednim nebo nékolika obvyklymi reagenty, jsou to
fenylglyoxal, 2,3-butandion, 1,2-cyklohexandion a ninhydrid. Derivatizace argininovych zbytkt
vyzaduje, aby reakce byla provedena za alkalickych podminek kvuli vysoké pK, guanidinové
funkéni skupiny. Dale tyto reagens mohou reagovat se skupinami lysinu stejné dobfe jako argi-
ninovou epsilon—-amino skupinou.

Specificka modifikace tyrosilovych zbytk miize byt provedena se zv1aStni pozornosti k zavedeni
spektralnich znadek do tyrosilovych zbytki rekci s aromatickymi diazoniovymi slou¢eninami
nebo tetraaminomethanem. Nejéastgji je pouzivan N-acetylimidazol a tetranitromethan za vzniku
O-acetyltyrosylovych druhi a 3-nitroderivati, respektive. Tyrosilové zbytky jsou jodovany
s pouzitim '*’I nebo "I za vzniku znagenych proteini pro pouZiti pfi radioimunostanoveni, vhod-
na chloramin T metoda je popsana vyse.

Karboxylové postranni skupiny (aspartyl nebo glutamyl) jsou selektivné modifikovany reakci
s karbodiimidy (R-N=C=N-R), kde R a R jsou rizné alkylové skupiny, jako je 1-cyklohexyl-3—
(2-morfolinyl-4—ethyl)karbodiimid nebo 1-ethyl-3—(4—azonia—4,4—-dimethylpentyl)karbodiimid.
Dale aspertylové a glutamylové zbytky jsou pievedeny na asparaginylové a glutaminylové zbyt-
ky reakci s amoniovymi ionty.

Derivatizace s bifunk&nimi agens je pouzitelna pro kiiZzovou vazbu ligand mpl na ve vod€ neroz-
pustnou pomocnou matrix nebo povrch pro pouziti v metodach pro purifikaci anti-mpl protilatek,
a naopak. Obvykle pouzivané kiizové vazebné agens zahrnuji, napf. 1,1-bis(diazoacetyl)-2—
fenylethan, glutaraldehyd, N-hydroxysukcinimidové estery, napf. estery s kyselinovou 4-azido-
salicylovou, homobifunk&ni imidoestery, véetné disukcimidylovych esterli jako je 3,3—dithio-
bis(sukcinimidylpropionat), a bifunkéni maleimidy jako je bis-N-maleinimido—1,8—oktan. Deri-
vatizaéni agens jako je methyl-3—[(p—azidofenyl)dithio]propioimidat poskytuji fotoaktivovatelné
meziprodukty, které jsou schopny vzniku kiiZové vazby v piitomnosti svétla. Eventualng jsou pro
proteinovou imobilizaci pouZity reaktivni ve vodé nerozpustné matrice jakojsou kyanogenbromi-
dem-—aktivované uhlovodiky a reaktivni substraty popsané v US 3 969 287; 3 691 016, 4 195 128;
4229 537 a 4 330 440.

Glutaminylové a asparaginylové zbytky jsou Casto deaminovany a odpovidajici glutamylovy
a aspartylovy zbytek, respektive. Tyto zbytky jsou deaminovany za neutralnich nebo bazickych
podminek. Deaminované formy téchto zbytku spadaji do rimce vynélezu.

Dalsi modifikace zahrnuji hydroxylaci prolinu a lysinu, fosforylaci hydroxylovych skupin serylo-
vych nebo threonylovych zbytkil, methylaci a—amino skupin lysinovych, argininovych a histidi-
novych postrannich fetézch (T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H.
Freeman & Col, San Francisco, str. 79-86 [1983]), acetylaci N-koncového aminu a amidaci
jakékoliv C—koncové karboxylové skupiny.

Dalsi typ kovalentni modifikace ligandového polypeptidu mpl zahrnuty v ramci tohoto vynalezu
obsahuje zmé&ny nativniho glykosylovaného modelu polypeptidu. Zménami jsou minény delece
jedné nebo vice uhlovodikovych skupin, nalézajicich se v nativnim ligandu mpl, a/nebo piidani
jednoho nebo vice glykosylagnich mist, které nejsou pfitomny v nativnim ligandu mpl.

Glykosylace polypeptidil je obvykle bud’ N~vazebna nebo O-vazebna. N-vazebna se tyka vazby
uhlohydratové skupiny na postranni fetézec asparaginového zbytku. Tripeptidova sekvence aspa-
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ragin—X-serin a asparagin—X-threonin, kde X je jakakoliv aminokyselina kromé prolinu, jsou
rozpoznavacimi sekvencemi pro enzymatickou vazbu uhlohydratové skupiny na asparginovy
postranni fetézec. Tedy pfitomnost jedné z téchto tripeptidovych sekvenci v polypeptidu tvori
potencialni glykosylaéni misto. O—vazebna glykosylace se tyka vazby jednoho z cukrii N-acetyl-
galaktrosaminu, galaktdzy nebo xyl6zy na hydroxyamino kyselinu, nejéastéji serin nebo threonin,
ackoliv miZe byt pouzit i S-hydroxyproli nebo 5-hydroxylysin.

Pridani glykosylanich mist oproti ligandovému polypeptidu mpl je obvykle provedeno zménou
aminokyselinové sekvence tak, ze obsahuje jeden nebo vice vySe popsanych tripeptidovych
sekvenci (pro N—vazebna glykosylaéni mista). Zmény mohou také byt provedeny ptidanim nebo
substituci jednoho nebo vice serinovych nebo threoninovych zbytkd oproti nativni ligandové
sekvenci mpl (pro O—vazebna glykosyla¢ni mista). Pro usnadnéni je ligandova aminokyselinova
sekvence mpl vyhodnéji zménéna béhem zmén na Grovni DNA, nepovinné mutaci DNA koédujici
ligandovy polypeptid mpl za predvolené baze, takZe kodony jsou generovany tak Ze budou
translatovat do pozadovanych aminokyselin. DNA mutace miZe byt provedena metodami popsa-
nymi vy$e pod nadpisem ,,Varianty aminokyselinové sekvence ligandu mp!.

Dalgimi zptisoby zvySeni po¢tu uhlohydratovych skupin vligandu mpl! je chemicka nebo enzyma-
ticka vazby glykosidi na polypeptid. Tyto postupy jsou vhodné pokud neni poZadovana produkce
polypeptidu v hostitelské buiice, kterd ma glykosylaéni schopnost pro N— nebo O-vazebnou
glykosylaci. V zavislosti na pouzité vazebné technice, mohou byt cukry navazany na (a) arginin
a histidin (b) vodné karboxylové skupiny, (c) volné sulhydrylové skupiny jako jsou u cysteinu (d)
volné hydroxylové skupiny jako jsou u serinu, threoninu nebo hydroxyprolinu, (¢) aromatické
zbytky jsou u fenylalaninu, tyrosinu nebo tryptofanu, nebo (f) amidovou skupinu glutaminu. Tyto
metody jsou popsany v WO 87/05330 publikované 11. zari 1987, a v Aplin a Wriston, CRC Crit.
Rev. Biochem., pp, 259-306 [1981].

Odstranéni uhlohydratovych skupin pfitomnych v ligandovém polypeptidu mp! miize byt prove-
deno chemicky nebo enzymaticky. Chemicka deglykosylace zahrnuje vystaveni polypeptidd pii-
sobeni kyseliny trifluormethansulfonové, nebo ekvivalentni slou¢eniny. Toto plsobeni zpisobi
Stépeni vétSiny nebo vSech cukri kromé spojenych cukrii (N-acetylglukosamin nebo N-acetyl-
galaktosamin), zatimco polypeptid zlstane nedotéeny. Chemickd deglykosylace je popsana
v Hakimuddin, a kol., Arch. Biochem. Biophys. 259: 52 [1987] a Edge a kol., Anal., Biochem.,
118: 131 [1981]. Enzymatické §tépeni uhlohydratovych skupin na polypeptidu miZe byt provede-
no riznymi endo— a exo—glykosidazami jak je popsano v Thotakura a kol., Meth. Enzymol., 138:
350 [1987].

Glykosylaci potencidlnich glykosylaénich mist miize byt zabranéno pouzitim slou€eniny tuni-
camycinu jak je popsano v Duskin a kol., J. Biol., Chem. 257: 3105 [1982]. Tunicamycin blokuje
vznik vazeb protein-N—glykosid.

Dali typ kovalentnich modifikaci ligandu mpl zahrnuje vazbu ligandového polypeptidu mpl na
jeden zrliznych neproteinovych polymerd, napt. polyethylenglykol, polypropylenglykol, nebo
polyoxyalkyleny, zptisobem, ktery je uveden v US 4 640 835; 4 496 689; 4 301 14; 4 670 417,
4791 192 nebo 4 179 337. Ligandové polypeptidy mpl navazané na predchazejici polymery jsou
zde oznaceny jako pegylované ligandové polypeptidy mpl.

Bude posouzeno jaky screening ziskanych ligandovych variant mp/ bude tfeba k vybéru optimal-
nich variant pro vazbu na mpl za zachovani imunologické a/nebo biologické aktivity definované
vyse. Je mozné testovat stabilitu v rekombinantni bunééné kultufe nebo v plamé (napf. po proteo-
lytickém §tépeni), stupeii afinity k mpl Elentim, oxidativni stabilitu, schopnost byt vyluCovan
s vysokym vytéZkem, atd. Napf., zmé&na v imunologickém charakteru ligandového polypeptidu
mpl, jako je afinita pro danou protilatku, je méfitelnd imunostanovenim kompetitivniho typu.
Dalsi potencialni modifikace proteinovych nebo polypeptidovych vlastnosti jako redoxni nebo
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tepelna stabilita, hydrofobicita, nebo citlivost k proteolytické degradaci jsou stanovitelné metoda-
mi v oboru dobfe znamymi.

17. Obecné metody piipravy protilatek k ligandu mpl
Piiprava protilatek
(1) Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky k ligandovym polypeptidiim mp! nebo fragmentim jsou obecné produko-
vany ve zvifatech vicenasobnymi subkutannimi (sc) nebo intraperitonealnimi (ip) injekcemi li-
gandu mpl a adjuvans. Muze se pouzit ke konjugaci ligandu mp! nebo fragmenti obsahujicich
cilovou aminokyselinovou sekvenci na protein, ktery je imunogenicky v druhu, kde ma byt
imunizovén, napf. hemocyanin z ptilepky (keyhole limpet hemocyanin), sérovy albumin, hovézi
thyroglobulin nebo trypsinovy inhibitor ze sdjovych bobl pouzivajici bifunkéni nebo derivati-
zujici agens, napf. maleimidobenzoylsulfosukcinimidester (konjugace pfes cysteinovy zbytek),
N-hydroxysukcinimid (pfes lysinové zbytky), glytaraldehyd, sukcinanhydrid, SOCl, nebo
R'N=C=NR, kde R a R' jsou riizné alkylové skupiny.

Zvifata jsou imunizovana proti ligandovému polypeptidu mpl nebo fragmentu, imunogennim
konjugatiim nebo derivatiim kombinaci 1 mg peptidu nebo konjugatu (pro kraliky nebo mysi, res-
pektive) s 3 objemy Freudova kompletniho adjuvans s antidermaln€ injektovana roztokem na
mnoha mistech. O mésic pozd&ji jsou zvifata povzbuzena 1/5 az 1/10 pivodniho mnoZstvi pepti-
du na konjugatu v Frendové kompletnim adjuvand subkutinni injekci na mnoha mistech. O sedm
az &trnact dni pozdé€ji je zvifatim odebrana krev a v séru je stanoven titr ligandovych protilatek
mpl. Zvitata jsou povzbuzovana dokud se titr neustali. Vyhodné&ji zvifata jsou povzbuzovana kon-
jugatem se stejnym ligandem mpl, ale konjugovanym s jinym proteinem a/nebo pies jiny kiizové
reagujici reagent. Konjugaty mohou byt také ptipraveny v rekombinantni bunécné kultufe jako
proteinové faze. Pro zvySeni imunitni odpovédi jsou také pouzity agregadni agens jako ledek.

(i) Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou ziskany z populace prakticky homogennich protilatek tj. individual-
ni protilatky obsaZené v populaci jsou identické kromé moZnych piirozené se vyskytujicich muta-
ci, které mohou byt pfitomny v mensinovém mnozstvi. Tedy slovo ,monoklonalni“ oznacujici
charakter protilatky znamena, Ze protilatka neni smési samostatnych protilatek.

Napi. ligandové monoklonalni protilaitky mp! podle tohoto vynalezu mohou byt pfipraveny
pouzitim hydridomové metody poprvé popsané v Kohle & Milstein, Nature, 256: 495 [1975],
nebo mohou byt pfipraveny rekombinantnimi DNA metodami (US816 567 [Cabily a kol.]).

V hybridomové metodé je my$ nebo jiné vhodné hostitelské zvife, jako je kiecek, imunizovano
jak je popséano vyse, aby byly vyvolany lymfocyty, které produkuji nebo jsou schopné produko-
vat protilatky, které se budou specificky vdzat na protein pouzity pro imunizaci. Eventualng
mohou byt lymfocyty imunizovany in vitro. Lymfocyty poté fizuji s myelomovymi buitkami za
pouziti vhodného fuzniho agens, jako je polyethylenglykol, za vzniku hybridomové buriky
(Goding, Monoklonal Antigodie: Principles and Practise, str. 59-103 [Academic press, 1986]).

Hybridomové buiiky takto pfipravené jsou péstovany ve vhodném kultivatnim médiu, které vy-
hodné&ji obsahuje jednu nebo vice latek, které inhibuji rist nebo preziti nefazovanych, parental-
nich myelomovych bun&k. Napf. pokud parentalni myelomové buiiky postradaji enzym hypoxan-
thinguaninfosforybosyltransferaizu (HGPRT nebo HPRT), kultivaéni médium pro hybridomy
obvykle bude zahrnovat hypoxantin, aminopterin a thymidin (HAT médium), které substancné
zabraiiuji ristu HGPRT—deficientnich bunék.
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Vyhodné myelomové builky jsou takové, které fizuji snadno, podporuji stabilné vysokou trovei
exprese protilatky selekei protilatky—produkujicich bunék, a jsou senzitivni na médium jako je
HAT médium. Mimo tyto vyhodné myelomové bunééné linie patii my$i myelomové linie, které
jsou odvozeny z MOPC-21 a MPC-11 mysSich tumort ziskané z Salk Institute Cell Distribution
Center, San Diego, California USA, a SP-2 buiiky ziskané z American Type Culture Collection
Rockville Maryland USA. Produkce lidskych monoklonalnich protilatek byla popsana i pro lid-
ské myelomové a mysi-lidské hetero—lidské bunétné linie (Kozbor, J. Immunol, 133: 3001
[1984]; Brodeur a kol., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, str. 51—
63, Marcel Dekker, Inc., New York, 1987).

Kultivaéni médium, ve kterém jsou buiiky péstovany, je stanoveno na produkci monoklonélnich
protilatek smérovanych proti ligandu mpl. Vyhodné&ji je vazebna specifita monoklonalnich proti-
latek produkovanych hybridomovymi buiikami stanovena imunoprecipitaci nebo in vitro vazeb-
nym stanovenim, jako je radioimunostanoveni (RIA) nebo enzym-linked imunoabsorpéni stano-
veni (ELISA).

Vazebna afinita monoklondlni protilatky mize byt, napf., stanovena Scatchardovou analyzou
podle Munson & Pollard, Anal. Biochem., 107:220 [1980].

Po zjisténi, zda hybridomové buriky produkuji protilatky pozadované specifity, afinity, a/nebo
aktivity, mohou byt klony subklonovany postupem limitniho fedéni a péstovany standardnimi
metodami (Goding, viz vy$e). Vhodné kultivaéni médium pro tyto ulely zahrnuje, napi.
Dulbecco s Modified Eagle s Medium nebo RPMI-1640 médium. Dale mohou byt hybridomové
buriky pé€stovany in vivo jako ascitické tumory.

Monoklonalni protilatky vylu€ované subklony jsou vhodné separovany z kultivacniho média,
ascitické tekutiny nebo séra b&Znymi imunoglobulinovymi purifikaénimi postupy, jako jsou,
napf., protein A—Sepharose, hydroxylapatitovd chromatografie, gelova elektroforéza, dialyza
nebo afinitni chromatografie.

DNA kédujici monoklonélni protilatky podle tohoto vynalezu je snadno izolovana a sekvenovéna
s pouZzitim b&znych postupil (napt. s pouZzitim oligonukleotidovych sond, které jsou schopné se
specificky vazat na geny kodujici t€zké a lehké fetézce mySich protilatek). Hybridomové buiiky
podle tohoto vynalezu slouZi jako vyhodny zdroj takového DNA. KdyZ je izolovana, miZe byt
DNA umisténa do expresnich vektorii, které jsou poté transfekovany do hostitelskych bunék jako
jsou opié¢i COS buriky, butiky vajeéniki &inskych kieck (CHO), nebo myelomové buiiky které
jinak neprodukuji imunoglobulinovy protein, aby do$lo k syntéze monoklonalnich protilatek v re-
kombinantnich hostitelskych buikach. DNA miZe byt také modifikovana, nap¥. substituci kodu-
jici sekvence pro tézky a lehky fetézec lidské konstantni domény namisto homologni mysi homo-
logni sekvence, (Cabilly a kol., viz vySe; Morisson a kol., Proc. Natl. Acad. Sci., 81:6851
[1984]), nebo kovalentnim pfipojenim na celou imunoglobulin kdédujici sekvenci nebo Easti
kédujici sekvence pro non—imunoglobulinovy polypeptid.

Obvykle jsou takové non—imunoglobulinové polypeptidy substituovany pro konstantni domény
protilatky podle tohoto vynalezu, nebo jsou substituovany pro variabilni domény jednoho anti-
gen—spojujiciho mista majiciho specifitu pro ligand mp! a daliiho antigen—spojujiciho mista mayji-
ciho specifitu pro jiny antigen.

Chimérické nebo hybridni protilatky také mohou byt pripraveny in vitro s pouzitim postupl
znamych v syntetické proteinové chemii, véetné zde zahrnutych kfizoveé reakénich agens. Napt.,
imunotoxiny mohou byt sestrojeny s pouzitim disulfidové vyménné reakce nebo tvofenim trio-
etherovych vazeb. Piikladem vhodného reagens pro tyto ucely je imunothiolat a methyl-4—
merkaptobutyrimidat.
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Pro diagnostické aplikace jsou obvykle protilatky podle tohoto vynalezu znadeny detekovatelnou
skupinou. Detekovatelna skupina mize byt jakakoliv skupina, kterd je schopna produkovat, at’
pfimo nebo nepfimo, detekovatelny signal. Napf. detekovatelna skupina miiZe byt radioisotop,
jako je *H, "C, **P, 'S nebo '”’I, fluorescenini nebo chemiluminiscenéni sloutenina, jako je
fluoresceinizothiokyanat, rhodamin nebo luciferin; radioaktivni izotopické znacky, jako je napf.
125, 32p, MC nebo *H, nebo enzym, jako je alkalicka fosfatiza, beta—galaktosidéza nebo kienova
peroxidéza.

Mize byt pouZita jakdkoliv v oboru znama metoda pro oddélenou konjugaci protilatky s deteko-
vatelnou skupinou, véetné téch, které jsou popsany v Hunter a kol., Nature, 144: 945 [1962];
David, a kol., Biochemistry, 13: 1014 [1974]; Pain, a kol., J. Imunol. Meth., 40: 219 [1981];
a Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30: 407 [1982].

Protilatky podle predkladaného vynalezu mohou byt pouzity v jakémkoliv znamém stanoveni,
jako je kompetitivni vazebné stanoveni, pfimé a nepiimé sendvi¢ové stanoveni a imunopre-
cipitani stanoveni. Zola, Monoclonal Antibodies: A Manul of Techniques, str. 147-158 (CRC
Press, Inc. 1987).

Kompetitivni vazebné stanoveni je zaloZeno na schopnosti znaceného standardu (kterym muize
byt ligand mpl nebo jeho imunologicky reaktivni ¢ast) soutéZit s testovanym vzorkem analytu
(ligand mpl) o vazbu s limitovanym mnoZstvim protilatky. Mnozstvi ligandu mp! v testovaném
vzorku je inverzné proporcionalni mnozstvi standardu, ktery se navazal na protilatky. K usnadné-
ni stanoveni mnozstvi standardu, ktery se navazal, jsou protilatky obvykle insolubilizovény pted
nebo po kompetici, takZe standard a analyt, které jsou vazany na protilatky, mohou byt obvykle
separovany od standardu a analytu, ktery zlistal nenavazan.

Sendvicové stanoveni zahrnuje pouziti dvou protilatek, kazda je schopna vazat riznou imuno-
genni ¢ast nebo epitop proteinu (ligandu mpl) ktery ma byt stanoven. V sendvi¢ovém stanoveni je
testovany vzorek analytu vazan prvni protilatkou, které je imobilizovana na pevny nosic, a poté je
na analyt navazana druhd protilatka, kterd tvofi nerozpustny tfisloZkovy komplex. David &
Greene, US 4 376 110. Druha protilatka mize byt znacena detekovatelnou skupinou (pfima send-
vi¢ova analyza) nebo muze byt méfena pomoci anti-imunoglobulinové protilatky, ktera je znace-
na detekovatelnou skupinou (nepfimé sendvicové stanoveni). Napf. jednim typem sendvicového
stanoveni je ELISA stanoveni, v tom pfipadé€ je detekovatelnou skupinou enzym (napf. kienova

peroxidaza).
(ii1) Humanizované a lidské protilatky

Postupy pro humanizaci non-humannich protilatek jsou v oboru dobfe znamy. Obecné, humani-
zované protilatky maji v sobé zaveden jeden nebo vice aminokyselinovych zbytki ze zdroje, kte-
rym je non—humanni. Toto non—humanni aminokyselinové zbytky jsou Casto oznaleny jako
mimportované“ zbytky, které jsou obvykle vzaty z ,,importnich* variabilnich domén. Humanizace
muZe byt v podstaté provedena nésledujici metodou podle Wintera a spolupracovniku (Jones
a kol., Nature, 321: 522-525 1986]; Riechmann a kol., Nature, 332: 323-327 [1988]; Verhoeye
a kol., Science, 239: 1534-1536 [1988]), substituci hlodav¢ich CDRs nebo CDR sekvenci za
odpovidajici sekvence lidské protilatky. Takto ,,humanizované* protilatky jsou chimérické proti-
latky (Cabilly a kol., viz vySe), kde prakticky mén¢ neZ cela lidska variabilni doména je substi-
tuovana odpovidajici sekvenci z non—humanniho druhu. Prakticky, humanizované protilatky jsou
obvykle lidské protilatky, ve ktery jsou nékteré CDR zbytky a mozno nékteré FR zbytky sub-
stituovany zbytky z analogickych mist z hlodavcich protilatek.

Volba lidské variabilni domény, lehké i t€Zké, kterd bude pouzita pfi pfipravé humanizované
protilatky, je velmi dileZita, aby byla redukovana antigenicity. V souladu s takzvanou ,,best-fit*
metodou je provadén screening sekvence variabilni domény hlodavéi protilatky proti celé kni-
hovné znamych sekvenci lidskych variabilnich domén. Lidska sekvence, ktera je nejbliZsi hlo-
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davéi sekvenci, je prijatelnd jako ramec (FR) pro humanizovanou protilatku (Sims a kol,
J. Immunol., 151: 2296 [1993]; Chothia a Lesk, J. Mol Biol. 196: 901 [1987]). Dal3i metoda
uziva specialni ramec odvozeny od shodné sekvence vsech lidskych protilatek specialni podsku-
piny lehlych nebo t€zkych retézci. Stejna kostra muze byt pouzita pro nékolik rdznych humani-
zovanych protilatek (Carter a kol., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:4285 [1992]; Presta a kol.,
J. Immunol, 151: 2623 [1993]).

Dale je vyznamné, Ze protilatky jsou humanizovany se zachovanim vysoké afinity k antigenu
a dal$ich prospésnych biologickych vlastnosti. K dosazeni tohoto cile, v souladu s vyhodnymi
metodami, jsou humanizované protilatky pfipraveny metodou analyzy parenteralnich sekvenci
ariznych koncepCnich humanizovanych produkti s pouzitim tfirozmérnych modeli parente-
ralnich a humanizovanych sekvenci. T¥rozmérné imunoglobulinové modely jsou b&zné dostupné
a jsou znamé osobam vzdélanym v oboru. Jsou dostupné poéitaové programy, které vysvétluji
a zobrazuji mozné tfirozmérné konformacéni struktury vybranych kandidatt imunoglobulinovych
sekvenci. Prohlidka t&chto zobrazeni umoZziuje analyzu pravdépodobné ulohy zbytkid ve fungo-
vani potencilni imunoglobulinové sekvence, tj. analyzu zbytkd, které ovliviiuji schopnost poten-
cidlniho imunoglobulinu vézat jeho antigen. Timto zpisobem mohou byt vybrany FR zbytky
a kombinovany ze shodnych a importnich sekvenci aby byla ziskana poZzadovana charakteristika,
jako je zvySena afinita pro cilovy antigen (antigeny). Obecné, CDR zbytky jsou piimo a vétSinou
prakticky zahrnuty do ovlivnéni vazby antigenu. Dal§i detaily vizUS piihlaska sér. ¢.
07/934 373 registrovana 21. srpna 1992, kterd je dCasteCnym pokracovanim piihlasky ¢&.
07/715 272 registrované 14. ¢ervence 1991.

Eventualné je nyni moZné piipravit transgenni zvitata (napt. mysi), ktera jsou schopna, po imuni-
zaci, produkovat celou $kalu lidskych protilatek bez pfitomnosti endogenni imunoglobulinové
produkce. Napf. bylo popsano, Ze homozygni delece genu napojovaci oblasti (Jy) téZzkého ietézce
protilatky v chimérické a zarode¢né linii mutantnich mysi vede k celkové inhibici endogenni pro-
dukce protilatek. Preneseni seskupeni lidského genu imunoglobulinové zarode¢né linie do
mutantni zarode¢ni linie takovychto mys$i bude vést k produkei lidskych protilatek s vylouenim
protilatky. Viz nap¥. Jakubovits a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551255 [1993]; Jakobo-
vits a kol., Nature, 362: 255-258 [1993]; Bruggermann a kol., Year in Immuno, 7: 33 [1993].
Lidské protilatky mohou byt také produkovany ve fagem predstavovanych knihovnach (Hoogen-
boom a Winter, J. Mol. Biol. 227, 381 [1991]; Marks a kol., J. Mol. Biol. 222, 581 [1991]).

(iv) Bispecifické protilatky

Bispecifické protilatky jsou monoklonalni vyhodnéji lidské nebo humanizované protilatky, které
maji vazebnou specifitu pro nejméné dva rizné antigeny. Metody pro pfipravu bispecifickych
protilatek jsou v oboru dobie znamy.

Obvykle je rekombinantni produkce bispecifickych protilatek zaloZena na koexpresidvou imuno-
globulinovych paru tézky fetézec — lehky fetézec, kde maji dva t&zké fetézce rizné specifity
(Millistein a Cuello, Nature, 305:537-539 [1983]). Kviili ndhodnému rozdéleni imunoglobulino-
vych té€zZkych a lehkych fetézci, tyto hybridomy (quadromy) produkuji potencidlni smés 10 riz-
nych protilatkovych molekul, z kterych pouze jedna ma spravnou bispecifickou strukturu. Puri-
fikace spravné molekuly, ktera je obvykle provadéna kroky afinitni chromatografie, je ponékud
tézkopadna, a vytéZek produktu je maly. Podobné postupy jsou popsany v PCT publikaci ¢. WO
93/08829 (publikovana 13, kvétna 1993), a Traunecker a kol., EMBO, 10: 3655-3659 [1991]).

V souladu s jinymi a vyhodné&j$imi postupy jsou protilatkové variabilni domény s poZzadovanou
vazebnou specifitou (kombinujicim mistem protilatka—antigen) flizoviny do imunoglobulinové
konstantni doménové sekvence. Fuze je vyhodnéjsi s tézkym fetézcem konstantni domény imu-
noglobulinu, obsahujicim nejméné ¢ast stézejniho prvku, CH2 nebo CD3 oblasti. Je preferovano,
aby prvni konstantni oblast tézkého fetézce (CH1) obsahovala misto nutné pro vazbu lehkého
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fetézce, piitomné v nejméné jedné fuzi. DNA kodujici fuze imunoglobulinového fetézce a, po-
kud je tfeba, imunoglobulinovy lehky fetézec, je vloZena do zvlastnich expresnich vektort, a je
transfekovana do vhodného hostitelského organismu. To zajistuje vétsi flexibilitu v nastaveni
vzajemnych poméri tii polypeptidovych fragmenti v provedenich pokud jsou pouzity nestejné
poméry tii polypeptidovych fetézcli pouZzitych pii konstrukei zajiStujici optimalni vytézky.
Je ovS§em mozné vlozit kddujici sekvenci pro dva nebo vSechny tfi polypeptidové Fetézce do
jednoho expresniho vektoru, pokud exprese nejméné dvou polypeptidovych fetézcl ve stejném
poméru vede k vysokym vytéZkim nebo pokud poméry nemaji zvlastni vyznam. Je preferovano
provedeni podle tohoto postupu, bispecifické protilatky jsou slozeny z hybridniho imunoglobuli-
nového tézkého fetézce s prvni vazebnou specifitou na jednom rameni, a hybridnim imunoglobu-
linovym parem t&zky retézec — lehky fetézec (poskytujicim druhou vazebnou specifitu) na dru-
hém rament. Bylo zjisténo, Ze tato asymetricka struktura usnadiiuje separaci poZzadované bispe-
cifické slou€eniny od nezadoucich kombinaci imunoglobulinovych fetézcil, protoZe ptitomnost
imunoglobulinového lehkého fetézce v pouze jedné poloviné bispecifické molekuly usnadiiuje
separaci. Tento postup je popsan v soubéZné podané prihlasce sér. ¢. 07/931 811 registrované
17. srpna 1992.

Dalsi detaily ptipravy bispecifickych protilatek viz. napf. Suresh a kol., Methods in Enzymology,
121:210 [1986].

(v) Heterokonjugované protilatky

Heterokonjugované protilatky jsou sloZeny z dvou kovalentné navazanych protilatek. Takovéto
protilatky mohou byt napf. pouzity k zacileni bunék imunitniho systému na neZadouci buiiky
(US 4 696980), a pro léceni HIV infekci (PCT publikace ¢. WO 91/00360 a WO 92/00373;
EP 03089). Heterokonjugatové protilatky mohou byt pfipraveny jakymikoliv béznymi kiiZzové
vazebnymi metodami. Vhodna kiiZové vazebna agens jsou v obou dobfe znama, a jsou uvedena

vy

v US 4676 980, spolu s mnoZstvim technik kiizové vazby.
IV. Terapeutické pouziti megakaryocytopoetického proteinu ligandu mpl

Biologicky aktivni ligand mpl majici heteropoetickou efektorovou funkci a oznaceny zde jako
megakaryocytopoeticky nebo trombocytopoeticky protein (TPO) miZe byt pouzit ve sterilnim
farmaceutickém preparatu nebo prostfedku ke stimulaci megakaryocytopoetické nebo trombo-
poetické aktivity u pacienti trpicich trombocytopenii kvili naruSeni produkci, sekvestraci, nebo
zvySené destrukci desti¢ek. S trombocytopenii spojena hypoplazie kostni difené (napf. aplasticka
anémie po chemoterapii nebo transplantaci kostni dien€) mizZe byt iéinné léCena slou¢eninami
podle tohoto vynélezu, stejn€ jako onemocnéni jako roztrouSena intravaskularni koagulace (DIC),
imunitni trombocytopenie (véetné HIV-indukovana ITP a non HIV—indukovana ITP), chronicka
idiopatickd trombocytopenie, kongenitdlni trombocytopenie, myelodysplazie a tromboticka
trombocytopenie. Navic tyto megakaryocytopoetické proteiny mohou byt pouzity kléeni myelo-
proliferativnich trombocytolickych onemocnéni stejné jako trombocytézy za zanétlivych stavi
a nedostatku Zeleza.

Vyhodna pouZziti megakaryocytopoetického a trombocytopoetického proteinu (TPO) podle tohoto
vynalezu je v: myelotoxické chemoterapit k 1é¢eni leukemie nebo pevného tumoru, myeloabla-
tivni chemoterapie k autologni nebo allogenické transplantaci kostni dfené, myelodisplazii, idio-
patické aplaztické anémii, kongenitalni trombocytopenii a imunitni trombocytopenii.

I dal$i onemocnéni jsou s prospéchem 1ééena megakaryocytopoetickymi proteiny podle tohoto
vynalezu véetné defektd nebo znifeni desticek jako nasledek Gcinku 1€k, jedd nebo aktivace na
umélych povrsich. V téchto ptipadech mohou byt tyto slouceniny pouZzity ke stimulaci ,,zasoby*
novych ,nezni¢enych* desticek. Kompletni seznam pouzitelnych aplikaci viz ,,Dosavadni stav
techniky* vyse, zvlasté sekce a)-f), a reference zde citované.
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Megakaryopoetické proteiny podle tohoto vynalezu mohou byt pouZity samostatné nebo v kom-
binaci s dal$imi cytokiny, hematopoetiny, interleukiny, ristovymifaktory nebo protilatkami, k 1¢-
¢eni vySe uvedenych onemocnéni a stavii. Tedy tyto slouceniny mohou byt pouZity v kombinaci
s dalS$imi proteiny nebo peptidy, které maji trombopoetickou aktivitu, véetné: G-CSF, LIF, M—
CSF, IF-1, IL-3, erythropoetinu (EPO), kit ligandu, IL-6 a IL-11.

Megakaryocytopoetické proteiny podle tohoto vynalezu jsou pfipraveny ve smési s farmaceutic-
ky prijatelnym nosi¢em. Tento terapeuticky prostfedek mize byt podavan intraven6zné nebo pies
nos ¢i plice. Prostiedek miiZe byt také podavan v piipadé potieby parenteralné nebo subkutanné.
Pokud je podavan soustavné, terapeuticky prostiedek by mél byt bez pyrogent a u parenteralngé
podavaného roztoku je tfeba dbat na spravné pH, izotonicitu a stabilitu. Tyto podminky jsou zn4-
mé kazdému, kdo je vzdélan v oboru. Kratce, divkové smési sloucenin podle piedkladaného vy-
nalezu jsou pfipraveny pro skladovani nebo podavani smési slouceniny s pozadovanym stupném
Cistoty s fyziologicky pfijatelnym nosicem, excipienty nebo stabilizatory. Tyto materialy jsou ne-
toxické pro pfijemce pii podavanych davkéach a koncentracich, a zahrnuji pufry jako je fosfatovy,
citratovy, acetatovy, nebo pufr jiné organické soli, antioxidanty jako je kyselina askorbova,
nizkomolekularni (méné€ nez 10 zbytkid) peptidy jako je polyarginin, proteiny, jako je sérovy
albumin, Zelatina nebo imunoglobuliny, hydrofilni polymery jako je polyvinylpyrrolidinon; ami-
nokyseliny jako je glycin, kyselina glutamova, kyselina asparagova nebo arginin; monosacharidy,
disacharidy a dalsi uhlohydraty véetné celulozy nebo jejich derivatd, glukézy, mannézy nebo
destrinti; chelatujici ¢inidla jako je EDTA, cukerné alkoholy jako je mannitol nebo sorbitol;
protionty jako je sodik a/nebo neionické povrchové aktivni latky jako je Tween, Pluronics nebo
polyethylenglykol.

0,5 az 500 mg slou€eniny nebo smési megakaryocytopoetického proteinu ve formé volné kyselé
nebo bazické formy jako je farmaceuticky prijatelnd sul, je smiSeno s fyziologicky pfijatelnou
pfisadou, nosi€em, excipientem, pojivem, konzervacni latkou, stabilizatorem, aromatem, atd., jak
je ve farmacii zvykem. MnoZstvi aktivni latky v tomto prostiedku je takové, aby bylo ziskano
vhodné dévkovani v pozadovaném rozmezi.

Sterilni prostiedky pro injekce mohou byt upraveny podle bézné farmaceutické praxe. Napft.
roztok nebo suspenze aktivni slou€eniny v nosici, kterym je voda nebo pfirozené se vyskytujici
rostlinny olej jako sezamovy, arasidovy, olej ze semen bavlniku nebo syntetické mastné nosice
jako je ethyl oleat atd. Pufry, konzervaéni latky, antioxidanty a podobn& mohou byt ptidany pod-
le obvyklé farmaceutické praxe.

Vhodné piiklady preparatd se zadrzovanym uvoliiovanim zahrnuji semipermeabilni matrice pev-
nych hydrofobnich polymerti obsahujici polypeptidy, jejichz matice je tvofena z tvarovych ¢astic,
napf. filmd nebo mikrokapsli. Priklady matrici se zadrzovanym uvolfiovanim zahrnuji polyestery,
hydrogely [napt. poly(2-hydroxyethylmethakrylat) jako je popsano v Langer a kol., J. Biomed.
Mater. Res., 15: 167-277 [1981] a Langer, Chem. Tech., 12, 98-105 [1982] nebo poly(vinyl-
alkohol)], polylaktidy (US 3 773 919, EP 58 481), kopolymery L—glutamové kyseliny a gama
ethyl-L-glutamatu (Sidman a kol., biopolymery, 22: 547-556 [1983]), nedegradovatelny ethy-
lenvinylacetat (Langer a kol., viz vySe), degradabilni kopolymer kyseliny mlééné octové—glyko-
lové jako je Lupron Depot™ (injikovatelné makrosféry slozené z kopolymery kyseliny mlééno
octové—glykolové a leuprolidacetitu) a poly-D—(—)—-3-hydroxybutyrova kyselina (EP 133,988).

Zatimco polymery jako je ethylen—vinyl acetat a kopolymer kyseliny mlé€no octové—glykolové
umoziuji uvoliiovat molekuly ptes 100 dni, nékteré hydrogely uvoliiuji proteiny po mnohem
krat$i dobu. Pokud ziistavaji kapsulované proteiny v téle dlouhou dobu, mohou denaturovat nebo
se shlukovat nasledkem vlhkosti pti 37 °C, coz vede ke ztraté biologické aktivity a moznym zmé-
nam imunogenicity. Pro protein mohou byt navrZeny racionalni strategie pro stabilizaci proteinu
v zavislosti na mechanismu. Naptiklad pokud je zjisténo, Ze agregaéni mechanismus je vznik
intermolekularni S-S vazebné formy pies disulfidovou vzajemnou vymeénu, stabilizace muze byt
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provedena modifikaci sulfhydrolovych zbytki, lyofylizaci z kyselého roztoku, kontrolou obsahu
vlhkosti, pouzitim vhodnych aditiv, a odhalenim specifického sloZeni polymeru matrix.

Megakaryocytopoetické proteinové prostredky se zadrZovanym uvoliiovanim také zahrnuji mega-
karyocytopoeticky protein uzavieny liposomech. Liposomy obsahujici megakaryocytopoeticky
protein jsou pripraveny metodami znamymi per se: DE 3 218 121; Epstein a kol., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82: 3600-3692 [1985]; Hwang a kol., Proc. natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030-
4034 [1980], EP 52 322; EP 36 676; EP 88 046; EP 143 949; EP 142 641; Japonska patentova
piihlaska 83-118008; US 4 485 045 a 4 544 545; a EP 102 324. Obvykle jsou liposomy malé
(200-800 Angstromi) unilamelarniho typu, kde je lipidovy obsah vétsi nez 30 % mol. choles-
terolu, vybrané miry jsou nastaveny pro optimalni megakaryocytopoetickou proteinovou terapii.

Davkovani bude stanoveno oSetfujicim lékafem s pfihlédnutim k riznym zndmym faktoriim, kte-
ré mohou mit vliv na GCinek 1éCiv vietné zavaznosti a typu onemocnéni, télesné hmotnosti,
pohlavi, diety, doby a typu podavéni, dalSich 1ékt a dalSich zavaznych klinickych faktori.
Obvykle bude denni davka v rozmezi 0,1-100 mg/kg télesné vahy. Vyhodnéji bude davka v roz-
mezi 0,1-50 mg/kg/den. Nejvyhodnéji bude pocateéni davka v rozmezi 1-5 mg/kg/den. Nepovin-
né bude davkovéni stejné jako u dalSich cytokinu, zvlasté G-CSF, GM-CSF a EPO. Terapeu-
ticky u€inné davky mohou byt stanoveny in vitro i in vivo metodami.

Piiklady

Bez dal$iho popisu se predpoklada, Ze osoba bézné vzdélana v dané oblasti mize, s pouZzitim pie-
chazejiciho popisu a ilustrativnich pfikladi, provést a vyuzit pfedkladany vynélez v plném rozsa-
hu. Nasledujici pracovni piiklady tedy specificky ukazuji vyhodna provedeni predkladaného
vynalezu, a nejsou chapany jako omezujici v zadném spektru opravnéni vynalezu.

Priklad 1
Parcialni purifikace vepiového ligandu mpl

Z normalnich nebo aplaztickych anemickych vepit byla odebrana na desti¢ky chuda plazma.
Aplazticita vepiti byla zplisobena ozéafenim 900 cGy celkového télesného zafeni s pouZitim
4mEV linearniho urychlovace. Ozafeni vepti dostavali 6-8 dni intramuskularné injektovany ce-
fazolin. Nasledné byl odebran jejich celkovy objem krve za celkové anestezie, heparinizovan,
a centrifugovan pii 1800xg 30 min. za vzniku plazmy chudé na desti¢ky. Bylo zji§téno, Ze mega-
karyocytova stimula¢ni aktivita méla vrchol 6 dni po ozafeni.

Aplastickd vepfova plazma ziskand z ozéfenych vepil byla upravena 4M NaCl a michana
30 min. pfi laboratorni teploté. Vysledné precipitaty byly oddéleny centrifugaci pfi 3800 ot/min
v Sorvall RC3B a supernatant nanesen na Phenyl-Toyopearl kolonu (220 ml) ekvilibrovanou
10 mM NaPO, obsahujicim 4M NaCl. Kolona byla promyta timto pufrem az A,g bylo < 0,05
a eluovana dH,. Eluovany proteinovy pik byl nafedén dH,O na konduktivitu 15mS a nanesen na
Blue—Sepharose kolonu ekvilibrovanou (240 ml) PBS. Nasledné byla kolona promyta, 5 objemy
kolony kazdého, PBS a 10 mM NaPO, (pH 7,4) obsahujiciho 2M modoviny. Proteiny byly eluo-
vany z kolony 10 mM NaPO, (pH 7,4) obsahujicim 2M mocoviny a 1M NaCl. Eluovany protei-
novy pik je upraven na 0,01 % oktylglykosid(n—oktyl b—D—glukopiranosidu) a 1mM kazdého
z EDTA a Pefabloc (Boehinger Mannheim) a nanesen piimo na za sebou zarazené CD4-IgG
(Capon, D.J. a kol., Nature 37:525-531 [1989] a mpl-IgG Ultralink (Pierce) kolony (viz nize).
CD4-1gG (2 ml) je odstranéna po projiti vzorku a mpl-IgG (4 ml) kolona je promyta, ¢tyfmi
objemy kolony kaZdého, PBS a PBS obsahujicim 2M NaCl a eluovana 0,1M glycin—HC] pH
2,25. Frakce jsou shromazdény do 1/10 objemu 1M Tris-HCl (pH 8,0).
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Analyza eluovanych frakei z mpl-afinitni kolony pomoci SDS-PAGE (4-20%, Novex gel) pro-
bihajici za redukénich podminek ukazala pritomnost nékolika proteind (obr. 5), Proteiny které
byly barveny stfibrem s nejvétsi intenzitou se rozdélily s MR 66000, 5500, 30000, 28000
a 14000. Pro stanoveni, které z téchto proteinli stimuluji proliferaci Ba/F3 bun&énych kultur, byly
proteiny eluovany z gelu jak je popséano v prikladu 2 nize.

Ultrallink afinitni kolony

10-20 mg mpl-IgG nebo CD4-IgG v PBS jsou navdzany na 0,5 gramt Ultralink pryskyfice
(Pierce) jak je opsano v komerénich instrukcich.

Konstrukce a exprese mpl-IgG

Chimérické molekuly obsahujici Gplnou extracelularni doménu lidského mp/ (aminokyseliny 1—
491) a Fc oblast lidské IgG1 molekuly byly exprimovany v 293 burikdch. cDNA fragment kodu-
jici aminokyseliny 1-491 lidské mpl byl ziskan pomoci PCR z lidské megakaryocytické CMK
bunétné cDNA knihovny a sekvenovan. Clal misto bylo vloZeno na 5 konec a BstEll na 3 konec.
Tento fragment byl klonovan protismérné k IgGI Fc kédujici oblasti v Bluescript vektoru mezi
Clal a BstEll mista po parcialni digesci PCR produktu s BstEll, kviili dvéma BstEIl mistim pki-
tomny v DNA kédujici extracelularni doménu mpl. BstEll misto zavedené na 3 konci mpl PCR
produktu bylo sestrojeno tak, aby mélo Fc oblasti dohromady s mpl! extracelularni doménou.
Konstrukt byl subklonovan do pRD5-tkneo vektoru mezi Clal a Xbal mista a transfekovin do
293 lidskych zarodeénych ledvinovych bunék kalciumfosfatovou metodou. Buriky byly selek-
tovany v 0,4 mg/ml G418 a byla izolovany jednotlivé klony. Mpl exprese z izolovanych klonii
byla stanovena s pouzitim lidské Fc specifické ELISA. Klon s nejlepsi expresi mél hladinu expre-
se 1-2 mg/ml mpl-IgG.

Ba/F3 mpl P expresni buriky

c¢DNA odpovidajici uplné kédujici oblasti lidského mp! P byla klonovana do pRK5-tkneo, ktery
byl nasledné¢ linearizovan s Notl a tranfekovan do IL-3 dependentni bun&né linie Ba/F3 elektro-
poraci (1x107 bunék, 9605F, 250 volti). O ti dny pozdé&ji byla zapodata selekce v pritomnosti
2 mg/ml G418). Butiky byly selektovany a smésném nebo individualni klony byly ziskany limit-
nim fedénim na desti€¢kach s 96 jamkami. Vybrané buiiky byly péstovany v RPMI obsahujici
15% FBS, 1 mg/ml G418, 20mM glutaminu, 10mM HEPES a 10 mg/ml Pen Strep. Exprese mpl
P v selektovanych klonech byla stanovena FACS analyza s pouzitim anti—mp! P krali¢i polyklo-
nalni protilatky.

Ligandové stanoveni mpl Ba/F3

Ligandové stanoveni Mp! bylo provedeno, jak je ukazano na obr. 2. Ke stanoveni pfitomnosti
ligandu mpl z riznych zdroji byly mp! P Ba/F3 buiiky vyhladovény IL-3 po dobu 24 hod. pti
buné&né hustotd 5x10° bundk/ml ve zvlh&ovaném inkubatoru pii 37 °C v 5 % CO, a vzduchu.
Po IL-3 vyhladovéni byly buriky naneseny na 96-jamkovou kultivaéni misku s hustotou
50000 bun¢k v 200 ml média s nebo bez rozpusténych vzorku a kultivovany 24 hod. v inkubétoru
bunéénych kultur. Na poslednich 6-8 hodin bylo do kazdé jamky pfidano 20 ml sérum—prostého
RPMI média obsahujiciho 1 ¢cC *H—thymidinu. Buiiky byly poté odebrany na GF/C filtraéni des-
ticku a promyty pétkrat vodou. Filtrat byl odecten v pfitomnosti 40 ml scintilacni tekutiny
(Mikroscint 20) na ¢&itadi packard Top Count.
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Ptiklad 2
Vysoce purifikovany veprovy ligand
Postup gelové eluce

Bylo smiseno stejné mnozstvi afinitné purifikovaného ligandu mpl (frakce 6 eluovana z mpllgG
kolony) a 2X Laemmliho vzorkového pufru pfi laboratorni teploté bez redukéniho ¢inidla a nane-
seno na Novex 4-20% polyakryamidovy gel tak rychle jak je to mozné. Vzorek nebyl zahiaty.
Gelem probihalo piti 4-6 C 15 volti pfiblizné 2 1/4 hod. Prab&hovy pufr mél na zadatku labora-
torni teplotu. Bel byl poté vyjmut z gelového boxu a odstranén plat na stranach.

Replikaéni gel byl pfipraven na nitroceluldze nasledovné: Kus nitrocelulézy byl zvlh&en destilo-
vanou vodou a opatrné poloZen na vrch exponované strany gelu s vylou¢enim vzduchovych bub-
linek. Na nitroceluldézu a na plat gelu byly umistény vychozi znacky, aby mohla byt pfesné stano-
vena poloha kopie po barveni. Po dvou minutach byla nitroceluléza odebrana, a gel byl zabalen
do plastikového obalu a umistén v lednici. Nitroceluléza byla obarvena Biorad zlatym celkovym
proteinovym barvenim (Biorad s gold total protein stain nejprve michanim v 3x10 ml 0,1 Tween
20 + 0,5M NaCl + 0,1M Tris—HCI pH 7,5 pfiblizn€ 45 min. a nasledné 3x10 ml purifikovéna
vodou 5 min. Potom byla pfidano zlaté barvivo a provadéno barveni, dokud nebyly vidé pasy
standardi. Kopie byla poté promyta vodou, umisténa na plasticky obal na gelu a opatrné byly
vyrovnany vychozi znacky. Polohy Novex standardi byly oznadeny na platu gelu a byly oznade-
ny pasy, aby bylo vidé&t, které je tfeba vyfiznout. Nitrocelul6za a plastikovy obal byly poté odstra-
nény a gen byl rozfezan podél oznagenych linii ostrou holici &epelkou. Rezy byly vedeny p¥es
linie vzorku, ktery byl pouZit ke stanoveni polohy platu pfi barveni gelu. Po odstranéni platki byl
zbyvajici gel obarven byly méfeny polohy standardi podate¢nich znadek. Molekularni hmotnosti
odpovidajici polohdm fezu byly stanoveny Novex standardy.

12 plati gelu bylo umisténo do cel dvou Biorad 422 elektroelutorti. V buiikach byly pouZzity
membranové Cepicky s vylu€ovaci molekularni hmotnosti 12-14 K. Eluéni pufr byl 50 mM hyd-
rogenuhli¢itan amonny + 0,05% SDS (pfiblizné pH 7,8). Jeden litr pufru byl pied pouZitim chla-
zen piiblizné 1 hod. v chladicim boxu pii 4-6 °C. Gelové platy byly eluovany v 10 ma//celu (40
v piivodné€) pfi 4-6 °C v chladicim boxu. Eluce probihala ptiblizné 4 hod. Cely byly poté opatrné
vyjmuty a tekutina nad fritou odebrana pipetou. Tekutina v membranové Cepiéce byla odebrana
Pipetmanem a uschovana. Do Eepicky bylo poté umisténo padesat ml alikvotd purifikované vody,
zamichano a odebréno po rozpusténi vSech SDS krystali. Tato promyti byla zkombinovana
s uschovanou vy$e uvedenou kapalinou. Celkovy elu¢ni objem byl 300-500 ml na plat gelu.
Vzorky byly umistény do 10 mm Spektrapor 4 dialyzaéni trubice s vyluc¢ovaci hodnotou 12—-14K,
ktera byla namod¢ena nékolik hodin v ultradisté vodé. Byly dialyzovany pies noc pfi 4-6 °C proti
600 ml fosfatem pufrovaného solného roztoku (PBS je pfiblizngé 4 mM v drasliku) v 6 vzorcich.
Pufr byl vyménén nasledujici rano a dialyza pokracovala 2,5 hodiny. Vzorky byly odebrany
z dialyza¢nich trubic a umistény do mikrofugaénich kyvet. Kyvety byly umistény 1 hod. na led,
mikrofugovany pfi 14K ot/min 3 min. a supernatanty byly opatrné odebrany od precipitovaného
SDS. Supernatanty byly umistény na 1 hod. na led a znovu mikrofugovany 4 min. Supernatanty
byly rozpustény ve fosfatem pufrovaném solném roztoku a podrobeny stanoveni aktivity. Zbyva-
jici vzorky byly zmraZeny na—70 °C.

Priklad 3
Mikrosekvenovani vepfového ligandu mpl

Frakce 6 (2,6 ml) z mpl-IgG afinitni kolony byla koncentrovana na Micocon—10 (Amicon). Aby
se predeslo absorpci ligandu mp! na Microcon, byla membrana promyta 1% SDS a do frakce 6
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bylo pfidino 5 ml 10% SDS. Do frakce ¢. 6 po Microcon zakoncentrovéani (20 ml) byl piidan
vzorkovy pufr (20 ml) 2X a celkovy objem (40 ml) byl nanesen na jeden pas 4-20% gradiento-
vého akrylamidového gelu (Novex). Gel byl poté vyvijen podle Novex postupu. Gel byl poté
ekvilibrovan 5 min. pfed elektroblotaci v 10mM 3—(cyklohexylamino)—1-propansulfonové kyse-
liné (CAPS), pH 11,0 obsahujici 10 % methanolu. Elektroblotace na Immobilion-PSQ membrany
(Millipore) byla provadéna 45 min. pii 250 mA s konstantnim priibéhem v BioRad Trans-Blot
pienosové cele (32). PVDF membrana byla barvena 0,1% Coomasse Blue R—250 v 40%, metha-
nolu, 0,1 kyselin€ octové 1 mina odbarvovana 2-3 min. 10% kyselinovou octovou v 50% metha-
nolu. Jediné proteiny, které byly viditelné v Mr 18000-35000 oblasti blotu m&ly MR 30000,
28000 a 22000.

Pasy s 30, 28 a 22 000 byly podrobeny proteinovému sekvenovéani. Automatické proteinové
sekvenovani bylo provedeno na modelu 470A Applied Biosystem sekvenatoru vybaveném on—
line PTH analyzitorem. Sekvenator byl upraven na injektaci 80-90% vzorku (Rodriguez,
J. chromatogr., 350: 217-225 [1985]). K vyrovnani UV absorbance byl do rozpoustédla A pfidan
aceton (12 ml/ml). Elektroblotované proteiny byly sekvenovéany v Blott zdsobniku. Piky byly
integrovany softwarem Justice Innovation s pouzitim Nelson Analytical 970 ingerfaces. Interpre-
tace sekvenci byla provedena na VAX 59000 (Henzel a kol., J. Chromatogr. 404: 41-52 [1987]).
N-koncové sekvence (s pouZitim jednopismennych kodi s nezaruCenymi zbytky v zdvorkach)
a kvantifikace ziskaného materialu (v zavorkach) jsou uvedeny v tab. 2.

Piiklad 4
Kapalné suspenzni megakaryocytopoetické stanoveni

Lidské periferalni kmenova buiky (PSC)(ziskané od souhlasicich pacientil) byly nafedény 5 na-
sobné v IMDM médiu (Gibco) a centrifugovany 15 min. pti laboratorni teploté pii 800x g. Pelety
desti¢ek byly resuspendovany v IMDM a naneseny na 60% Percoll (hustota 1,077 gm/ml) (Phar-
macia) a centrifugovany pfi 800 x g 30 min. Na rozhrani byly odsaty jednojaderné buriky s niz-
kou hustotou a byly promyty 2x IMDM a naneseny p¥i 1-2 x 10° bunék/ml v IMDM obsahujicim
30 % FBS (1 ml celkovy objem) do 24 jamek a shluky bunééné kultury (Costar). APP nebo APP
zbavena ligandu mp! byly pfidany v 10% a kultury byly péstovany 12-14 dni ve zvlhéeném inku-
batoru pfi 37 °C v 5% CO, a vzduchu. Kultury byly také péstovany v pfitomnosti 10% APP
s 0,5 mg mpl-IgG pridaného ve dnech 0,2 a 4. APP byla zbavena ligandu mpl prichodem APP
pres mpl-IgG afinitni kolonu.

Pii kvantifikaci megakaryocytopoézy v téchto kapalnych suspenznich kulturach byla pouzita
modifikace podle Solberga a kol, a byla pouZita radioznaceny mysi IgG monoklonalni protilatka
(HJ1-1D) a GPIL I, (ziskana od Dr. Nicholse, Mayo Clinic). 100 mg HP1-1D (viz Grant, B.
akol. Blood 69: 1334-1339 [1987]) bylo radioznaéeno 1mCi Na '*’I s pouzitim Enzymobeads
(Biorad, Richmond, CA) podle komerénich instrukci. Radioznateny HP1-1D byl skladovan pfi
—70 °C v PBS obsahujicim 0,01 % oktyl-glukosidu. Obvyklé specifické aktivity byly 1-2 x
10° cpm/mg (>95% precipitovalo 12,5% kyselinou trichloroctovou).

Kapalné suspenzni kultury byly pouZity pro kazdy pokus triplicitné. Po 12-14 dnech kultivace
byl 1 ml kultur pfeveden do 1,5 ml eppendorfovych zkumavek a centrifugovan pti 800xg 10 min.
pfi laboratorni teploté a vysledné pelety byly resuspendovany v 100 ml PBS obsahujiciho 0,02 %
PBS a 20 % teleciho séra. Do resuspendovanych kultur bylo pfidané 10 ng *I-HP1-1D v 50 ml
stanovovaciho pufru a byly inkubovany 60 min. pfi laboratorni teploté (RT) s ob&asnym protie-
panim. Néasledné byly buriky shromazdény centrifugaci pfi 800xg 10 min. Pii RT a promyty 2x
stanovovacim pufrem. Pelety byly odeéitany 1 min. v gama &itaci (Packard). Nespecifické vazby
byly stanoveny pfidanim 1 ml nezna¢eného HP1-1D na 60 minut pti piidani znadeného HP1-1D.
Specifické vazby byly stanoveny jako celkova '*I-HP1—1D vazba minus tyto vazby v p¥itomnos-
ti prebytku neznaceného HP1-1D. ‘
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Priklad 5

Oligonukleotidové PCR primery

Na zékladé amino-koncovych aminokyselinovych sekvenci ziskanych z 30 000, 28 000 a 18—
22 000 proteind, byly navrZeny degenerované oligonukleotidy pro pouziti jako primery polyme-
razové fetézové reakce (PCR) (viz Tab 4). Byly syntetizovany dva pooly primert, pool 20mera
se souhlasnym smérem koédujici aminokyselinové zbytky 2—8 (mpl 1) a pool protismérnych 21—
mert komplementarni k sekvencim kédujicich aminokyseliny 18-24 (mpl 2).

Tabulka 4

Pooly degenerovanych oligonukleotidovych primert

mpl 1:5°CCN GCN CCN CCN GCN TGY GA 3' (2,048-nasob.degener.) | (SEQ ID NO: 35)
mpl 2.5'NCC RTG NAR NAC RTG RTC RTC 3'(2,048-nasob.degener.) (SEQ ID NO: 36)

Veptova genomickd DNA, izolovand z veprovych periferalnich krevnich lymfocyti, byla pouzita
jako Sablona pro PCR. 50 ml reakéni smési zahrnovalo: 0,8 mg vepfové genomické DNA
v 10mM Tris—HCI (pH 8,3), 50 mM Kcl, 3mM mgCl,, 100 mg/ml BSA, 400 mM dNTPs, ImM
kazdého primerového poolu a 2,5 jednotek Tag polymerazy. Pocate¢ni denaturace $ablony byla
pti 94 °C 8 min a nasledovalo 35 cykld 45 s pfi 94 °C, 1 min. pfi 55 °C a 1 min. pfi 72 °C. Pos-
ledni cyklus byl prodlouzen na 10 min pti 72 °C. PCR produkty byly separovany elektroforézou
na 12% polyakryamidovém gelu a vizualizovany barvenim ethidium bromidem. Lze pifedpokla-
dat, 7e pokud aminokoncova aminokyselinova sekvence kodovala jeden exon, tak spravny PCR
produkt bude 69bp. DNA fragment této velikosti byl eluovan z gelu subklonovan do pGEMT
(Promega). Sekvence ti{ klont jsou uvedeny dole v tab. 5.

Tabulka 5

69 bp fragmenty vepifové genomické DNA

gem T3

5CCAGCGCCGE CAGCCTGTGA CCCCCGACTC CTAAATAAAC TGCCTCGTGA
IGCTCGCGGCG GTCGGACACT GBGGGCTGAG GATTTATITG ACGGAGCACT
TGACCACGTT CAGCACGGC [69 bp] (SEQ ID NO: 37)

ACTGGTGCAA GTCGTGCCG (SEQ ID NO: 38)

gem T7

5'CCAGCACCTC CGGCATGTGA CCCCCGACTC CTAAATAAAC TGCTTCGTGA
IGETCGTGGAG GCCGTACACT GGGGGCTGAG GATTTATITG ACGAAGCACT
GCACCACGTC CATCACGGC [69 bp] (SEQ D NO: 39)

GCTGGTGCAG GTAGTGCCG (SEQ ID NO: 40)
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gem T9

PRLLNKLLR({SEQIDNO: 32)

5’ CCAGCACCGC CGGCATGTGACCCCCGACTCCTAAATAAACTGCTTCGTGACG
FGGTCCTGGCGGLCCGTACACTCGGGGGCTCAGGATTTATTTGACGAAGCACTGC
ATCATGTCTATCACGGT 3* (SEQ ID NO: 41)

TAGTACAGATAGTGCCA 5' (SEQ ID NO: 42)

Polohy PCR primeri jsou oznaden podtrzenim bazi. Tyto vysledky potvrzuji N-koncovou sek-
venci ziskanou pro aminokyseliny 9-18 pro 30 000, 28 000 a 18-22 000 proteiny a znamenaji, Ze
tato sekvence je kddovana jednim exonem vepiové DNA.

Priklad 6
Gen lidského ligandu mpl

Na zékladé vysledkd v piikladu 5, byl 45-merovy deoxyoligonukleotid, nazvany pR45, popsin
a syntetizovan, aby mohl byt proveden screening genetické knihovny. 45-mer mé&l nasledujici
sekvenci:

5 GCC-GTT-AAG-GAC-GTG-GTC-ACG-AAG-CAG-TTT-ATT-TAG-GAG-TCG 3
(SEQ ID NO: 28)

Tento oligonukleotid byl **P—znaden s (g*’P)-ATP a T4 kinazou a pouzit ke screeningu lidské ge-
nomické DNA knihovny v Igell2 za slabé naroénych hybridizaénich a promyvacich podminek
(viz piklad 7). Byly shromazdény pozitivni klony, plak byl purifikovan a analyzovan restrikénim
mapovanim a southern blotovanim. Pro dalsi analyzu byl vybran klon &. 4.

2,8 kb fragment bamHI-Xbal, ktery hybridizoval na 45-mer, byl subklonovin do pBluescript
SK-. Parcialni sekvenovani DNA tohoto klonu bylo provedeno s pouZitim primerd oligonukleo-
tida specifickych k veprové ligandové DNA sekvenci DNA mpl. Ziskana sekvence potvrdila, ze
byla izolovana DNA koédujici lidsky homolog vepfového ligandu mpl. V sekvenci bylo detekova-
no EcoRI restrikéni misto, coz ndm umoznilo izolovat 390 bp EcoRI-Xbal fragment z 2.8 kb
BamHI-Xbal a subklonovat ho do pBluescript SK—.

Byla sekvenovana ob¢ vlakna tohoto fragmentu. Lidska DNA sekvence a vyvozena aminokyse-
linova sekvence jsou zobrazeny na obr. 9 (SEQ ID NO:3 a 4). Vyvozené polohy introni v geno-
mické sekvenci jsou také oznaCeny Sipkami, a definuji piedkladany exon (,,exon 3%).

Prozkoumani vyvozené aminokyselinové sekvence potvrzuje, Ze serinovy zbytek je prvni amino-
kyselinou zralého ligandu mpl, jak bylo stanoveno pfimou aminokyselinovou sekvenéni analy-
zou. Vyvozend aminokyselinova sekvence bezprostfedné proti sméru od tohoto kodonu velice
pfipomina signalni sekvenci zapojenou v sekreci zralého ligandu mpl. Oblast kodujici signlni
oblast je pravdépodobné prerusena na nukleotidové pozici 68 intronem.

Bylo objeveno, Ze v 3 sméru exon kon¢i na nukleotidu 196. tento exon tedy koduje sekvenci

42 aminokyselin, 16 z nich je pravdépodobné soudasti signalni sekvence z 26 z nich je soudasti
zralého lidského ligandu mpl.
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Priklad 7
c¢DNA lidského ligandu mpl plné délky

Na zéklad¢ lidské ,,exonové 3¢ sekvence (pfiklad 6) byly syntetizovany dvé nedegenerované sek-
vence odpovidajici 3 a 5 koncim ,,exonu 3¢ (tab. 6).

Tabulka 6

Lidské cDNA nedegerované PCR oligonukleotidové primery

Fwd primer; (SEQ ID NO:43)
5 GCTACG TCT AGAAAT TCG TCCTCG TGG TCATGC TTCT 3
Rys primer: 5' CAG TCT GCC GTG AAG GACATG G 3° (SEQ ID NO. 44)

Tyto dva primery byly pouzity v PCR reakcich slouzily jako Sablony DNA z riiznych lidskych
c¢DNA knihoven nebo 1 ng Quick Clone CDNA (Clonetech) z riznych tkani za podminek pouziti
v ptikladu 5. Oc¢ekavana velikost spravného PCR produktu byla 140 bp. Po analyze PCR produk-
td na 12% polyakrylamidovém gelu byl DNA fragment ofekavané velikosti detekovan v cDNA
knihovnach pfipravenych z dospélych ledvinnych bunék, 293 zarodeénych ledvinnych bunék
a cDNA pfipravené z lidskych zarode¢nych jater (Clonetech cat &. 7171-1).

Byl proveden screening cDNA knihovny zarodeénych jater v I CR2 (Clonetech cat ¢. HL1151x)
se stejnym 45-merovym oligonukleotidem, ktery byl pouZit ke screeningu lidské genomické
knihovny. Oligonukleotid byl zna¢en (*P)-ATP s pouzitim T4 polynukleotidkinazy. Byl prove-
den screening knihovny za slab& naroénych hybridizaénich podminek. Filtraty byly prehybridizo-
vany 2 hod., pak hybridizovany se vzorkem pies noc pti 42 °C a 20% formamidu, 5xSSC,
1xDenhardt s, 0,05 fosfatu sodného (pH 6,5), 0,1 % pyrofosfatu sodném, 50 mg/ml sonizované
DNA zlososiho spermatu 16 hod. Filtraty byly poté promyty v 2xSSC a poté jednou promyty
v 0,5xSSC, 0,1% SDS pti 42 °C. Filtraty byly exponovany pies noc na Kodak rentgenovy film.
Pozitivni klony byly shromaZzdény, plak byl purifikovan a velikost inzertu byla stanovena PCR
pouZzivajici oligonukleotidy lemujicich BamHI-Xbal klonujici v I DR2 (Clonetech cat. ¢. 6475—
1). 5 ml fagového materialu bylo pouzito jako zdroj $ablony.Pocateéni denaturace byla 7 min. pfi
94 °C a nasledovalo 30 cykli amplifikace (1 min.94 °C, 1 min. 52 °C a 1,5 min. 72 °C). Kone¢-
nym stupném bylo 15 min. pfi 72 °C. Klon ¢. FL2b mél 1.8 kb inzert a byl vybran pro dalsi ana-
lyzu.

Plazmid pDR2 (Clonetech, IDR2 & pDR2 Cloning and Expression System Library Protocol
Handbook, str. 42) obsahujici v IDR2 fagové rameno, byl uvolnén podle komeréniho navodu
(Clonetech, Clonetech, IDR2 & pDR2 Cloning and Expression System Library Protocol Hand-
book, str. 29-30). Restrikéni analyza plazmidu pDR2-FL2b s BamHI a Xbal ukazala pfitomnost
interniho BamHI restrukéniho mista vinzertu piiblizné v poloze 650. Digesce plazmidu
s BamHI-Xbal rozdélila inzert na dva fragmenty, jeden 0,65 kb a jeden 1,15 kg. DNA sekvence
byla stanovena s tfemi rlznymi tiidami $ablony odvozenymi z plazmidu pDR2-FL2b. DNA
sekvenovani dvouvlaknového plazmidu DNA bylo provedeno s ABI373 (Applied biosystems,
Foster City, California) automatizovanym fluorescenénim DNA sekvenatorem s pouZzitim stan-
dardnich postupd pro barevné znadené dideoxynukleosidtrifosfatterminatory (barvivové-termi-
natory) a b&zné syntetizované ,,walking" primery (Sanger a kol., proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:
5463-5467 [1977]; Smith a kol., Nature, 321: 674-679 [1986]). Pfimé sekvenovani polymerazo-
vou fetézovou reakci amplifikovanych fragmentl z plazmidu bylo provedeno ABI373 sekvenato-
rem s pouzitim béZnych primert a barvivové-terminatorovych reakei. Jednovlaknova $ablona by-
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la generovana s M13 Janus vektorem (DNASTAR, Inc., Madison, Wisconsin) (Buland a kol.,
Nucl. Acids Res., 21: 3385-3390 [1993]). BamHI-Xbal (1,15 kg) a BamHI (0,65 kb) fragmenty
byly izolovany z plazmidu pDR2-FI2b, konce doplnény s T4 DNA polymerazou v p¥itomnosti
deoxynukletidi, a poté subklonovany na Smal misto M13 Janus. Sekvenovani bylo provedeno
podle standardnich postupti pro barevné znadené M13 univerzalni a reverzni primery, nebo ,,wa-
king" primery a barvivové-terminatory. Manualni rekvenaéni reakce byly provedeny na jednore-
tézcové M13 DNA s pouzitim ,,walking® primerd a standardni dideoxyterminatorové chemie
(Sanger a kol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74: 5463-5467 [1977]), a za pouziti *’P—zna&ené a d—
ATP a Sequenase (United States Biochemical Corp., Cleveland, Ohio). Sekvendni slozeni DNA
bylo provedeno s Sequencherem V2.1b12 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Michigan).
Nukleotidova sekvence a vyvozené sekvence hML jsou uvedeny na obr. 1 (SEQ ID NO: 1).

Priklad 8
Izolace genu lidského ligandu mpl (TPO)

Lidské genomické DNA klony TPO genu bylo izolovano screeningem lidské genomické knihov-
ny vI-Geml2 s pR45, vySe popsané oligonukleotidova zkouska ze slab& naro¢nych podminek
(viz piiklad 7) nebo za vysoce naroénych podminek s fragmentem odpovidajicim 3 poloving lid-
ské cDNA kédujici ligand mp! (do BamH1 do 3 konce). Byly izolovany dva piekryvajici se
lambda klony s rozpétim 35 kb. Dva piikryvajici se fragmenty (BamHI1 a EcoRI) obsahujici
Gplny TPO gen byly subklonovany a sekvenovany. Struktura lidského genu je sloZena ze 6 exonti
se 7 kb genomické DNA (obr. 14A, B a C). Hranice v8ech spojeni exon/intron jsou shodné
s odpovidajicim prvky potvrzenymi u sav¢ich gend (Shapiro, M.B., a kol., Nucl. Acids Res. 15:
7155 [1987]). Exon 1 a exon 2 obsahuje 5 netranslatovanou sekvenci a Girovni ¢tyfi aminokyseli-
ny signalniho peptidu. Zbytek sekretorického signalu a prvni 26 aminokyselin zralého proteinu je
kédovano v exonu 3. Uplna karboxylovd doména a 3 netranslatovani oblast stejnd jako asi
50 aminokyselin domény erytropoetického typu jsou kédovany v exonu 6. Cty¥i aminokyseliny
zahrnuté v deleci pozorované v hML-2 (hTPO-2) jsou kédovany v 5 konci exonu 6.

Piiklad 9
Prechodna exprese lidského ligandu mpl (hML)

Aby byl subklonovan inzert plné délky obsazeny v pDR2-FL2B, byl plazmid kompletné diges-
tovan Xbal a poté parcialné digestovan BamHI. DNA fragment odpovidajici 1,8 kb inzertu byl
gelovée purifikovan a subklonovan v pRKS (pRKS5—hmpl I) (viz US 5 258 287 konstrukce pRKS5)
za kontroly cytomegalovirového pfimého Casného promotoru. DNA z konstrukce pRKS5-hmp! 1
byla pfipravena PEG metodou a transfekovana do 293 bungk lidskych zarodeénych ledvin udrzo-
vanych v Dulbeccosem modifikovaném Eaglové médiu (EMEM) obohaceném F-12 vyZivovou
smési, 20mM Hepes (pH 7,4) a 10 % zarode¢ného hovéziho séra. Butiky byly transfekovany
metodou fosfatu vapenatého jak je popsano v (Gorman, C. [1985] DNA Cloning: A Practical
Approach (Glover, D.M., editofi) Vol. I1, str. 143-190, IRL Press, Washington, D.C.). 36 hod. po
transfekci byla v supernatantu transfekovanych bun€k stanovena aktivita proliferativnim stano-
venim (Viz piiklad 1). Supernatant 293 bunék transfekovanych pouze s pRK vektorem nevy-
kazoval zZadnou stimulaci Ba/F3 nebo Ba/F3-mpl bun&k (obr. 12A). Supernatant bunék transfe-
kovany s pRK5-hmpl 1 nemél Zadny efekt na Ba/F3 buiiky, ale vyrazné stimuloval proliferaci
Ba/F3--mpl bunék (obr. 12A), coZ znamena, Ze tato cDNA koduje funkéné aktivni lidsky ligand
mpl.
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Priklad 10
Lidské ligandové izoformy mpl: hML2, hML3 a hML4

Aby byly identifikovany alternativné spojené formy hML, byly syntetizovany primery odpovida-
jici kazdému konci kédujici sekvence hML. Tyto primery byly pouzity v RT-PCR k amplifikaci
RNA lidskych dospélych jater. Navic byly konstruovany a podobné pouzity interni primery le-
mujici vybrané oblasti, které nas zajimaji (viz nize). Produkt pfimého sekvenovani konci pomoci
PCR ukazal jednu sekvenci odpovidajici pfesné sekvenci cDNA izolované z knihovny lidskych
zarode¢nych jater (viz obr. 1 [SEQ ID NO: 1]). OvS8em oblast blizko C—konce EPO-domény (ve
sttedu PCR produktu) vykazuje komplex sekvenci charakterem naznacujici existenci moZnych
vazebnych variant v této oblasti. Aby mohly byt izolovany tyto vazebné varianty, byly primery
uvedené v tab. 7 lemujici oblast naSeho zajmu pouzity v PCR jako Sablona pro cDNA lidskych
dospélych jater.

Tabulka 7

PCR primery lidské ML izoformy

phmplicdna.3e1: STGGGGACTTTACGTTGGGAGAATG3! (SEQ ID NO: 45)
pbx4.f2: SGOTCCAGGGACCTGGAGGTTTGS (SEQID NO: 46)

PCR produkty byly subklonovany do M13. Sekvenovéni individudlnich subklont ukazalo exis-
tenci nejméné 3 ml izoforem. Jedna znich hML (také oznaCovana jako hML;s,), je nejdelsi
formou a odpovida piesné sekvenci izolované z knihovny zarode¢nych jater. Sekvence &tyf
lidskych ligandovych izoforem mp! uvedenych od nejdel$i (hML) po nejkratsi (hML-4) jsou
uvedeny na obr. 11 [SEQ ID NO: 6,8,9 a 10]).

Priklad 11

Konstrukce a pfechodna exprese izoforem a substitu¢nich variant lidského ligandu mpl (hML2,
bML3, a hML(R153A, R154A)

Izoformy hML2 a hML3 a substituéni varianta hML(R153A, R153A) byly znovuvytvofeny
z hML s pouzitim rekombinantni PCR techniky popsané v Russell a Higuchi, v PCR Protocols,
A Guide to Methods and Applications, Acad. Press, M.A. Innis, D.H. Gelfland, J.J.Sninsky
& T.J. White Editors.

Pouzité ,,vnéj§i“ primery a jsou ukiazany vtab. 8 a ,piekryvajici se* (overlapping) primery
v tab. 9.

Tabulka 8

Vnéjsi primery

Cla.FL.F2:
5ATC GAT ATC GAT AGC CAG ACA CCC CCG CCA B3 {(SEQ 1D NO: 47)
HMPLL-R:
5GCT ACG TCT AGA CAG GGA AGG GAG CTG TAC ATG AGAS' (SEQ ID NO: 48)
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Tabulka 9

Prekryvajici se primery

hML-2:

MLA4 F: 5'CTC CTT CGA ACC CAG GGC AGG ACC 3 (SEQ ID NO: 49)
MLA4.R 5GGT CCT GCC CTG GGT TCC AAG GAG 3° {SEQ ID NO: 50}
hML-3:

hMLA116+  §'CTG CTC CGA GGA AAG GAC TTC TGG ATT 3 (SEQ ID NO: 51)
hMLA116-: 5'AAT CCA GAA GTC CTT TCC TCG GAG CAG 3 (SEQID NO: 52)

hML(R153A, R154A):
RR-KO-F: 8CCC TCT GCG TCG CGG CGG CCC CACCCAC 3 {SEQ ID NO: 53)
RR-KO-R: 5'GTG GGT GGG GCC GCC GCG ACG CAGAGG G 3 {SEQ 1D NO: 64)

VSechna PCR rozSifeni byla provedena sklonovanou Pfu DNA polymerazou (Stratagene)
s pouzitim nasledujicich podminek: po¢ateéni denaturace $ablony byla 94 °C 7 min., nasledovalo
30 cykld 1 min 94 °C, 1 min. 55 °C a 1,5 min 72 °C. Kone¢ny cyklus byl prodlouZen na 10 min
72 °C. Koneény PCR produkt byl digestovan Clal-Sbal, gelové purifikovan a klonovan
v pRK5tkneo. 293 buiiky byly transfekovany riznymi konstrukty jak je popsano vySe a super-
natant byl stanoven s pouZitim Ba/F3-mpl proliferativniho stanoveni, oviem aktivity
hML(R153A, R154A) byly podobné jako u hML, coZ znamena, Ze procesy na tomto dibazickém
misté nejsou nutné pro aktivitu (viz obr. 13).

Piiklad 12
c¢DNA mysiho ligandu mpl mML, mML-2 a mML-3
Izolace cDNA mML

DNA fragment odpovidajici uplné kddujici oblasti lidského ligandu mp! ziskdn pomoci PCR,
gelové purifikovan a nahodné znaden napojenim v p¥itomnosti *’Pd-ATP a **P-dCTP. Tento
vzorek byl pouZit pro screening 10° klonii cDNA knihovny mysich jater v IGT10 (Clontech kat.
¢. ml1001a). Duplikatni filtraty byly hybridizovany v 35% formamidu, 5xSSC, 10xDenhardt s,
0,1 % SDS, 0,05M fosfatu sodném (pH 6,5), 0,1% pyrofosfatu sodném, 10 mg/ml sonizované
lososi spermatické DNA pfes noc v pfitomnosti vzorku. Filtraty byly promyty 2xSSC a poté
promyty jednou v 0,5xSSC, 0,1 % SDS pii 42 °C. Hybridizujici fagy byly plak—purifikovany
a cDNA inzerty byly subklonovany do Eco R1 mista Bluescript SD-plazmidu. Klon ,,LD*
s 1,5 kb inzertem byl vybran pro dal$i analyzu a ob& vlakna byla sekvenovana jak je popsano
vySe pro lidskou ml ¢cDNA. Nukleotidova a vyvozena aminokyselinova sekvence z LD klonu
jsou uvedeny na obr. 14 (SEQ ID NO: 1 a 11). Vyvozena sekvence zralého ml z tohoto klonu
byla 331 aminokyselinovych zbytkl dlouh4 a byla identifikovana jako mML;;; (nebo mML-2
z dGivodu popsanych niZe). Znacena identita obou nukleotidil a vyvozenych aminokyselinovych
sekvenci byla pozorovana u domén EPO-typu téchto ml. OvSem kdyZz byly sekvence lidské
amyS$i HL polozeny vedle sebe, mysi sekvence vykazuje tetrapeptidovou deleci mezi lidskymi
zbytky 111-114 odpovidajicimi 12 nukleotidové deleci nasledujici nukleotidovou pozici 618
vyskytujici se u lidské (viz vySe) i praseéi (viz niZze) cDNA. Tedy byly testovany dalsi klony
k detekci moznych ml izoforem. Jeden klon, ,,L7¢, mé&l 1,4 kb inzert s 335 aminokyselinovou
vyvozenou sekvenci obsahujici ,,chybéjici“ tetrapeptid LPLQ. Pfedpoklada se, Ze tato forma je
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my$i ml plné délky a je oznadena jako mML nebo mML;;s. Nukleotidova a vyvozena amino-
kyselinové sekvence mML je zndzornéna na obr. 18 (SEQ ID NO: 12 a 13). Nakonec, byl izolo-
van a sekvenovan klon , L2 Tento klon ma 116 nukleotidovou deleci odpovidajici hML3 a je
tedy oznaen mML-3. Srovnani vyvozenych aminokyselinovych sekvenci téchto dvou izoforem
je ukazano na obr. 16.

Exprese rekombinantniho mML.

Expresni vektor pro mysi ml byl pfipraven v podstaté tak jak je popsano v pfikladu 8. Klony
kédujici mML a mML-2 byly subklonovany do pRK5neo, savéiho expresniho vektoru, ktery
poskytuje expresi za kontroly CMV promotoru a SV40 polyadenylaéniho signalu. Vysledné
expresni vektory, nMLpRKtkneo a mML2pRKtneo byly pfechodné transfekovany do 293 bunék
s pouzitim kalciumfosfatové metody. Po transfekci bylo médium sledovano pét dni. Buriky byly
udrzovany ve vysoce glukézovém DMEM médiu obohaceném 10% zarodeénym telecim sérem.

Exprese mySitho—mp! (mmpl) v Ba/F3 burikach.

Stabilni bun&né linie exprimujici c-mp! byly ziskény transfekei mmpl/ p RKtkneo, v podstaté tak
jak je opsano pro lidsky mpl v prikladu 1. Kratce, expresni vektor (20 mg; linearizovany) obsahu-
Jjici uplnou koédujici sekvenci mysiho mp! (Skoda, R.C., a kol., EMBO J. 12: 2645-2653 [1993]
byl transfekovan do Ba/F3 bung&k elektroporaci (5x10° bun&k, 250 volti, 960 mF) s nasledujici
selekci na neomycinovou rezistenci s 2 mg/ml G418. Exprese mpl! byla stanovena pritokovou
cytometrickou analyzou s pouzitim krali¢iho anti-myS$iho mpl-IgG antiséra. Ba/F3 buriky byly
udrzovany v RPMI 1640 médiu z WEHI-3B bunék jako zdroje IL-3. Supernatanty z 293 bunék
prechodné transfekovanych mML i mML-2 byly stanoveny v Ba/F3 buitkach transfekovanych
mmpl 1 hmpl jak je popsano v prikladu 1.

Priklad 13
c¢DNA veprového ligandu mpl: pML a pML-2

c¢DNA veptového ml (pML) ligandu byla izolovana pomoci RACE PCR. Kratce, oligo—dT pri-
mer a 2 specifické primery byly sestrojeny na zakladé sekvence exonu vepfového ml genu kédu-
jiciho aminokonec ml purifikovaného z aplastického vepiového séra. cDNA pfipravena z riznych
aplaztickych vepfovych tkani byla ziskana a amplifikovana. PCR ¢cDNA produkt s 1342 bp byl
nalezen v ledvinach a subklonovan. Nékteré klony byly sekvenovany a bylo zjisténo, ze kodujici
zraly ligand mpl (nezahrnujici kompletni sekre¢ni signal). Bylo zjisténo, ze cDNA kéduje 332
aminokyselinovy zraly protein (pMLass,), ktery ma sekvenci zobrazenou na obr. 18 (SEQ ID NO:
9a16).

Postup:

izolace pML genu a ¢cDNA. Genomické klony vepfového ml genu byly izolovany screeningem
v podstaté tak jak je popsdno v pfikladu 7. Nékteré klony byly izolovany a byl sekvenovan exon
kédujici aminokyselinovou sekvenci identickou se sekvenci ziskanou purifikovaného ml. Vepro-
va ml cDNA byla ziskana pouzitim modifikace RACE PCR postupu. Byly sestrojeny dva speci-
fické ml primery zaloZené na sekvenci vepfového ml genu. Polyadenylovand mRNA byla izolo-
vana z ledvin aplastickych vepit v podstaté tak jak bylo diive popsano. cDNA byla pfipravena
pomoci reverzni transkripce s BamdT primerem

(BamdT: 5 GACTCGAGGATCCATCCGATTTTITTTTTTTTTTTTT3) (SEQ ID NO: 55)

ptimo proti polyacenosinovanému prodlouzeni mRNA. Uvodni cyklus PCR amplifikace (28 cyk-
14 95 °C 60 s, 58 °C 90 s) byl proveden s pouzitim ml specifického h—pfedsunutého-1 primeru
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(h-predsunuty—1:5 GCTAGCTCTAGAAATTGCTCCTCGTGGTCATGCTTCT 3)
(SEQ ID NO: 43)

a BAMAD primeru
(BAMAD: 5 GACTCGAGGATCCATCG3) (SEQ ID NO: 56)

v 100 ml reakéni smési (50 mM KCl, 1,5 mM mgCl,, 10mM tris pH 8,0, 0,2 mM dNTPs,
0,05 U/ml Amplitaq polymerazy [Perkin Elmer Inc.]). Produkt PCR byl poté digesterovan Clal,
extrahovan fenol-chloroformem (1:1), vysraZen ethanolem, a libovan na 0, 1 mg Bluescript SK~
vektor (Stratanene Inc.), ktery byl st€pen Clal a Kpnl. Po inkubaci dvé hodiny pfi laboratorni
teploté byla ¢tvrtina ligaéni smési ptidana piimo do druhé cyklu PCR (22 cykli jak je popsano
vyse) s pouzitim druhého ml specifického predsunutého — 1 primeru

(ptedsunuty—1:5 GCTAGCTCTAGAAGCCCGGCTCCTCCTGCCTG 3) (SEQ ID NO: 57)

a T3-21 (oligonukleotid, ktery se vaZe na sekvenci sousedni k nasobné klonovaci oblasti v Blues-
cript SK—vektoru):

(5 CGAAATTAACCCTCACTAAAG 3) (SEQ ID NO: 58).

Vysledné PCR produkty byly digestovany pomoci Xbal a Clal a subklonovany na Bluescript
SK-. Nékteré klony z nezavislych PCR reakci byly sekvenovany.

Opét byla identifikovana druha forma, oznadena jako pML-2, kédujici protein s deleci Ctyfi
aminokyselinovych zbytki (328 aminokyselinové zbytky) (viz obr. 21 [SEQ ID NO: 21]). Srov-
nani pML a pML-2 aminokyselinovych sekvenci ukazuje, ze pML-2 je identicka krom¢ tetra-
peptidu QLPP odpovidajiciho zbytkim 111-114 v&etné, které podléhaji deleci (viz obr. 22 [SEQ
ID NO: 18 a 21]). Ctyii aminokyselinové delece pozorované v mysi, lidské a veptové ml cDNA
se objevuji na pfesné stejném misté ve vyvozeném proteinu.

Priklad 14
CMK stanoveni trombopoetinové (TPO) indukce exprese destickového antigenu GPILIII,

CMK buiiky byly udrZovany v RMPI 1640 médium (Sigma) obohaceném 10% zarode¢nym
vepfovym sérem a 10mM glutaminem. P¥i piipravé stanoveni byly buriky shromaZzdény, promyty
a resuspendovany p¥i 5x10° bunék/ml v GIF médiu bez séra obohacenym 5mg/l hovézim inzuli-
nem, 10mg/l a po—transferinem, 1 X stopovymi prvky. Do 96 jamkové desticky s jamkami s plo-
chym dnem byl pfidan TPO standard nebo experimentélni vzorky do kazdé jamky s pfisluSnym
fedénim v 100ml objemu. Do kaZdé jamky je ptidano 100 ml CMK buné&né suspenze a desticky
jsou inkubovény pfi 37 °C, v 5% CO, inkubatoru 48 hodin. Po inkubaci byly desticky odstiedény
pfi 1000 ot/min pfi 4 °C 5 min. Supernatant byl odstranén a do kazdé jamky bylo pfidano 100 ml
FITC—konjugované GPIL,III, monoklonalni 2D2 protilatky. Néasledovala inkubace pifi 4 °C
1 hod., destiky byly znovu odstfedény pii 1000 ot/min 5 min. Supernatanty obsahujici nenavaza-
nou protilatku byly odstranény a do kazdé jamky bylo ptidano 0,1% BSA-PBS promyvaciho
roztoku. 0,1 % BSA-PBS promyvaci krok byl téikrat zopakovan. Busiky byly poté analyzovany
na FASCAN s pouzitim jednoparametrové analyzy méfici intenzitu relativni fluorescence.
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Priklad 15

DAMI stanoveni trombopoetinu (TPO) méfenim endomitotické aktivity DAMI bun&k na
96 jamkové mikrotitrani desticce

DAMI burtiky byly uchovavany v IMDM + 10 % kotiského séra (Gibco) obohaceném 10mM glu-
taminem, 100 ng/ml Penicilinem G, a 50 mg/ml streptomycinem. Pfi p¥ipravé a stanoveni byly
butiky shromazdény, promyty a resuspendovany pii 1x10° bundk/ml v IMDM + 1 % kotiského
séra. Na 96—jamkovou desticku s kulatym dnem bylo do DAMI bun&né suspenze p¥idano
100 ml TPO standardu nebo experimentalnich vzorkid. Builky byly poté inkubovany 48 hodin pii
37 °C v 5% CO, inkubatoru. Po inkubaci byly desticky odstfedény v Solvall 600B centrifuze pfi
1000 ot/min 5 min. pfi 4 °C. Supernatanty byly odebrany a bylo opakovéno promyti 200 ml
PBS-0, 1 % BSA. Buiiky byly fixovany pfidanim 200 ml ledové chladného 70% ethanol-PBS
a resuspendovany aspiraci.Po inkubaci pfi 4 °C 15 min. byly desticky odst¥edény pii 2000 ot/min
5 min. a do kaZdé jamky bylo pfiddno 150 ml 1 mg/ml RNAzy obsahujici 0,1 mg/ml propidium-
jodidu a 0,05 % Tweenu-20. Po 1 hod. inkubaci pti 37 °C byly zmé&feny zmény obsahu DNA
prutokovou cytometrii. Polyploidita je méfena a kvantifikovana nasledovné:

(% bunék v >G2+M/%bunék v <G2+M) s TPO

Normalizovany polyploidni pomér (NPR) =
(% bunék v >G2+M/%bunék v <G2+M) v kontrole

Priklad 16

Trombopoetinové (TPO) in vivo stanoveni

(Mysi destickové revazebné stanoveni)

In vivo stanoveni pro **S stanoveni produkce destitek

Mysi C57BL6 (ziskané od Charlesa Rivera) byly intraperitonaln& (IP) injektovany 1 ml koziho

anti-mysiho destickového séra (6 amps) v den 1, aby vznikla trombocytopenie. Ve dnech 5a 6

mysi dostaly dvé IP injekce faktoru nebo PBS jako kontroly. V den 7 bylo intravendzné injekto-

vano 30 mCi Na,*’SO, v 0,1 ml solného roztoku a bylo méfeno procento **S inkorporace z injiko-

vané davky do cirkulujicich destiéek ve vzorcich krve ziskanych z 1é€enych i kontrolnich mysi.
Odecet desticek a leukocytil byl proveden ihned po ziskani krve zretro—orbitainiho sinusu.

Ptiklad 17
KIRA ELISA pro trombopoetin (TPO) métfenim fosforylace mplRse.gD chimémiho receptoru
Lidsky mpl receptor byl objeven Vigonem a kol., PNAS, USA 89: 5640-5644 (1992). Chiméric-

ky receptor obsahujici extracelularni doménu (EDC) mpl receptoru a transmembrinovou (TM)
a intracelularni doménu (ICD) Rse (Mark a kol., J. of Biol. Chem. 269 (14): 10720-10728

[1994]) s karboxyl-koncovym praporcovym polypeptidem (tj. Rse.gD) byl pfipraven pro zde
popsané KIRA ELISA stanoveni. Viz obr. 30 a 31, kde je uvedeno schéma stanoveni.

(a) Postup ziskani agens

Monoklonalni anti-gD (klon 5B6) byl ptipraven proti peptidu z Herpes simplex virového glyko-
proteinu D (Paraborsky a kol., Protein Engineering 3(6): 547553 [1990]). Purifikovany zasobni
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materidl byl upraven na 3,0 mg/ml ve fosfitem pufrovaném solném roztoku (PBS), pH 7,4
a 1,0 ml alikvoty byly uchovavany pti—20 °C.

(b) Priprava anti—fosfotyrosinové protilatky

Monoklonélni anti—fosfotyrosin, klon 4G10, byl ziskan v UBI (Lake Placid, NY) a byotinylovan
s pouZitim dlouhoramenného biotin—N-hydroxysukcinimidu (Biotin—X-NHS, Research Orga-
nics, Cleveland, OH).

(¢) Ligand

Ligand mpl byl piipraven zde popsanymi rekombinantnimi technikami. Purifikovany ligand mp!
byl uchovavan pti 4 °C jako zasobni roztok.

(d) Piiprava Rse.gD nukleové kyseliny

Syntetické dvouvlaknové oligonukleotidy byly pouzity pro pietvoreni kédujici sekvence pro C—
koncovy 10 aminokyselin (880-890) lidské Rse a pt¥idani dalsich 21 aminokyselin obsahujicich
epitop pro protilatku 5B6 a stop kodon. Tabulka 10 ukazuje vyslednou sekvenci syntetické &asti
fazniho genu.

Tabulka 10

Synteticka dvouvlaknova ¢ast lidského Rse fuzniho genu

Kédujicl vidkno: (8EQ
5TGCACGAAGGGCTACTGCCACACTCGAGCTGCBCAGATGCTAGCCTCAAGA | ID NO:
TGGCTGATCCAAATCGAATCCGCGGCAAAGATCTTCCGGTCCTGTAGAAGCTS' | 59)

Nekodujici (protismérné) vidkno (SEQ
5'AGCTTCTACAGGACCGGAAGATCTTTGCCGCGGAATCGATTTGGATCAGCCA | 1D NO:
TCTTGAGGCTAGCATCTGCGCAGCTCGAGTGTGGCAGTAGCCCTTGCTGCAS | 60)

Syntetickd DNA byla ligovana s cDNA koédujici aminokyseliny 1-880 lidského Rse na Pstl misté
zaCinajicim na nukleotidu 2644 publikované lidské Rse cDNA kodujici sekvence (Mark a kol.,
Journal of Biological Chemistry 269(14); 10720-10728 [1994]) a HindIII mistech v polylinkeru
expresniho vektoru pSV17.ID.LL (viz ob.r. 32 A-L, SEQ ID NO: 22) za vzniku expresniho
plazmidu pSV.ID.Rse.gD. Kratce, expresni plazmid obsahuje dicistronicky primarni transkript,
ktery obsahuje sekvenci kédujici DHFR vazany 5 spojovacim donorem a 3 spojovacim akcepto-
rem intronovych spojovacich mist, nasledovany sekvenci donorem a 3 spojovacim akceptorem
intronovych spojovacich mist, nasledovany sekvenci ktera kéduje Rse.gD. Message plné délky
(nezkraceny) obsahuje DHFR jako prvni ¢teci ramec a tedy generuje DHFR protein, coZ umoz-
nuje selekei stabilnich transformantu.

(e) Priprava mpl-Rse.gD nukleové kyseliny

Expresni plazmid pSV.ID.Rse.gD pfipraveny jak je popsano vySe byl modifikovan za vzniku
plazmidu pSV .ID.M.tmRd6, ktery obsahuje kddujici sekvence ECD lidského mp! (aminokyseliny
1-491) fizované do transmembranové domény a intracelularni domény Rse.gD (aminokyseliny
429-911). K navazani kodujici sekvence Casti extracelularni domény lidského mpl/ na ¢ast Rse
kédujici sekvence ve druhém kroku PCR klonujici reakce byly pouzity syntetické oligonukleoti-
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dy, jak popsal Mark a kol., J. Biol. Chem. 267: 26166-26171 [1992]. V prvni reakci PCR byly
pouZity primery M1

(5-TCTCGCTACCGTTTACAG-3") (SEQ ID NO: 61)
a M2
(5-CAGGTACCCACCAGGCGGTCTCGGT-3Y) (SEQ ID NO: 62)
s mp! cDNA Sablonou a R1
{5'-GGGCCATGACACTGTCAA-3") (SEQ ID NO: 63)
aR2
(6-GACCGCCACCGAGACCGCCTGGTGGGTACCCTGTGGTCCTT-3)
(SEQ ID NO: 64)

s Rse cDNA 3ablonou. Pvull-Smal &ast tohoto fuzniho spojeni byla pouZita pro konstrukci chi-
mérniho receptoru plné délky.

(f) Bunééna transformace

DP12.CHO butiky (EP 307 247 publikovany 15. bfezna 1989) byly elektroporovany
s pSV.ID.M.tmRd6, ktery byl linearizovan na specifickém Notl misté v patefi plazmidu. DNA
byla vysraZena ethanolem po fenol/chloroform extrakci a resuspendovéna v 20 ml 1/10 Tris
EDTA. Potom bylo 10 ml DNA inkubovano s 10’ CHO DP12 bungk v 1 ml PBS na ledu 10 mi-
nut pred elektroporaci pii 400 voltech a 330mf. Buiiky byly vriceny na 10 minut na led pied
nanesenim na neselektivni médium. Po 24 hodinach byly butiky Ziveny médiem bez nukleosidi,
aby byly selektovany stabilni DHFR+ klony.

(g) Selekce transformovanych bunék pro pouzity v KIRA ELISA

Klony exprimujici MPL/Rse.gD byly identifikovany Western blotem celého buné&ného lyzétu po
frakcionaci SDS-PAGE s pouzitim protilatky 5B6, ktera detekuje gD epitopovy praporek.

(h) Médium

Buiiky byly péstovany v F12/DMEM 50:50 (Gibco/BRL, Life Technologies, Grand Island, NY).
Médium byly obohaceny 10 % diafiltrovaného FBS (GyClone, Logan, Utah), 25mM HEPES
a 2mM L—-glutaminem.

(i) KIRA ELISA

Mpl-Rse.gD transformované DP12.CHO butiky byly naotkovany (3x10* na jamku) do jamek
96-jamkové kultivatni desticky s plochym dnem v 100 ml média a kultivovany pfes noc pfi
37°C v 5% CO,. Nasledujici rano byly jamkové supernatanty dekantovany, a desti¢ky byly
lehce osuseny papirovym ruénikem. Do kazdé jamky bylo p¥idano 50 ml média obsahujiciho bud’
experimentalni vzorky nebo 200, 50, 12,5, 3.12, 0.78, 0,19, 0.0048 nebo 0 ng/ml ligandu mpl.
Buriky byly stimulovani pii 37 °C 30 min., supernatanty byly dekantovany a desti¢ky bylo znovu
jesté jednou suSeny na papirovém ruéniku. Do kazdé jamky bylo pfiddno 100 ml lyzniho pufiu,
aby byly buriky Iyzovany a solubilizovany chimérické receptory. Lyzni pufr se sklada ze 150mM
NaCl obsahujici mM HEPES (Gibco), 0,5% Tritonu—X (Gibro), 0,01 % thimerosalu, 30 KIU/ml
aprotinu (ICN Biochemicals, Aurora,0OH), 1mM hydro—chloridu 4-(2-aminoethyl)-benzen-
sulfonylfluoridu (AEBSF; ICN Biochemicals), 50 M leupeptinu (ICN Biochemicals), a 2 mM
orthovanadi¢nanu sodného (Na;VO,; Sigma Chemical Co, St. Louis, MO), pH 7,5. Destitka byla
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mirn€ protfepdna na destiCkové tiepaéce (Bellco Instruments, Vineland, NJ) 60 min. pii labo-
ratorni teploté.

Zatimco byly buiiky solubilizovany, ELISA mikrotitraéni destitka (Nunc Maxisorp, Iner Med,
Denmark) byl pokryta pfes noc pfi 4 °C 5B5 monoklondlni anti-gD protilatkou (5,0 mg/ml
v 50 mM karbonatovém pufru, pH 9,6, 10 ml/jamku), byla dekantovana, usuSena na papirovém
runiku a blokovana s 150 ml/jamku blokovaciho pufru [PBS obsahujici 0,5 % BSA (Intergen
Company, Purchase, NY) a 0,01 % thimerosalu] 60 minut pfi laboratorni teploté za mirného
tfepani. Po 60 min. byla anti-gD 5d6 pokryta desti¢ka promyta 6 krat promyvacim pufrem (PBS
obsahujici 0,05% Tween-20 a 0,01 % thimerosal) s pouZitim automatizovaného destitkového
promyvace (ScanWasher 300, Skatron Instruments, Inc, Sterling, VA).

Lyzat obsahujici solubilizovany MPL/Rse.gD z bun&éné kultury mikrotitraéni desti¢ky byl nane-
sen (85 ml/jamku) do anti-dD 5B6 pokrytou a blokovanou ELISA jamku a inkubovén 2 hod. pti
laboratorni teploté s mirnym tfepanim. Nenavazany mpl—Rse.gD byl odstranén promytim promy-
vacim pufrem a 100 ml biotinylovaného 4G10 (anti—fosfotyrosinu) nafedéného 1:180000 v fedi-
cim pufru (PBS obsahujicim 0,5% BSA, 0,05% Tween—20, 5 mM EDTA a 0,01 % thimerosalu),
tj. na kazdou misku 56 ng/ml. Desticka byla inkubovéana 30 minut pfi laboratorni teplot& p¥i mir-
ném ttepani. Volné avidin—konjugéty byly odstranény promytim a do kazdé misky bylo ptidano
100 ml Cerstvé pripraveného substratového roztoku (tetramethylbenzidin [TMB]; 2-slozkovy
substratovy kit, Kirkegaard a perry, gaithersburt, MD). Reakce probihala 10 min. a potom bylo
vyvijeni barvy ukonCeno piidanim 1,0 M H;PO, 100 ml/jamku. Byla ode&tena absorbance pii
450 nm s referenéni vinovou délkou 650 nm (ABS4s6s0), S pouzitim vmax desti¢kového ode-
Citae (Molecular Devices, Palo Alto, CA) za kontroly Macintosh Centris 650 (Apple Computers,
Cupertino, CA) a DeltaSoft software (BioMetallics, Ing, Princeton, NJ).

Standardni kfivka byla generovana stimulaci dp12.trkA, B nebo C.gD bungk s 200, 50, 12.5,
3,12, 0,78,0,19, 0,048 nebo 0 ng/ml ligandu mpl a prezentovana jako koncentrace které byly zis-
kany interpolaci jejich absorbance na standardni k¥ivee a byly exprimovény v rozsahu ng/ml TPO
aktivity.

Bylo zjidténo, Ze ligand mpl je schopen aktivovat chiméricky receptor mp/-Rse.gD v koncent-
ratné zavislym a ligandové specifickym zptisobem. Déle bylo zjist€no, Ze mpl-Rse.gD KIRA—
ELISA snasi az 100% lidské sérum (je uvedeno) nebo 100% plazmu (neni uvedeno), coz umoiz-
fiuje snadny screening pacientti a pK vzorkd.
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Kiivka 293-produkovaného TPO;3,
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Shrnuti TPO EC50
TPO forma (buriky) EC50 (hm/obj) EC50 {(molarita)
Hu TPO 332 (293) 2,56 ng/ml 67,4 pM
Mu TPO 332 (293) 3,69 ng/mi 97,1 pM
Hu TPO 153 (293) -41 ng/ml -1,08 nM
Hu TPO 155 (E. coli) 0,44 ngimi 11,6 pM
Hu TPO 153met (E.coli) 0,829 ng/ml 21,8 pM

Piiklad 18
Na receptoru zaloZena ELISA pro Trombopoetin (TPO)

ELISA desti¢ky byly potazeny krali¢im F(ab), anti-lidskym IgG (Fc) v pH 9,6 karbonatového
pufru pfi 4 °C pfes noc. Desti¢ky byly blokovany 0,5 % hovéziho sérového albuminu v PBS pfi
laboratorni teploté jednu hodinu. Produkt fermentace obsahujici chiméricky receptor, mpl-IgG,
byl p¥idan na desti¢ky a inkubovan 2 hod. Dvojnasobné sériové feSeni (0,39-25) standardu
(TPO332) produkovaného v 293 buiikich s koncentraci stanovenou kvantitativni aminokyselino-
vou analyzou) a sériové nafedéné vzorky v 0,5% hovézim sérovém albuminu, a 0,05% Tween 20
byly pfidany na desti¢ky a destiky byly inkubovany 2 hodiny. Navazany TPO byl detekovéan
proteinem A purifikovanych, bionylinovanych krali¢ich protilatek k TPO;ss, které byly produko-
vany vE. coli (1hod inkubace), a néasledovala streptavidinperoxiddza (30 min. inkubace)
a 3,3,5,5~tetramethylbenzidin jako substrat. Absorbance byla ode&tena pii 450 nm. Desticky byly
mezi jednotlivymi kroky promyty. Byla sestrojena standardni kfivkas pouzitim Ctyf-parametrové
kfivky podle programu Kaleidagraph. Koncentrace vzorkii byly vypocitany ze standardni kfivky.
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Ptiklad 19

Exprese a purifikace TPO z 293 bunék

1. Ptiprava 293 bunéénych expresnich vektord

cDNA odpovidajici TPO tplnému otevienému ¢tecimu ramcei byla ziskiana pomoci PCR s pouzi-
tim nasledujicich oligonukleotidi jako primer:

Tabulka 11

293 PCR Primery

Cla.FL.F:5'ATC GAT ATC GAT CAG CCA GAC ACC CCG GCC AGY (SEQ 1D NO: 65)
hmp!l—R:S’GCT AGC TCT AGA CAG GGA AGG GAG CTG TAC ATG (SEQ ID NO: 48)
AGA 3'

PRK5-h mpl (popsany v piikladu 9) byl pouzit jako Sablona pro reakei v ptitomnosti pfu DNA
polymerézy (Stratagene). Pocate€ni denaturace byla provedena 7 min. 94 °C a nésledovalo
25 cykld amplifikace (1 min. 94 °C, 1 min. 55 °C a 1 min. 72 °C). Nakonec nasledovalo 15 min.
72 °C. PCR produkt byl purifikovan a klonovan mezi restrikéni mist Clal a Xbal plazmidu
pRKS5tkneo, pRDS5 odvozeného vektoru modifikovaného pro expresi genu neomycinové rezis-
tence za kontroly thymidinkindzovym promotorem, aby byl ziskidn vektor kpRK5tkneo.ORF.
Sekundarni konstrukt odpovidajici epo homologni doméné byl generovan stejnym zplsobem
s pouzitim Cla.FL.F jako Givodni primeru a nasledujiciho reverzniho primeru:

Arg.STOP.Xba: 5TCT AGA TCT AGA TCA CCT GAC GCA GAG GGT GGA CC 3
(SEQ ID NO: 66)

Koneény konstrukt se nazyva pRK5-tkneoEPO-D. Sekvence obou konstruktii byla ovéfena jak
je popsano v piikladu 7.

2. Transfekce lidskych zarode¢nych ledvinovych bunck

Tyto dva konstrukty byly transfekovany do lidskych zarode¢nich ledvinovych bunék CaPO, me-
todou jak je popsano v pfikladu 9.24 hodin po transfekci byla zapocata selekce na neomycin
rezistentnich klond v pfitomnosti 0,4 % mg/ml G418.0 10 az 15 dni pozdé&ji byly jednotlivé kolo-
nie pieneseny do 96jamkovych destiCek a ponechany rist do shlukd. Exprese ml;s; nebo mlss;
z téchto klonid v obohaceném médiu byla stanovena s pouzitim Ba/F3-mp! proliferativniho stano-
veni (popsaného v pfikladu 1).

3.  Purifikace thMLs3,

293—rhML;;, obohacené médium bylo naneseno na Blue—Sepharose (Pharmacia) kolonu, ktera
byla ekvilibrovana v 10mM fosfatem sodnym pH 7,4 (pufr A). Kolona byla nasledné promyta
pufrem A a pufrem A obsahujicim 2M mocovinu, 10 objemy kolony kazdym. Kolona byla eluo-
vana pufrem A obsahujicim 2M mocovinu a 1M NaCl. Eluat z BlueSepharose byl pfimo nanesen
na WGA-Sepharose kolonu ekvilibrovanou pufrem A. AHA-Sepharose kolona byla poté pro-
myta 10 objemy kolony pufru A obsahujiciho 2M mocovinu a 1M NaCl a eluovana stejnym puf-
rem obsahujicim 0,5% N-acetyl-D—glukosamin. WGA—Sepharose eluat byl nanesen na C4-—
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HPLC kolonu (Synchrom, Inc.) ekvilibrovanou, 0,1% TFA. C4-HPLC kolona byla eluovéana dis-
kontinudlnim propanolovym gradientem (0-25%, 25-35%, 35~70%). Bylo zji§téno, Ze rhML;3,
je eluovan v 28-30% oblasti gradientu propanolu. Pfi SDS-PAGE migroval purifikovany
rthML,;; jako Siroky pas v 6880 oblasti gelu (viz obr. 15).

4, Purifikace rhML,s;

293-thML,s; obohacené médium bylo rozdéleno na Blue-Sepharose jako je uvedeno pro
rhML;3,. Blue Sepharose eluat byl pfimo nanesen na mpl—afinitni kolonu jako je popséno vyse.
RhML;s; eluovany z mpl-afinitni kolony byl purifikovan do homogenity s pouZitim C4-HPLC
kolony za stejnych podminek, které jsou popsany pro rhMLss,. Pfi SDS-PAGE se rhML;s; délil
do dvou hlavnich a dvou mensinovych past s Mr 18000-21000 (viz obr. 15).

Ptiklad 20

Exprese a purifikace TPO z CHO

1. Popis CHO expresnich vektori

Expresni vektory pouzité v elektroporacnich postupech popsanych niZe byly oznaceny:

pSVI5S.ID.LL.MLORF (plna délka nebo hTPOs;,) a
pSV15.ID.LL.MLEPO-D (zkraceny nebo hTPO;s3).

Vyznamné rysy téchto plazmidi jsou uvedeny na obr. 23 a 24.

2. Piiprava CHO expresnich vektord

c¢DNA odpovidajici TPO tplného otevienému ¢Etecimu ramci byla ziskana pomoci PCR s pouzi-
tim oligonukleotidovych primerd podle tab. 12.

Tabulka 12

CHO expresni vektorové PCR primery

Cla.FL.F2 5ATC GAT ATC GAT AGC CAG ACA CCC CGG CCA G 3 (SEQ ID NO: 47)
ORF.Sal 5’ AGT CGA CGT CGA CGT CGG CAG TGT CTG AGA ACC3' | (SEQ ID NO: 67)

PRKS5-hmp! I (popsany v piikladu 7 a 9) byl pouZit jako Sablona pro reakci v pfitomnosti pfu
DNA polymerazy (Stratagene). Pocatecni denaturace byla proveden 7 min. 94 °C a nasledovalo
25 cykld amplifikace (1 min. 94 °C, 1 min. 55 °C a 1 min. 72 °C). Nakonec nasledovalo 15 min.
72 °C. PCR produkt byl purifikovan a klonovan mezi restrikéni mista Clal a Sall plazmidu
pSVI15.ID.LL za ziskani vektoru pSVIS.ID.LL.MLORF. Sekundarni konstrukt odpovidajici epo
homologni doméné byl generovan stejnym zplsobem s pouzitim Cla.FL.F2 jako tivodniho prime-
ru a nasledujiciho reverzniho primeru:

EPOD.Sal 5’AGT CGA CGT CGA CTC ACC TGA CGC AGA GGG TGG ACC 3’
(SEQ ID NO: 68)

Kone¢ny konstrukt se nazyva pSVI1.ID.LL.MLEPO-D. Sekvence obou konstruktl byla ovéfena
jak je popsano v prikladu 7 a 9.
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Stru¢ng, kodujici sekvence pro plnou a zkracenou délku ligandu byla zavedena do nasobného
klonovaciho mista CHO expresniho vektoru pSVIS.ID.LL. Tento vektor obsahuje SV40 &asnou
promotor/enhancer oblast, modifikovanou spojovaci jednotku obsahujici my$i DHFR cDNA, na-
sobné klonovaci misto pro zavedeni sledovaného genu (v tomto pfipadé popsané TPO sekvence),
libovolného SV40 polyadenylacniho signalu a zahajovade replikace a beta laktaméazového genu
pro plazmidovou selekci a amplifikaci v bakterii.

3. Metodologie pro zajisténi stabilnich CHO buné&nych linii exprimujicich rekombinantni lid-
Sk}” TPO332 a TP0153

a. Popis CHO rodi¢ovské bun&tné linie

Hostitelské CHO (Chinese Hamster Ovary) buiiky pouZité pro zde popsanou expresi TPO mole-
kul jsou znamé jako CHO-DP12 (viz EP 307 247 publikovany 15. biezna 1989). Tato savéi bu-
néfna linie byla klonov€ selektovana ztransfekéni rodiGovské linie (CHO-K1 DUX-
B11(CHFR~)- ziskané od Dr. Franka Lea z Stanford University s povolenim Dr. L. Chasina)
s vektorem exprimujicim preproinzulin za ziskani klond s redukovanou potiebou inzulinu. Tyto
buiiky byly také DHFR minus a klony byly vybrany pro pfitomnost CHFR ¢cDNA vektorovych
sekvenci riistem na médiu bez nukleosidovych zdroji (glycin, hypoxanthin a thymidin). Selek&ni
systém pro stabilné exprimujici CHO bunééné linie je béZné pouzivany.

b. Transfekéni metoda (elektroporace)

TPO33, a TPO;s3 exprimujici bunééné linie byly pfipraveny transfekci DP12 bunék elektroporaci
(viz napf. Andeaso, G.L. J. Tiss. Cult, Meth 15,16 [1993]) s linearizovanym pSV15.ID.LL.-
MLORF nebo pSVIS.ID.LLMLEPO-D plazmidem, respektive. Tii reakéni smési restrikénich
enzymil byly pfipraveny pro kazdé plazmidové $té€peni; 10 mg, 25 mg a 50 mg vektoru s enzy-
mem NOTI podle standardnich metod molekularni biologie. Tato restrikéni mista se nalézaji ve
vektoru pouze jednou v lineariza¢ni oblasti 3 a mimo ligandovou transkripéni jednotku TPO (viz
obr. 23). 100 ml reakéni smési reagovalo ptes nos pii 37 °C. Nasledujici den byla smés jednou
extrahovana fenol-chloroform—isoamylalkoholem (50:49:1) a vysrazena ethanolem na suchém
ledu jednu hodinu. Precipitat byl poté 15 minut centrifugovan a vysuSen. Linearizovani DNA
byla resuspendovana v 50 ml Ham s DMEMF12 1:1 média obohaceného standardnimi antibio-
tiky a 2mM glutaminu.

V suspenzi rostouci DP12 buiiky byly shromazdény, jednou promyty v médiu popsaném pro re-
suspendaci DNA a nakonec resuspendovany ve stejném médiu pti koncentraci 10’ bungk na
750 ml. Alikvoty bunék (750 ml) a kazda linearizovana smé&s DNA byly inkubovany dohromady
pii laboratorni teploté jednu hod. a poté pfevedeny do BRL elektroporaéni komory. Kazda reaké-
ni smés byla poté elektroporovana v standardnim BRL elektroporaénim pfistroji pfi 360 V
a 330 mF a nizké kapacitanci. Po elektroporaci byly builky ponechany v pfistroji 5 minut a poté
byly ponechany na ledu dalsich 10 min. Elektroporované buiiky byly pfevedeny do 60mm bun&g-
nych kultivacnich misek obsahujicich 5 ml standardniho kompletniho ristového média pro CHO
buriky (vysoce glukézové DMEM-F12 50:50 za glycinu obohacené 1X GHT, 2mM glutaminu,
5 % zarodecného teleciho séra) a ponechana rust pies noc pii 5 % CO, v bunééném kultivadni
inkubatoru.

c. Selekéni a screeningové metody

Nasledujici den byly buiiky trypsinem odstranény z destiek standardnimi metodami a pfevedeny
do 150 mm tkatiovych kultiva¢nich misek obsahujicich DHFR selektivni médium (Ham
s DMEM-F12, 1:1 médium popsané vySe obohacené 2% nebo 5% dialyzovanym telecim zaro-
de¢nym sérem ale neobsahujicim glycin, hypoxanthin a thymidin). Buiiky z kazdé 60mm misky
byly ptemistény n 5/150 mm misku. Buriky byly poté inkubovany 10 az 15 dni (s jednou vymé-
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nou média) pti 37 °C/5 % CO, dokud se nezadaly objevovat klony a postadujici velikost k preno-
su do 95jamkovych misek. Po periodé 4-5 dni byly bun&né linie pteneseny do 96 jamkovych
misek sterilnimi Zlutymi $pickami. Pipettmanem 50 ml. Buiiky byly ponechany rist do shlukii
(obvykle 35 dni) a poté byly misky trypsinizovany a byly reprodukovany 2 kopie originalni mis-
ky. Dv& z téchto kopii byly kratkodobé skladovany v mrazicim boxu s butikami v kazdé jamce
rozpusténymi v 50 ml 10% FCS v DMSO. 5 dni kondiciované bez sérové vzorky média byly sta-
noveny u splyvajicich jamek v tfeti misce na TPO expresi pfes stanoveni aktivity na bazi Ba/F
bunek. Klony s nejvétsi expresi na zékladé tohoto stanoveni byly vyjmuty ze zasobniku a p¥ene-
seny do 2 spojenych 150mm T-bunék pro prevedeni skupiny bun&¢né kultury do suspenzni adap-
tace, re—stanoveni a uloZeni.

d. Postup amplifikace

Nekteré z bunéénych linif z nejvys§im titrem z vyb&ru popsaného vyse byly nasledné podrobeny
standardnimu amplifikaénimu postupu za vzniku kloni s vy$§im titrem. CHO bunééné klony by-
ly roz3ifeny a naneseny na 10cm misky pfi 4 koncentracich methotrexatu (tj. 50nM, 100nM,
200nM a 400nM) a pfi dvou nebo tfech riznych mnozstvich bunék (10°, 5x10° a 10° bungk na
misku). Tyto kultury byly poté inkubovény pii 37 °C/5 % CO, dokud se neobjevily klony a byly
schopné prenosu do 96jamkovych misek pro dalsi stanoveni. N&které klony s vysokym titrem
z tohoto vybéru byly opét vystaveny vy$sim koncentracim methotrexatu (napf. 600nM, 800nM,
1000nM a 1200nM) a jako ptedtim bylo vy&kano objeveni rezistentnich klond a pak byly piene-
seny do 96jamkovych misek a stanoveny.

4. Kultivace stabilnich CHO buné&énych linii exprimujicich rekombinantni lidsky TPO;;,
aTP 0153

Skladované butiky byly ponechany roztat a bunééna populace byla rozmnoZena standardnimi me-
todami buné¢ného ristu v médiu se sérem nebo bez séra. Po namnoZeni do potiebné bundéné
hustoty byly buiiky promyty, aby bylo odstran&no natravené bun&&né kultivaéni médium. Buiiky
byly poté kultivovany jakoukoliv standardni metodou zahrnujici: davkovou, vsadkovou nebo
kontinualni kultivaci pti 25-40 °C, neutralni pH, obsah rozpusténého 0, nejméné 5 % pokud byl
akumulovan vyznamné vyluovany TPO. Buné&&na tekuta kultura je poté separovana od bungk
napf'. centrifugaci.

5. Purifikace rekombinantniho lidského TPO z CHO kultivadni tekutiny

Ziskana tekutina bunééné kultury (HCCF) je pfimo nanesena na Blue Sepharose 6 Fast Flow
kolonu (Pharmacia) ekvilibrovanou 0,01M Na fosfatem pH 7,4, 0,15M NaCl v poméru 100L
HCCF na litr pryskyfice a pfi linearnim pritoku pfiblizné 300 ml/hod/cm®. Kolona byla poté pro-
myta 3 aZ 5 objemy ekvilibra¢niho puftu a nasledné 3 az 5 objemy kolony 0,01M Na fosfatu pH
7,4, 2,0 M moCoviny. TPO je poté eluovan 3 az 5 objemy kolony 0,01M Na fosfétu pH 7,4, 2,0M
mocoviny, 1,0M NaCl.

Blu Sepharose eluat obsahujici TPO je poté nanesen na Wheat Germ Lectin Sepharose 6MB
kolonu (Pharmacia) ekvilibrovanou 0,01M Na fosfatu pH 7,4, 2,0 M mo&oviny a 1,0 NaCl
v poméru 8 aZ 16 ml Blue Sepharose—eluatu na ml pryskyfice p¥i pritoku 50 ml/hod/cm?®. Kolona
je poté promyta 2 aZ 3 objemy kolony ekvilibraéniho pufru. TPO je poté eluovan 2 az 5 objemy
kolony 0,01M Na fosfatu pH 7,4, 2,0 M mocoviny, 0,5 M N-acetyl-d—glukosaminu.

Wheat Germ Lectin eludt je poté upraven na celkovou koncentraci 0,04% C,,Eg a 0,1 % kyseliny
trifluoroctové (TFA). Vyslednd smés je poté nanesena na C4 kolonu s reverzni fazi (Vydac
214TP1022) ekvilibrovanou v 0,1 TFA, 0,04% C,,E; pii zatiZzeni 0,2 az 0,5 mg proteinu na ml
pryskyfice pfi pritoku 157 ml/hod/cm’.
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Protein je eluovan dvoufizovym linedrnim gradientem acetonitrilu obsahujictho 0,1% TFA,
0,04% C,,Es. Prvni faze se sklada z linearniho gradientu od 0 do 30 % acetonitrilu v 15 min. Dru-
ha faze se sklada z linearniho gradientu od 30 do 60 % acetonitrilu v 60 min. TPO eluuje pfi
50 % acetonitrilu. Je provedena SDS-PAGE eluatu.

C4 eluit je poté rozpustén ve 2 objemech 0,01 M Na fosfatu pH 7,4, 0,15M NaCl a diafiltrovan
proti pfiblizné¢ 6 objemim 0,01 M na fosfatu pH 7,4, 0,15M NaCl na Amicon YM nebo podobné
ultrafiltradni membréané s vylucovaci hranici molekulové hmotnosti 10000 az 30000. Vysledny
diafiltrat mize byt poté pfimo zpracovan nebo dale ultrafiltrovan. Diafiltrat/koncentrat je upra-
ven na vyslednou koncentraci 0,01 % Tweenu—S80.

Cely nebo ¢ast diafiltratu/koncentratu odpovidajici 2 az 5 % vypo&itaného objemu kolony je poté
nanesen na Sephacryl S-300 HR kolonu (Pharmacia) ekvilibrovanou 0,01 M Na fosfatem pH 7,4,
0, 15 M NaCl, 0,01% Tween-80 a chromatografovan malym pritokem priblizné 17 ml/hod/cm?.
Frakce obsahujici TPO, které neobsahuji agregaty a produkty proteilytické degradace jsou rozds-
leny pomoci SDS-PAGE. Vysledny eluat je filtrovan na 0,22m filtru, Millex-GV nebo podob-
ném a skladovan pfi 2-8 °C.

Piiklad 21
Transformace a indukce TPO proteinové syntézy v E. coli
1. Konstrukce E. coli TPO expresnich vektord.

Plazmidy pMP21, pMP15, pMP41, pMP57 a pMP202 byly vSechny zkonstruovany pro expresi
prvnich 155 aminokyselin TPO po sméru malého leaderu, ktery se 1i§{ mezi riznymi konstrukty.
Leadery jsou nezbytné pro vysokou hladinu iniciace translace a rychlou purifikaci. Plazmidy
pMP210-1, -T8, =21, 22, 24-25 jsou zkonstruovany pro expresi prvnich 153 aminokyselin TPO
po sméru iniciatniho methioninu a 1isi se pouze v pouZitém kodonu pro prvnich 6 aminokyselin
TPO, zatimco plazmid pMIP251 je odvozen od pMP210-1 kde karboxykonec TPO je prodlouze-
no dvéma aminokyselinami. V8echny vyse uvedené plazmidy budou vykazovat vysoké hladiny
intracelularni exprese TPO v E. coli za indukce tryptofenového promotoru (Yansura, D.G. a kol.
Methods in Enzymology (Goeddel, D.V., Editor) 185:54-60, Academic Press, San Diego
[1990]). Plazmidy pMP1 a pMP172 jsou meziprodukty konstrukce vyse uvedenych TPO intra-
celularnich expresnich plazmida.

(a) Plazmid pMP1

Plazmid pMP1 je sekreéni vektor pro prvnich 155 aminokyselin TPO, a byl konstruovan vzajem-
nou ligaci 5 fragmenti DNA jak ukazuje obr. 33. Prvni z nich byl vektor pPho21 v kterém byl
odstranén maly mlul-BamHI fragment. pPho21 je odvozen od phGH1 (Chang, C.N. a kol., Gene
55. 189196 [1987]) v kterém je gen lidského riistového hormonu nahrazen E. coli phoA genem,
a Mlul restrikéni misto bylo vlozeno do kodujici sekvence pro STII signilni sekvenci amino-
kyselin 20-21.

Nasledujici dva fragmenty, Hinfl-Pstl ¢ast DNA o délce 258 part bazi z pRK5—Aampll (ptiklad 9)

kédujici TPO aminokyseliny 19-103, a nasledujici syntetickd DNA kédujici aminokyseliny 1-18
5'CGCGTATGCCAGCCCGGCTCCTCCTGCTTGTGACCTCCGAGTCCTCAGTAAACTGTTC
GTG (SEQ ID NO: 69)
ATACGGTCGGGCCGAGGAGGAACGAACACTGGAGGCTCAGGAGTCATTTGACGAAGCA
CTGA-5' (SEQ ID NO: 70)
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byly nejprve ligovany T4-DNA ligazou, a druhy byl $tépen Pstl. Ctvrty byl fragment Pstl-
Heaelll fragment o délce 152 parti bazi z pRKShmpll kédujici aminokyseliny 104-155 TPO.
Posledni byl Stul-BamHI fragment o délce 412 pari bazi z pdh108 obsahujici lambda k trans-
kripénimu terminatoru jak bylo popséno (Scholtissek, S. a kol., NAR 15: 3185 [1987]).

(b) Plazmid pMP21

Plazmid pMP21 byl konstruovan po expresi prvnich 155 aminokyselin TPO s pomoci 13 amino-
kyselinového leaderu obsahujictho STII signdlni sekvenci. Byl sestrojen vzdjemnou ligaci tii
DNA fragmentii jak ukazuje obr. 34, prvni z nich je vektor pVEG31 ve kterém byl odstranén ma-
Iy Xbal-SphL fragment. Vektor pVEG31 je odvozen od pHGH207-1 (de Boer, H.A. a kol.,
Promoter Structure and Funcion (Rodriguez, R.L. a Chamberlain, M.JK., Editors), 462, Praeger,
New York [1982]) v kterém byl gen lidského ristového hormonu nahrazen genem pro vaskularni
endotelialni ristovy faktor (tento identicky vektorovy fragment miize byt ziskanz tohoto druhého
plazmidu).

Druhou ¢asti pfi ligaci byl synteticky DNA duplex s nasledujici sekvenci:

5-CTAGAATTATGAAAAAGAATATCGCCATTTCTTCTTAA (SEQ ID NO: 71)
TTAATACTTTTTCTTATAGCGTAAAGAAGAATTTGCG-5' (SEQ ID NO: 72)

Posledni ¢ast byl fragment Mlul-Sphl o délce 1072 pari bazi z pMP1 kédujici 155 aminokyselin
TPO.

(c) Plazmid pMP151

Plazmid pMP151 je konstruovan pro expresi prvnich 155 aminokyselin TPO po sméru leaderu
obsahujictho 7 aminokyselin STII signalni sekvence, 8 histidind a faktor Xa S$t€pné misto. Jak
ukazuje obr. 35, pMP151 byl konstruovan vzdjemnou ligaci tii DNA fragmentd, prvni z nich je
diive popsany vektor pVEG31 ve kterém je odstranén maly Xbal-Sphl fragment. Druhy je syn-
teticky DNA duplex s nasledujici sekvenci:

5 CTAGAATTATGAAAAAGAATATCGCATTTCATCACCATCACCATCACCATCACATCGGA
AGGTCGTAGCC (SEQ ID NO: 73)

TTAATACTTTTTCTTATAGCGTAAAGTAGTCGGTAGTGGTAGTGGTAGTGTAGCTTCCAGC
AT-& (SEQ 1D NO: 74)

Posledni je Bgll-Sphl fragment z pMP11 s délkou 1064 parh bazi z pMP11 kédujici 154 amino-
kyseliny TPO. Plazmid pMP11 je identicky s pMP1 kromé nékolika zmén kodonii v Stll signalni
sekvenci (tento fragment miZeme ziskat zpMP1).

(d) Plazmid pM0O202

Plazmid pMP202 je velmi podobny expresnimu vektoru pMP151 kromé toho, faktor Xa §tépné
misto v leaderu bylo nahrazeno trombinovym $tépnym mistem. Jak ukazuje obr. 36, pMP202 byl
konstruovan vzajemnou ligaci téf DNA fragmentd. Prvni z nich je dfive popsany pVEG31 ve kte-
rém je odstranén maly Xbal-Sphi fragment. Druhy je synteticky DNA duplex s nasledujici
sekvenci:
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5-GTAGAATTATGAAAAAGAATATCGCATTTTCATCACCATCACCATCACCATCACATCGA
ACCACGTAGCC (SEQID NO; 75)

TTAATACTTTTTCTTATAGCGTAAAGTAGTGGTAGTGGTAGTGGTAGTGTAGCTTGGTGC
AT-5' (SEQ ID NO: 78)

Posledni ¢ast je Bgll-Sphl fragment o délce 1064 pari bazi z diive popsaného plazmidu pMP11
(e) Plazmid pMP172

Plazmid pMP172 je sekre€ni vektor pro prvnich 153 aminokyselin TPO a je meziproduktem
konstrukce pMP210. Jak ukazuje obr. 37, pMP172 byl pfipraven vzajemnou ligaci tii DNA frag-
mentl, prvni znich je vektor pLS32lamB ve kterém je odstranéna mald EcoRI-Hindlll oblast.
Druhy je ExoRI-Hgal fragment o délce 946 para bazi z diive popsaného plazmidu pMP11. Pos-
ledni ¢ast je synteticky DNA duplex s nasledujici sekvenci.

5-TCCACCCTCTGCGTCAGGT (SEQID NO: 77)
GGBAGACGCAGTCCATCGA-5" (SEQ ID NO: 78)

(f) Plazmid pMP210

Plazmid pMP210 je konstruovan pro expresi prvnich 153 aminokyselin TPO po methioninu ini-
ciujicim translaci. Tento plazmid je ve skutecnosti pfipraven jako banka plazmidu u kterych prv-
nich 6 kodonti TPO bylo ndhodné zménéno v tfeti poloze kazdého kodonu, a byly konstruovany
jak je uvedeno na obr. 38 ligaci tfi DNA fragmentd. Prvni znich byl dfive opsany vektor
pVEG31 v kterém je odstranén maly Xbal-Sphl fragment. Druhy je synteticky DNA duplex
zobrazeny nize ktery byl podroben nejprve pisobeni DNA polymerazy (Klenow) a nasledné
digesci Xbal a Hinfl, a kédujici iniciaéni methionin a ndhodné ménici prvnich 6 kodoni TPO.

Tteti je Hinfl-Sphl fragment o délce 890 pari bazi z pMP172 kodujici aminokyseliny 19-153
TPO.

Banka plazmidi pMP210 o 37000 klonech byla netransformovana na siln€ tetracyklinové
(50 mg/ml) LB desti¢ky, aby byly vyselektovany klony s vysokou translaéni iniciaci (Yansura,
D.G. a kol., Methods: A Companion to Methods in Enzymology 4: 151-158 [1992]). Z 8 kolonii
které se objevily na silné tetracyklinovych miskach bylo pét nejlepSich z hlediska TPO exprese
podrobeno DNA sekvenovani a vysledky jsou ukazany na obr. 39 (SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26,
27 a 28).

(g) Plazmid pMP41

Plazmid pMP41 je konstruovan pro expresi prvnich 155 aminokyselin TPO fuzovych do leuderu
skladajiciho se z 7 aminokyselin STII signalni sekvence nasledované faktory Xa §t€épnym mistem
Plazmid byl konstruovan jak ukazuje obr. 40 vzajemnou ligaci tff ¢asti DNA, prvni z nich byl dfi-
ve popsany vektor pVEG31 ve kterém je odstranén maly Xbal-Sphl fragment. Druhy je nésle-
dujici synteticky DNA duplex:

5-CTAGAATTATGAAAAAGAATATCGCATTTATCGAAGGTCGTAGCC (SEQID NO: 81)
TTAATACTTTTTCTTATAGCGTAAATAGCTTCCAGCAT-S (SEQ ID NO: 82)
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Posledn{ soucdsti ligace je Btll-Sphl fragment o délce 1064 part bazi z d¥ive popsaného plazmi-
du pMP11.

(h) Plazmid pMP57

Plazmid pMP57 exprimuje prvnich 155 aminokyselin TPO po sméru leuderu skladajiciho se
z 9 aminokyselin ST11 signdlni sekvence a dibazického mista Lys—Arg. Toto dibazické misto
slouZi pfi odstranéni leuderu proteazou ArgC. Tento plazmid byl konstruovan jak je na obr. 41
vzajemnou ligaci tfti DNA ¢asti. Prvni znich je dfive popsany vektor pVEG31 ve kterém je
odstranén maly Xbal-Sphl fragment. Druhy je nasledujici synteticky DNA duplex.

5 CTAGAATTATGAAAAAGAATATCGCATTTCTTCTTAAACGTAGCC  (SEQID NO: 83)
TTAATACTTTTTCTTATAGCGTAAAGAAGAATTTGCAT-5 (SEQ ID NO: 84)

Posledni ¢ast ligace je Bgll-Sphl fragment o délce 1064 bazi z diive popsaného pMP11.
(i) Plazmid pMP251

Plazmid pMP251 je odvozen od pMP210-1 ve kterém jsou na karboxykonci zahrnuty dalsi dvé
aminokyseliny TPO. Jak ukazuje obr. 42, tento plazmid byl konstruovan vzijemmou ligaci dvou
Casti DNA, prvni z nich je dfive popsany pMP21 ve kterém je odstranén maly Xbal-Apal frag-
ment. Druha ¢ast ligace je Xbal-Apal fragment o délce 316 part bazi z pMP210-1.

2. Transformace a indukce E. coli TPO expresnimi vektory

Vyse uvedené TPO expresni plazmidy byly pouzity k transformaci E. coli kmenu (44C6) w3110
tonAp rpoHy lonp clpPp galE) s pouzitim CalCl, metody tepelného $oku (Mandel, M. a kol,
J. Mol. Biol., §3: 159-162, [1970]). Transformované buiiky byly p&stovany nejprve pii 37 °C
v LB médiu obsahujicim 50 mg/ml karbenicilizu za optické hustoty (60 nm) kultury pfiblizng
2-3. LB kultura byla poté nafedéna 20x v M9 médiu obsahujicim 0,49 % casamino kyselin
(hm./obj.) v 50 mg/ml karbenicilinu. Po 1. hod ristu se vzdu$nénim pfi 30 °C byla piidana
indol-3-akrylova kyselina a celkovou koncentraci 50 mg/ml. Kultura byla poté kontinualng pés-
tovana pii 30 °C se vzdu$nénim dalsich 15 hodin a poté byly buiiky shroméZdény centrifugaci.

Ptiklad 22
Produkce biologicky aktivntho TPO (Met" 1-153) v E. coli

Postupy uvedené niZe pro produkci biologicky aktivniho, znovu svinutého TPO (Met” 1-153)
mohou byt analogicky aplikovany pro ziskani dalSich TPO variant véetné N a C koncové prod-
louzenych forem (viz piiklad 23).

A.  Ziskani nerozpustného TPO (Met" 1-153)

Butiky E. coli exprimujici TPO (Met" 1-153) kédovany plazmidem pMP210-1 byly fermento-
vany jak je popsano vyse. Obvykle je 1000 g bunék resuspendovano v 11 (10 objemi) bunééného
lyzniho pufru (10 mM Tris, 5SmM EDTA, pH 8) s Polytron homogenizérem a buiiky jsou centri-
fugovéany pti 5000xg 30 min. Promyté buné&né pelety jsou znovu resuspendovany v 1 | bunég-
ného lyzniho pufru s Polytron homogenizérem a bunééna suspenze je protladena pies LH Cell
Disrupter (LH Inceltech, Inc.) nebo pies Microfluidizer (Microfluidics International) podle ko-
mer¢nich instrukei. Suspenze je centrifugovana pfi 5000g 30 min. a resuspendovéana a centri-
fugovana podruhé za vzniku promyté pelet refraktilnich ¢astic. Promyté pelety jsou ihned pouzity
nebo jsou skladovany zmrazené pii—70 °C.
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B. Solubilizace a purifikace monomerniho TPO (Met" 1-153)

Vy3e uvedené pelety jsou resuspendovany v 5 objemech hmotnosti 20 mM Tris, pH 8, s 6-8 M
guanidinu a 25 mM DTT (dithiotreitol) a michany 1-3 hod, nebo pies noc, p¥i 4 °C, aby byla
zlepSena solubilizace TPO proteinu. Vysoké koncentrace mogoviny (6-8M) jsou také obecné
pouZitelné ale ve srovnani s guanidinem jsou niZsi vytézky. Po solubilizaci je roztok centrifugo-
van 30 min. pfi 30000xg za vzniku &irého supernatantu obsahujiciho denaturovany monomerni
TPO protein. Supernatant je poté chromatografovan na Superdex 200 gelové filtradni koloné
(Pharmacia, 2.6 x 60 cm) pii priitoku 2 ml/min. a protein je eluovan 20 mM Na fosfatem, pH 6,0,
s 10 mM DTT. Byly shromédzdény frakce obsahujici monomerni denaturovany TPO protein
eluovany mezi 160 a 200 ml. TPO protein je dale purifikovan na semipreparativni C4 koloné
sreverzni fazi (2x20 cm VYDAC). Vzorek je nanesen pti 5 ml/min na kolonu ekvilibrovanou
0,1% TFA (trifluoroctova kyselina) s 30 % acetonitrilu. Protein je eluovan linedrnim gradientem
acetonitrilu (30-60 % v 60 min). Purifikovany redukovany protein eluoval pii piiblizng 50 %
acetonitrilu. Tento materidl byl pouZit pro znovusvinovani za vzniku biologicky aktivni TPO
varianty.

C. Priprava biologicky aktivniho TPO (Met' 1-153)

Pfiblizné 20 mg monomerniho redukovaného a denaturovaného TPO proteinu v 40 ml 0,1 %
TFA/50% acetonitrilu je nafedéna na 360 ml znovusvinovacim pufrem obsahujicim nasledujici
reagencie: 50mM Tris, 0,3M NaCl, 5 mM EDTA, 2% CHAPS detergent, 25% glycerol, 5 mM
oxidovany glutathion, 1 mM redukovany glutathion, pH nastaveno na 8,3.

Po smichéani byl znovusvinovaci pufr jemné michan p¥i 4 °C 12-48 hodin kviili maximalnimu vy-
t€Zku spravné svinutého TPO se spravnymi disulfidickymi vazbami (viz niZe). Roztok byl poté
okyselen TFA na celkovou koncentraci 0,2 %, zfiltrovan pies 0,45 nebo 0,22 mikronovy filtr,
a pfidano 1/10 objemu acetonitrilu. Roztok byl poté nanesen na C4 kolonu s reversni fazi a puri-
fikovany znovusvinuty TPO (Met" 1-153) eluovan stejnym gradientem jak je uvedeno vyse.
Znovusvinuty biologicky aktivni TPO je eluovan pii 45 % acetonitril za téchto podminek. TPO
verze s nespravnymi disulfidickymi vazbami eluuji d¥ive. Vysledny purifikovany TPO (Met™ 1—
153) je Cisty vice jak 95 %, jak bylo stanoveno SDS gelem a analytickou C4 chromatografif s re-
verzni fazi. Pro vyzkum na zvifatech byl C4 purifikovany material dialyzovan do fyziologicky
kompatibilnich pufri. Byly pouZity izotonické pufry (10 mM Na acetat, pH 5,5, 10 mM sukcinét,
pH 5,5 nebo 10 mM Na fosfat, pH 7,4) obsahujici 150 mM NaCl a 0,01 % Tweenu 80.

Z divodu vysoké uéinnosti TPO (polovina maximalni stimulace v Ba/F3 vazebném stanoveni je
dosaZena pfi 3 pg/ml) je mozné k ziskani biologicky aktivniho materialu pouZit mnoho riznych
pufid, detergenti a redoxnich podminek. Oviem za mnoha podminek je ziskano velmi malé
mnoZzstvi spravné svinutého materidlu (<10 %). Pro komeré&ni primyslové zpiisoby piipravy je
poZadovan vytézek znovusvinuti nejméng 10 %, vyhodn&ji 30-50 % a nejvyhodn&ji >50 %.
Pro produkei nejméné takto svinutého materialu bylo nalezeno mnoho riznych detergenti zahr-
nujicich Triton X100, dodecyl-beta~maltosid, CHAPS, CHAPSO, SDS, sarkosyl, TWEEN 20
a Tween 80, Zwittergent 3—14 a dal$i. Z téchto detergentl byly ov§em nejvyhodnéjsi detergenty
ze skupiny CHAPS (CHAPS a CHAPSO), u kterych bylo zjisténo, Ze znovusvinovaci reakce pro-
biha nejlépe a omezuje proteinovou agregaci a nevhodné disulfidické formulace. Nejvyhodngjsi
Je hladina CHAPS vysinez 1 %. Pro lepsi vytézek byl potebny chlorid sodny, s optimélni hla-
dinou mezi 0,1M a 0,5M. V redoxnim pufru byla preferovéana ptitomnost EDTA (1-5mM) kvili
omezeni rozsahu kovem katalyzované oxidace (a agregace), kterd byla pozorovana u nékterych
preparaci. Optimalni podminky pro znovusvinuti jsou pfi koncentraci glycerolu vétsi ne 15 %.
Pro maximalni vytéZek je nezbytné mit jako redoxni par oxidovany a redukovany glutathion nebo
oxidovany a redukovany cystein. Obecné vy3$si vytéZek je pozorovan pokud molarni pomér
oxidovaného ¢lena redoxniho paru je stejny nebo v piebytku proti redukovanému &lenu redox-
niho péru. Pro znovusvinuti této varianty TPO jsou optiméalni pH hodnoty mezi 7,5 a 9. Organic-
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ké rozpoustédlo (napf. ethanol, acetonitril, methanol) bylo tolerovano v koncentracich 10-15%
nebo niz8ich. Vy3si hladiny organickych rozpoustédel zvysuji mnozstvi nespravné svinutych fo-
rem. Tris a fosfatové pufry byly obecné pouZitelné. Inkubace pii 4 také zvysuje hladiny spravné
svinutého TPO.

Vytézek znovusvinuti 40-60 % (na zékladé mnoZzstvi redukovaného a denaturovaného TPO
pouZitého v znovusvinovaci reakci) je typicky pro preparace TPO, kde purifikace probiha pies
prvni C4 krok. Aktivni material miZe byt ziskan i pfi omezeni purifika¢ni preparace (napt. pfimo
pro Superdex 200 koloné nebo po Givodni extrakci refraktilnich &astic), oviem vyt&zky jsou nizii
kviili rozsahlé precipitaci a interferenci s non-TPO proteiny béhem TPO znovusvinovaciho pro-
cesu.

Zatimco TPO obsahuje 4 cysteinové zbytky, je mozné pripravit tii riizné disulfidické verze tohoto
proteinu:

verze 1: disulfidy mezi cysteinovymi zbytky 1-4 a 2-3,
verze 2: disulfidy mezi cysteinovymi zbytky 1-2 a 34,
verze 3: disulfidy mezi cystainovymi zbytky 1-3 a 2—4.

Béhem pocateénich pokust pii stanoveni podminek znovusvinovaci reakce, bylo C4 chroma-
tografii s reverzni fazi separovano nékolik riiznych pikd obsahujicich TPO protein. Pouze jeden
z téchto pikt mél signifikantni biologickou aktivitu, jak bylo stanoveno Ba/F3 stanovenim. Nas-
ledné byly svinovaci podminky optimalizovany za piednostniho zisku této verze. Za téchto pod-
minek bylo v solubilizaénim kroku ziskdno méné& nez 10-20 % chybné svinutého TPO z celkové-
ho monomerntho TPO.

Hmotnosti spektrometrii a sekvenovanim proteinu byl jako desilfidicky vzor pro biologicky
aktivni TPO stanoven 1-4 a 2-3 (tj. verze 1). Digesce smési byla analyzovéna laserovou desorp-
&ni hmotnostni spektrometrii s pomoci matrix pfes a po redukei s DTT. Po redukei byly deteko-
vany hmotnosti odpovidajici nejvétsim tryptickym peptiddm TP. V neredukovanych vzorcich
chybély n€které hmotnosti a objevily se nové. Hmotnost novych pikii odpovidala soudtu jednot-
livych tryptickych peptidii zahrnutych v disulfidickych péarech. Tedy je moZné jednozna&ng ozna-
¢it, Ze jednotlivé disulfidové vzory znovusvinutého rekombinantniho biologicky aktivniho TPO
budou 1-4 a 2-3. To je vsouladu se zndmymi disulfidickymi vzory odpovidajicimi molekule
erythropoetinu.

D. Biologicka aktivita rekombinantniho, znovusvinutého TPO (met 1-153)

Znovusvinuty a purifikovany TPO ma aktivitu ve stanovenich in vitro i in vivo. Napt. v Ba/F3
stanovent, byla polovina maximélni stimulace thymidinové inkorporace do Ba/F3 bun&k pro TPO
(Met" 1-153) zjisténa p¥i 3,3 pg/ml (0,3 pM). V testu ELISA zaloZeném na mpl-receptoru byla
polovina maximalni aktivity pozorovana pii 1,9 ng/ml (120 pM). U normélnich a myelosupri-
movanych zvifat pfipravenych téméf letarni X-radiaci, byla znovusvinutd TPO (Met" 1-153)
vysoce uginna (aktivita byla pozorovéana pfi davce niz§i nez 30 ng/my3) pfi stimulaci produkce
novych desticek.

Priklad 23
Produkce dalsich biologicky aktivnich TPO variant v E. coli

NiZe byly ziskany tfi rizné TPO varianty produkované v E. coli, purifikované a znovusvinuté do
biologické aktivity.
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(1) mlF — 13 zbytk{ z bakterii odvozené signilni sekvence STILL je fiizovéno do N—koncové
domény TPO (zbytky 1-155). Vysledné sekvence je

MKKNIAFLLNAYASPAPPAC....CVRRA (SEQ ID NO: 85)

kde leaderova sekvence je podtrzena a C...C predstavuje Cys’ az Cys"™'. Tato varianta byla
konstruovéna kviili ziskani tyrosinu pro radiojodaci TPO pro receptorové a biologické studie.

(2) H8MLF -7 zbytki z STII sekvence, 8 histidinovych zbytkd a enzymova §t&pna sekvence
Faktoru Xa IEGR jsou fiizoviny do N-koncové domény (zbytky 1-155) TPO. Sekvence je

MKKNIAFHHHHHHHHIEGRSPAPPAC.....CVRRA (SEQ ID NO: 86)

kde leaderova sekvence je podtrzena a C...C predstavuje Cys’ az Cys''. Tato varianta, puri-
fikovana a znovusvinuta, miZe byt upravena pomoci enzymu Faktor Xa, ktery bude Stépit za
argininovym zbytkem sekvence IEGR za vzniku TPO varianty o délce 155 zbytkii s pfirozenou
serinovou N-koncovou aminokyselinou.

(3) T-H8MLEF- je pfipraven jak je opsano vyse pro variantu (2), pouze do N—koncové domény
TPO je fuzovéana na trombin senzitivni sekvence IEPR. Vysledna sekvence je

MKKNIAFHHHHHHHHIEPRSPAPPAC....CVRRA (SEQ ID NO: 87)

kde leaderova sekvence je podtrzena a C...C predstavuje Cys’ az Cys'*'. Tato varianta, purifi-
kovani a znovusvinuta, mize byt upravena pomoci enzymu trombinu za vzniku TPO varianty
o délce 155 zbytki s pfirozenou serinovou N-koncovou aminokyselinou.

A. Ziskéni, solubilizace purifikace monomernich biologickych aktivnich TPO variant (1), (2)

2 (3)

VSechny varianty byly exprimovany v E. coli. V§echna variant byla nalezena v refraktilnich &4s-
ticich, jak je pozorovano v piikladu 22 pro TPO (Met' 1-153). Identické znovusvinovaci pod-
minky, které byly pouZity pro TPO (Met” 1-153 byly pouzity s celkovym vytdzkem 30-50%.
Po svinuti byly TPO varianty purifikoviny C4 chromatografii sreverzni fazi v 0,1% TFA
s pouZitim acetonitirlového gradientu jak je popsano dfive. Vechny TPO varianty (ve své nepro-
teolyzované formé€) mély biologickou aktivitu, coZ bylo stanoveno Ba/F3 stanovenim, s poloviéni
maximalni aktivitou 2-5 pM.

B. Proteolytické postupy pro varianty (2) a (3) za vzniku pravého N-koncového TPO (1-153)
TPO varianty (2) a (3) vySe byly zkonstruovany s enzymaticky-$§tépnym leaderovym peptidem
pfed normalnim N-koncovym aminokyselinovym zbytkem TPO. Po znovusvinuti a purifikaci
variant (2) a (3) jak je popsano vyse byla kazd4 varianta podrobena digesci vhodnym enzymem.
Pro kazdou variantu byl odstranén acetonitril z kroku C4 reverzni faze pritokem mirného proudu
dusiku roztokem. Poté byly ob¢ varianty upraveny faktorem Xa nebo trombinem jak je popsano
nize.

Pro TPO variantu (2) byl do roztoku bez acetonitrilu p¥idan 1 M Tris puft, pH 8 do celkové kon-
centrace 50 mM, v pftipadé potieby bylo stanoveno pH na 8. NaCl a CaCl, byly pfidany v O, 1 M
a 2 mM, respektive. Byl pfidan Faktor Xa (New England Biolabs) aby byl dosazen molarni po-
mér enzymu k variantdm od 1: 25 do 1:100. Vzorek byl inkubovéan 1--2 hod. pii laboratorni teplo-
té az doSlo k maximalnimu §tépeni coZ se projevilo zménou v migraci na SDS gelech a zname-
nalo to ztrdtu leaderové sekvence. Poté byla reakéni smés purifikovdna C4 chromatografii s re-
verzni fazi s pouzitim stejného gradientu a podminek které jsou popsany od $té&pené varianty (2)
za té&chto podminek. Ukézalo se, Ze N-koncové aminokyseliny jsou SPAPP, coZ znamena, Ze
odstranéni N-koncové leaderové sekvence bylo tsp&sné.Pisobenim Faktoru Xa také vzniklo
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variabilni mnoZstvi vnitfnich $t€peni uvnitt TPO domény, $t&peni bylo pozorovano za arginino-
vym zbytkem v poloze 118 za vzniku dal$i N-koncové sekvence TTAHKDP (SEQ ID NO: 88).
Pro variantu $t€penou Faktorem Xa byl na neredukujicich SDS gelech pozorovan jeden pas ma-
Jici 17000, na redukujicich gelech byly pozorovana dva pasy s molekulovou hmotnosti 12000
a 5000, obsahujici St€peni na argininu 118. Toto pozorovéni potvrdilo, Ze dvé &asti molekuly jsou
vzajemné€ spojeny disulfidickou vazbou mezi prvnim a &tvrtym cysteinovym zbytkem, jak bylo
vyvozeno z digesce trypsinem ve vysi popsanych pokusech. V Ba/F3 biologickém stanovenim
méla purifikovana TPO (1-155) varianta po odstranéni N-koncové leaderové sekvence a vniti-
nim Sté€peni polovinu maximalni aktivity 0,2 az 0,3 pikomolarni. Intaktni varianta s leaderovou
sekvenci méla polovinu maximalni rychlosti 2—4 pikomolarni.

Pro variantu (3) obsahoval digestivni pufr 50 mM Tris, pH 8, 2% CHAPS, 0,3 M NaCl, 5 mM
EDTA a lidsky nebo hovézi trombin (Calbiochem) p¥i 1:25 az 1:50 hmotnosti enzymu k TPO
variantnimu proteinu. Digesce byla provadéna pfi laboratorni teplot& 2—6 hodin. Postup digesce
byl sledovan na SDS gelech jak je popséno vyse pro digesci Factorem Xa. Obecné bylo za tuto
dobu odstépeno vice nez 90 % leaderovych sekvenci. Vysledny TPO byl purifikovén na C4 kolo-
nach s reverzni fiz{ jak je popsino vyse a zjistilo se, Ze ma pozadovanou N—koncovou aminoky-
selinovou sekvenci. Bylo ziskano velmi malé mnoZstvi (<5 %) internich $t&pi stejné arginin—
threonin vazby jak bylo pozorovéno vyse u Faktora Xa. Vysledny TPO protein m&l vysokou
biologickou aktivitu s polovinou maximalni odpovédi v Ba/F3 stanoveni pti 0,2-0,4 pikomolech
proteinu. V stanoveni ELISA zaloZeném na mpl receptoru mél tento protein polovinu maximalni
odpovédi 2—4 ng/ml purifikovaného proteinu (120-240 pikomol) zatimco intaktni varianta obsa-
hujici leaderovou sekvenci aktivitu 5 az 10 krat niz§i. Pro studie na zvitatech byl HPLC purifiko-
vany Stépeny protein dialyzovan do fyziologicky ptijatelnych pufri, s 150 mM NaCl, 0,01 %
Tweenu 80 a 10 mM sukcindtu sodného, pH 5,5, nebo 10 mM acetatu sodného, pH 5,5, nebo
10 mM fosfétu sodného, pH 7,4. Bylo stanoveno HPLC a SDS gely, Ze purifikovany protein byl
stabilni n&kolik tydnt pfi uchovani pii 4 °C. U normalnich a myelosuprimovanych mysi byl tento
TPO se skute€nou N-koncovou sekvenci vysoce aktivni, stimuloval produkci destidek pii dav-
kach tak nizkych jako 30 mg/mys.

Ptiklad 24
Synteticky ligand mpl

Ackoliv lidsky ligand mpl (hML) je obvykle pfipraven rekombinantnimi metodami, mize byt
také syntetizovin enzymatickou ligaci syntetickych peptidovych fragmentii s pouZitim nize pop-
sanych metod. Synteticka produkce hML umoZiiuje inkorporaci nepfirozenych aminokyselin
nebo syntetickych funkénich skupin jak oje polyethylenglykol. ZvI4$té mutant serinové protedzy
subtilisinu BPN, subtiligaza (S2221C/P225A), byl pouzit k u¢inné ligaci peptidovych esterti ve
vodném roztoku (Abrahmsen a kol., Bkochem., 30: 4151-4159 [1991]). Bylo nyni zji$téno, e
syntetické peptidy mohou byt enzymaticky ligovany v sekvenéni oblasti v produkci enzymaticky
aktivnich dlouhych peptidii a proteinii jako je ribonukledza A (Jackson a kol, Science, [1994]).
Tato technologie, popsana podrobnéji nize, umoziiuje chemicky syntetizovat dlouhé proteiny kte-
ré mohou byt dfive pfipraveny pouze rekombinantni DNA technologii.

Obecny postup syntézy hML153 pouZivaji subtiligdzu je ukazan na schématu 1. Vychozi je plné
nechranény peptid odpovidajici C-koncovému fragmentu proteinu, N~koncovy chranény a C—
koncovy aktivovany esterovy peptid je poté pridan spolu se subtigazou. Po dokon&eni reakee je
produkt izolovan HPLC s reverzni fazi a z N-konce je odstranéna chranici skupina.

Je ligovan nasledujici peptidovy fragment, odstranna chranici skupina a postup se opakuje
s pouZitim nasledujicich peptidii dokud neni ziskén protein plné délky. Postup je podobny jako
postup v pevné fazi, pfi které je N—koncové chranény C—koncové aktivovany peptid ligovan na
N-konec ptedchazejiciho peptidu a protein je syntetizovan ve sméru C—N. Oviem protoze kaz-
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dym navdzanim se miZe navazat aZ 50 zbytkd a produkt je izolovan po kazdé ligaci, mohou byt
syntetizovany vysoce Cisté proteiny s pfiméfenymi vyt&zky.

5 Schéma 1. Princip syntézy hML s pouZitim subtiligazy

R-NH-Peptid ,-CO-R' + H,N-Peptid 4-CO,
; 1) Subtifigaza
R-NH-Peptid ,-CO-NH-Peptid 4-CO,
‘ 2) ZniCHLCOH

: L
N =
o)

R i‘O’\rNH‘(“‘NHQ
0O (cr‘iz);

H2N~Pepﬁd Q'CO"NH"Pepﬁd 1-CO;
l 3) Bnovy 447

HyN-Peptid ;-CO-NH-Peptid ,-CO-NH-Peptid ,-CO,

Na zéaklad€ naSich znalosti sekvenéni specificky subtiligazy stejné jako aminokyselinové sekven-

ce biologicky aktivni ,,epo—domény*“ hML, rozdélili jsme hML 153 do sedmi fragmentii o délce

18-25 zbytki. Byly syntetizovany testovaci ligadni terapeptidy ke stanoveni vhodnych liga¢nich
10 spojeni pro 18-25mery. Tab. 13 ukazuje vysledky téchto ligaénich testq.

Tabulka 13: hML testovaci ligace.
15 Donorové a nukleofilni peptidy byly rozpustény pfi 10 mM v 100 mM tricinu (pH 7,8) pii 22 °C.

Ligaza byla ptiddna do celkové koncentrace 10 mM z 1,6 mg/ml zésobniho roztoku (p¥iblizng
m70 M) a ligace probihala pfes noc. Vytézek jsou % ligace versus hydrolyza donorovych pepti-

di.
Misto Donor (glc-K-NHz) Nukieofil ~NH, % hydrolyzy | % ligace
1(23/24) | HVLH (SEQID NO: 89) | SRLS (SEQ ID NO: 90) 92 08

(22/23) | SHVL (SEQID NO: 91) | HSRL (SEQ ID NO: 92) 48 52
2(46/47) | AVDF (SEQ D NO: 93) | SLGE (SEQ ID NO: 94) 22 78
3(69/70) | AVTL(SEQID NO: 95) | LLEG (SEQ ID NO: 96) 53 47
4(89/90) [LSSL(SEQIDNO:97) |LGQL (SEQID NO: 98) 95 05

(88/89) | Clacm)LSS LLGQ (SEQ 1D NO: 100) 00 00

(SEQ 1D NO: 99)

(90/91) | SSLL (SEQID NO: 101) | GQLS (SEQ ID NO: 102) 45 55

(88/89) | CLSS (SEQ 1D NO: 103) | LLGQ (SEQ ID NO: 100) 90 10
5(107/108) | LQSL (SEQ ID NO: 104) | LGTQ (SEQ ID NO: 105 99 01

(106/107) | ALQS (SEQ ID NO: 106) | LLGT (SEQ ID NO: 107) 70 30
6 (128/129) | NAIF (SEQ ID NO: 108) | LSFQ (SEQ ID NO: 109) 60 40

20
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Na zdkladé téchto experimentii mohly byt ligaéni peptidy podle Tab. 14 {(i&inné ligovany subtili-
gazou. Vhodna chranici skupina pro N—konec kazdého donorového esterového peptidu je nutna
kvili zachranéni vzdjemné samoligace. Zvolili jsme izonikotinylovou (iNOC) chranici skupinu
(Veber akol., J. Org. Chem., 42: 3286-3289 [1979]), protoZe je rozpustnd ve vodé, miize byt vlo-
Zena v poslednim kroku peptidové syntézy v pevné fazi a je stabilni viici bezvodému HF pouzi-
tému k odstranéni ochrany a $tépeni peptidd pryskyfice — pevné faze. Navic mize byt po kazdé
ligaci z peptidu odstranéna za mirnych reduké&nich podminek (Zn/CH;CO,H) za ziskéni volného
N-konce pro dali ligace. Po C—koncovou aktivaci byl zvolen glykolat—lysyl-amid (gle—-K-
NH;)ester na zakladé pfedchozich experiment, které ukézaly, Ze je (&inn& acylovéan subtiligdzou
(Abrahmsen a kol., Biochem., 30: 4151-4159 [1991]). iNOC—chran&né, glc-K—amid aktivované
peptidy mohou byt syntetizoviny s pouZitim standardnich metod na pevné fzi (viz schéma 2).
Peptidy jsou poté sekven¢né ligovany az vznikne cely protein a koneény produkt je znovusvinut
in vitro. Na zéakladé homologie s EPO se pfedpoklada, Ze disulfidové péry jsou tvofeny mezi
cysteinovymi zbytky 7 aZ 151 a mezi 28 a 85. Oxidace disulfidi miZe byt provedena jednoduse
michéni redukovaného materidlu v atmosféfe kysliku po nékolik hodin. Znovusvinuty material
miiZe byt poté purifikovin HPLC a frakce obsahujici aktivni protein jsou shromézdény a lyofili-
zovany. Jako alternativa mohou byt disulfidy chranény, kvili kontrole sekvenéni oxidace mezi
specifickymi disulfidovymi pary. Ochrana cysteinii 7 a 151 acetamidomethyl (acm) skupinami
muZe zajistit oxidaci 28 a 85. Acm skupiny mohou byt poté odstranény zbytky 7 a 151 oxidova-
ny. Naopak mohou byt chranény acm zbytky 28 a 85 a oxidovany v ptipadé sekvenéni oxidace,
ktera je poZadovéana pro spravné svinuti. Nepovinn& mohou byt cystainy 28 a 85 substituovany
jinym piirozenym nebo nepiirozenym zbytkem jinym nez Cas k zaji$téni vhodné oxidace cys-
taind 7 a 151.

Tabulka 14
Peptidové fragmenty pouZité pro celkovou syntézu h-ML s pouZitim subiligazy
Fragment

Sekvence

1(SEQID NO: 110)
iINOC-HN-SPAPPACDLRVLSKLLRDSHVL-glc-K-NH, (1-22)
2 (SEQID NO: 111)
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iINOC-HN-HSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDF-glc-K-NH, (26-43)
3 (SEQ ID NO: 112)

iINOC-HN-SLGEWKTQMEETKAQDILGAVTL-glc-K-NH, (47-6 9)
4 (SEQ ID NO: 113)

iINOC-HN-LLEGVMAARGQLGPTCLSSLL-glc-K-NH, (70-90)

5 (SEQ ID NO: 114)
INOC-HN-GQLSGQVRLLLGALQS-glc-K-NH, (90-106)
6 (SEQ ID NO: 115)
iINOC-HN-LLGTQLPPQGRTTAHKDPNAIF-glc-K-NH, (107-128)
7 (SEQ 1D NO: 116)
HoN-LSFQHLLRGKVRFLMLVGGSTLCVR-CO, (129-153)

Peptidové ligace byly provedeny pfi 25 °C v 100 mM tricinu, pH 8 (Eerstvé p¥ipraveném a s ply-
ny odstranénymi vakuovou filtraci pfes 5 mM filtr). Obvykle je C—koncovy fragment rozpustén
v pufru (2-5 mM peptidu) a je piidan 10x zasobniho roztoku subtiligazy (1 mg/ml v 100 mM tri-
cinu, pH 8) za ziskani koncentrace enzymu SmM. Poté je piedan 3—5 molarni nadbytek cle—-K—
NH, pevného aktivovaného donorového peptidu, je rozpustén a smés se necha stat pri 25 °C.
Ligace je monitorovana analytickou C18 HPLC s reverzni fizi (CH;CN/H,O gradient s 0,1 %
TFA). Produkty ligace jsou purifikovany preparativni HPLC a lyofilizovany. Odstranéni ochran-
ného izonikotinylu (iNOC) je provedeno michanim HCI aktivovanym zinkovym praskem s chra-
nénym peptidem v kyselin€ octové. Zinkovy prasek je odstranén filtraci a kyselina octova odpa-
fena ve vakuu. Vysledny peptid miiZe byt pouZit pfimo v dal3f ligaci a proces se opakuje. Synte-
ticky hML;s; miize byt ligovan analogickymi postupy, které jsou vyse popséany pro synteticky
nebo rekombinantni hML;s, 33, k pipravé syntetického nebo polosyntetického hML plné délky.

Synteticky hML ma mnoho pfednosti oproti rekombinantnimu. Mohou byt zavedeny neptirozené
postranni fetézce, ab byla zlepSena t¢innost nebo specifita. Polymerové funkéni skupiny jako je
polyethylen glykol mohou byt zavedeny kvili zlepSeni délky plisobeni. Napf. polyethylen glykol
miiZe byt navazén na lysinové zbytky individudlnich fragmentii (tab. 14) pfed provedenim jed-
noho nebo vice ligaénich krokil. Na proteazu citlivé peptidové vazby mohou byt odstranény nebo
nahrazeny kvili zlepSeni in vivo stability. Navic mohou byt syntetizovény derivaty s tézkymi
atomy, coZ pomiZe pii stanoveni struktury.
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Schéma 2: Syntéza na pevné fazi pouZitd k pripravé peptidovych fragmentd pro segmentovou
ligaci

0

4]
H,N MBHA NH MBHA b
— 7Y ’)\@ —
R O R
_ o 1 0 2 ** Pryskyf¥ice
BOC“NH\')LW ¢, d ( automatizovana l
R O R syntéza o
3

(v} O
eptide NH ME e, f(stepeni )
P ’\g"‘kﬁo/\g T peni ).

4
0 0 0
(o TRt
N 5 C R O (CHy,
1 ] | "‘“"2 |
Tzonikotinyl GNOC) glykoldt -lysyl-amid (gle-K-NHy)

a) Lysyl-paramethylbenzhydrylamin (MBHA) pryskyfice 1 (0,63 mekv./gm., Advanced Chem
Tech) je michéna s bromoctovou kyselinou (5 ekv.) a diizopropylkarbodiimidem (5 ekv.) 1 hod.
pfi 25 °C v dimethylacetamidu (DMA), coZ poskytuje bromacetyl derivat 2. b) Pryskyfice je
dobfe promyta DMA a jednotlivé Boc—chranéné aminokyseliny (3 eq:, Bachem) jsou esterifiko-
vany michdnim s hydrouhliitanem sodnym (6 ekv.) v dimethylforamidu (DMF) 24 hod. pfi
50 °C za michéani odpovidajici glykolatfenylalanyl-amid—pryskyfice 3. Aminoacetylovana prys-
kyfice 3 je promyta DMF (3x) a dichlormethanem (CH2CI2) (3x) a miiZe byt skladovana pfi la-
boratorni teploté nékolik mé&sici. Pryskytice 3 miize byt nanesena do automatického peptidového
syntetizéru (Applied Biosystems 430A) a peptidy prodlouZeny s pouZitim standardnich postupti
na pevné fazi (5) ¢) N-a-Boc skupina je odstranéna roztokem 45% trifluoroctové kyseliny
v Ch,Cl,. d) Nasledujici Boc—chranéné aminokyseliny (Sekv.) jsou nejprve aktivovany s pouzitim
benzotriazol-1-yl-oxy-tris—(dimethylamino)fosfoniumhexafluorfosfatu (BOP, 4 ekv.) a N-
methylmorfolinu (NMM, 10 ekv.) v DMA a navazovany 1-2 hod. E). Vyslednd N-a-Boc sku-
pina je odstranéna (TFAPCH,CI2) za vzniku 4 a je zavedena izonikotinylovéa (INOC) chranici
skupina jak je popsano dfive (4) michanim s 4-izonikotinyl-2—4-dinylfenylkarbonatem (3 ekv.)
a nMM (6 ekv.) v DMA pii 25 °C 24 hod. f) Stépeni a odstranéni ochrany peptidu piisobenim
bezvodého HF (5% anisol/5% ethylmethylsulfid) pti 0 °C 1 hod. za vzniku iNOC—chranéného,
glykolat-lys—amid aktivovaného peptidu 5, ktery je purifikovan C18 HPLC sreverzni fazi
(CH;CN/H,O gradient, 0,1% TFA). Identifikace vSech substratii byla potvrzena hmotnosti spek-
trometrii.

Dodatek
Pfedkladany vynélez, jak je uvedeno v patentovych narocich, byl uskutenén v souladu s vyse
uvedenymi specifikacemi a snadno dostupnymi referencemi a vychozimi materialy. Predkladatelé

ulozili niZe uvedené bun&né linie v American Type Culture Collection, Rockville, Md., USA
(ATCC):

-98-




15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 296130 B6

Escherichia coli, CH10B-pBSK-hmp/ 1 1.8, ATCC & CRL 69575, uloZené 24. tinora 1994.
Plazmid pSVI5.ID.LL.MLORF, ATCC &. CRL 75958, ulozeny 2. prosince, 1994; a CHO DP-12
buiiky, ml 1/50 MCB (znageni &. 1594), ATCC &. CRL 11770, uloZené 6. prosince 1994.

Toto uloZenf bylo provedeno pod zastitou Budapest'ské dohody o Mezinarodnim uznavéni uloe-
ni mikroorganismii pro udely patentovych Fizeni (Budapest Treaty). Ta zjistuje uchovani Zivota-
schopné kultury 30 let od data uloZeni. Organismy budou dostupné s pomoci ATCC za podminek
Budapest'ské dohody, a budou podléhat dohody mezi pfedkladateli a ATCC umoziiujici neome-
zenou dostupnost po vydani patentu. Dostupnost uvedenych kment neni povolenim k provedeni
vynalezu s porusenim prav udélenych jakoukoliv vladou v souladu s patentovymi pravy.

Vynélez byl popsan ve spojeni s vyhodnymi provedenimi a specifickymi pracovnimi ptiklady,
osoba vzdélana v dané problematice viak mize byt po predteni aplikaci schopna provést rtizné
zmény, substituce nebo ekvivalenty a dalsi zmény, aniZz by doslo k odchyleni z oblasti a rAmce
vynalezu. Proto miize byt vynalez proveden Jinymi zptisoby neZ témi, které jsou zde popsany.
Je tedy uréeno, Ze pravni ochrana poskytnuta pisemnym znénim tohoto patentu je omezena pouze
piiloZenymi patentovymi néroky a jejich ekvivalenty.

VSechny reference zde pouzité jsou uvedeny jako reference.

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovany ligand mpl, ktery:

(a) stimuluje inkorporaci znaenych nukleotidt (3H—thymidin) do DNA IL-3 dependentnich
bungk Ba/F3 transfekovanych lidskym mpl P; a

(b) obsahujici aminokyselinovou sekvenci polypeptidu

SPAPPACDPRLLNKLLRDDHVLHGR, nebo
SPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRL.

2. Izolovany lidsky ligand mpl podle néroku 1, obsahujici aminokyselinovou sekvenci SPAP-
PACDLRVLSKLLRDSHVLHSRL a ktery vykazuje trombopoetickou biologickou aktivitu.

3. Izolovany ligand mpl podle néroku 1, kédovany nukleovou kyselinou majici sekvenci, kter4
hybridizuje za stiedn& piisnych podminek na nukleovou kyselinu majici sekvenci od nukleotidu

119 az po nukleotid 196 uvedenou na obr. 9 (ID NO: 4 nebo ID NO: 5).

4. Izolovany ligand mpl podle kteréhokoliv z predchazejicich narokd 1 az 3, ktery miize akti-
vovat mpl.

5. Ligand mpl, ktery m4 nejmén& 70% identitu sekvenci s polypeptidem podle kteréhokoliv
z piedchazejicich narokid 1 az 3 a ktery vykazuje trombopoetickou biologickou aktivitu.

6. Ligand mpl, ktery je variantou polypeptidu podle kteréhokoliv z narokid 1 a2z 3, a ktery mize
aktivovat mpl a ktery vykazuje trombopoetickou biologickou aktivitu.

7. Ligand mpl podle naroku 6, kde jedno nebo vice potencialnich mist pro protedzové $tépeni
Je modifikovano tak, aby bylo odolné vigi Stépeni.
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8. Ligand mpl podle niroku 7, kde potencidlni misto pro proteédzové $tépeni na aminokyseli-
nové pozici ligandu mpl 153 az 154 a/nebo 245 a3 246, jak je uvedeno na obr. 14.

9. Ligand mp! podle naroku 8, kde misto St€peni na pozici 153 aZ 154 je inaktivovéano sub-
stituci.

10. Ligand mpl podle naroku 9, kde zbytky Arg—Arg na pozici 153 az 154 jsou substituovany
zbytky Ala.

11. Varianta ligandu mpl podle naroku 6, ktera zahruje fizi k heterolognimu polypeptidu.

12. Ligand mpl podle néroku 6 nebo 11, ktery zahrnuje fuzi k jednomu nebo vice aminokyse-
linovym zbytkiim na amino— nebo karboxykonci.

13. Ligand mpl podle naroku 12, ktery méa N-—koncovy methionin.
14. Ligand mpl podle narokdi 1 aZ 13, kde ligand mpl je odvozen od lidského druhu.

15. Ligand mpl podle nérokii 1 a 3 aZ 13, kde ligand mpl je odvozen od jiného ne lidského dru-
hu.

16. Ligand mpl podle kteréhokoliv z narokii 1 az 15, ktery je neglykosylovany.

17. Ligand mpl podle kteréhokoliv z nérokd 1 a 16, ktery je pfipojen k neproteinovému poly-
meru.

18. Ligand mpl podle néroku 17, kde neproteinovy polymer je polyetylenglykol, polypropylen-
glykol nebo polyoxyalkylen.

19. Izolovand molekula nukleové kyseliny kédujici ligand mpl podle narokii 1 a% 16.

20. Izolovana nukleova kyselina majici sekvenci, ktera hybridizuje za stfedng ptisnych podmi-
nek na nukleovou kyselinu majici sekvenci od nukleotidu 119 do nukleotidu 196 na obr. 9 (ID
NO: 4 nebo ID NO: 5) a kédujici ligand mpl.

21. lzolovana nukleova kyselina podle naroku 20, ktera hybridizuje na nukleotidy 119 aZ 196 na
obr. 9 (SEQ ID NO: 4 nebo SEQ ID NO: 5) a kéduje ligand mpl nebo jeho fragment, ktery ma
trombopoietickou aktivitu.

22. Genomickd DNA nebo cDNA shodujici se alespori s &4sti genu ligandu mpl, a hybridizujici
za stfedné az vysoce piisnych podminek s pfirozens se vyskytujici molekulou nukleové kyseliny,
ktera m4 sekvenci kédujici ligand mpl, kde ligand mpl je definovéan podle kteréhokoliv naroku 1
az 3.

23. Nukleova kyselina podle kteréhokoliv z naroki 19 ay 22, ktera je operativné piipojena
k promotoru.

24. Expresni vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle kteréhokoliv z naroki 19 az 23, ktery
Je operativng pfipojen ke kontrolnim sekvencim rozpoznanym hostitelskou burikou.

25. Hostitelska butika transformovana nukleovou kyselinou podle kteréhokoliv z naroki 19 a
23 tak, aby byla schopné exprese nukleové kyseliny produkovat ligand mpl.
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26. Zplisob p¥ipravy ligandu mipl, vy z n a & ujici se tim, Ze se exprimuje rekombinantni
nukleova kyselina podle kteréhokoliv z narokt 19 a% 23 ve vhodné hostitelské butice za produkce
ligandového polypeptidu mpl.

27. Zpisob podle naroku 26, vyznadujici se tim » Ze ligand mpl se ziskava z hosti-
telské buiiky nebo kultivaéniho média hostitelskych bungk.

28. Zpusob podle naroku 26 nebo 27, vyzna & ujici se tim, Ze hostitelskou buiikou je
bunééna linie CHO.

29. Zpuisob podle naroki 26 a2 28, vyzn a & ujici se tim, Zesev bufice exprimuje indi-
genni gen ligandu mpl za kontroly promotorem/zesilujicim prvkem, supresorem nebo exogennim
transkripénim modulaénim prvkem, ktery se vlozil do genomu buriky ve vzdalenosti a orientaci
dostacujici k ovlivnéni transkripce DNA kédujici ligand mpl.

30. Farmaceuticky prostfedek pro 1éeni trombocytopenie, vyzna&ujici se tim, Ze
obsahuje ligand mpl podle kteréhokoliv z naroki 1 a7 18 a farmaceuticky pfijatelny nosi¢.

31. Farmaceuticky prostiedek podle naroku 30, v yznacujici se tim, e déle obsahuje
terapeuticky G¢inné mnoZstvi &inidla vybraného ze skupiny sestavajici z cytokind, faktort stimu-
lujicich kolonie a interleukin.

32. Farmaceuticky prostiedek podle néroku 31, v yznadujici se tim, Ze &inidlo je
vybréno ze skupiny sestavajici z LIF, G-CSF, M-CSF, Epo, IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-7,1L-8,IL-9 a IL-11.

33. Zplisob amplifikace testovaného vzorku nukleové kyseliny, vyzna€ujici se tim,

Ze se zahdji reakce polymerazy nukleové kyseliny snukleovou kyselinou odpovidajici genomické
nebo cDNA podle naroku 22. ,

34. Zpisob stanoveni p¥itomnosti ligandu mpl in vitro, vyzna&ujici se tim, e se
hybridizuje nukleova kyseliny podle naroku 22 k testovanému vzorku nukleové kyseliny a uréi se
pritomnost nukleové kyseliny polypeptidu ligandu mpl.

35. Zplsob piipravy protilatky specifické pro ligand mpl in vitro,vyzna&ujici se tim,
Ze se pouzije ligand mpl podle nérokd 1 a% 18 jako antigen.

36. Zpisob podle néroku 35, vyznaéujici se tim » Ze se ptipravi monoklonalni pro-
tilatka.

37. Protilatka, kter je schopna vazat ligand mpl podle kteréhokoliv z narokii 1 a 18.
38. Protilatka podle néroku 37, ktera je monoklonalni protilatkou.

39. Hybridomova bun&&na linie produkujici protilatku podle naroku 38.

40. Ligand mpl obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SPAPPACDPRLLNKLLRDDHVLHGR, nebo

SPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRL, a ktery vykazuje trombopoetickou biologickou aktivi-
tu.

41. Izolovand DNA kédujici polypeptid podle naroku 40.
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42. Izolovany ligand mpl podle néroku 1, ktery dale

(a) stimuluje zavedeni **S do obihajicich krevnich destidek pii testu znovunavazani krevnich
desticek;

(b) je stabilni do pH 2,5, SDS pii 0,1 % a 2M mocoviny;

43. Pouziti ligandu mpl podle néroku 1 p¥i vyrobé 1é&iva pro lé€eni savci s trombocytopenii.

85 vykrest
+

71 stran sekvenci
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BaF3 MPLP3 buriky / Kombinovane testované vzorky+ IL-3 vyhladovaic
/
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5x104 MPL/Tse.gD bunék na kaZdou misku
v 96~jamkové kultivadni destidce
(jamky s plochym dnem)
v

Stimulace w/ligandu 30 min.
Stimulace miZe byt také
provedena v 50 nebo 100 pl
14
Rozpudténi v:

150 nmM NacCl
0,5% Triton~-X 100
50 mM HEPES, pH 7,5
Na;V0y (fosfatasovy inhibitor)
Leupeptin, Aprotinin & AEBSF
(proteasové inhibitory)

\'4
Pfeneseni 85 pl bunéé&ného lyzatu do
ELISA dobfe potaZené protilatkou, 5B6
(anti-gD peptid mAb)

Inkubace na trepadce 2 hod.

Promyti desticky a pfidéni biotinylovaného-4G1l0,
400 pg/ml, 100 pl/jamku.

Inkubace na tfepalce 2 hod.
Promyti desticky a prfidani
Zymed streptavidin/HRP, 1:10K, 100 pl/jamku.
1 4
Inkubace na trepacce 30 min.
Promyti destidky a pfidani Kirgegaard
& Perry TMB substratu, 100 pl/jamku.
v

Vyvijeni 10 min.

Zastaveni 1M H3PO4 a odelteni pfi 450/650 nm.

Obr. 31
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Met Ser Pro Ala Pro Pro Ala

MP210 Bank ATG TCN CCN GCN CCN CCN GCN
MP210-1 ATG TCT CCA GCG CCG CCA GCG
MP210-T8 ATG TCG CCT GCT CCA CCT GCT
MP210-21 ATG TCG CCA GCG CCA CCA GCC
MP210-24 ATG TCC CCA GCC CCA CCC GCcaA
MP210-25 ATG TCG CCA GCG CCG CCA GCG

Obr. 39
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Seznam sekvenci

{1) Obecné informace:
(i) Predkladatel: Eaton, Dan L.

de Sauvage, Frederic J.

(ii) Nézev vynalezu: Thrombopoetin

(iii)

Podet sekvenci: 144

(iv) Koresponden&ni adresa:

(A) Adresdt: Genetech, Inc.

(B) Ulice: 460 Point San Bruno Blvd
(C) Mésto: South San Francisco

(D) Stat: Kalifornie

(E) Zemé&: USA

(F) PoStovni koéd: 94080

(v) Forma pro poéitad:

(A) Typ média: 3,5 palcova disketa
(B} Politac¢: IBM PC kompatibilni
(C) Operadni systém: PC-D0OS/MS~DOS
(D} Software: WinPatin (Genetech)

(vi) Data o podavané pfFihléasce:

{vii)

{vii)

{vii)

(vii)

(A} Cislo aplikace: 08/374540

(B) Datum podani: 18. ledna 1995

{C) Klasifikace:
Data o pfede3lé pfihléasce:

(A) Cislo aplikace: PCT/US94/14553

(B) Datum podani: 2B. prosince 1994
Data o predeslé ptihlasce:

(d) Cislo aplikace: 08/249376

(B) Datum podani: 25. kvétna 1994
Data o pfede3lé pfihlasce:

(A} Cislo aplikace: 08/223263

(B) Datum podéni: 4. dubna 1994
Data o pfedesSlé prihlésce:

{a) Cislo aplikace: 08/196689

(B) Datum podani: 15. Gnora 1994
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{vii) Data o ptede3lé p¥ihlasce:

(A) Cislo aplikace: 08/348658

{B) Datum podani: 2. prosince 1994
{vii) Data o p¥fedeilé pfihlésce:

(A) Cislo aplikace: 08/185607

(B) Datum podéni: 21. ledna 1994
(vii) Data o pfede’lé prihlasce:

(A) Cislo aplikace: 08/348657

(B) Datum podani: 2. prosince 1994
(vii) Data o pfede3lé prihlasce:

(A) Cislo aplikace: 08/176553

(B) Datum podadni: 3. ledna 1994
{(viii) Informace o agentovi:

(A} Jméno: Winter, Daryl B.

{B} Registrad&éni &islo: 32,637

(C) Referencni &islo: PO871P5
{ix) Telekomunikad&ni informace:

(A) Telefon: 415/225-1249

(B) Telefax: 415/952-9881

{(C) Telex: 910/371-7168

{2) Informace o SEQ ID NO: 1

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 353 aminokyselin

{B} Typ: aminokyselina

{C} Topolegie: lineArni

{xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO: 1
Met Glu Leu Thr Glu Leu Leu Leu Val Val Met Leu Leu Leu Thr
-21 -20 -15 ~-10

Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu
-5 1 5

Arg Val Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser
10 15 20

Arg Leu Ser Gln Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val
25 30 35

Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln
40 45 50

Met Glu Glu Thr Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu
55 60 65

Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr
70 75 80

Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu
a5 20 95
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Leu

100
Gln

115
Ser
130

Val
145

Ala
160

Pro
175

Ala
190

Arg
205

Asp
220

Gly
23%

Ala
250

Pro
265

Thy
280

Pro
295

Thr
310

Ser
325

Leu
Gly

Fhe

Gly

val

Asn

Arg

Ala

Glin

Thr

Pro

Asn

Gly

val

Pro

Gln

(2)
{i)
(B)
(B)
<)
(D)

CZ 296130 B6

Gly Ala Leu Gln Ser Leu Leu Gly Thr Gln Leu
105 110
Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Ile
120 1285
Gin His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu
135 140
Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala Pro Pro
150 155
Pro Ser Arg Thr Ser Leu Val Leu Thr Leu Asn
165 170
Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn Phe Thr
180 185
Thr Thr Gly Ser Gly Leu Leu Lys Trp Gin Gln
i8s 200
Lys Ile Pro Gly Leu Leu Asn Gln Thr Ser Arg
210 215
Ile Pro Gly Tyr Leu Asn Arg Ile His Glu Leu
225 230
Arg Gly Leu Phe Pro Gly Pro Ser Arg Arg Thr
240 245
Asp Ile Ser Sex Gly Thr Ser Asp Thr Gly Ser
255 260
Leu Gln Pro Gly Tyr Ser Pro Ser Pro Thr His
270 275
Gln Tyr Thr Leu Phe Pro Leu Pro Pro Thr Leu
288 290
Val Gin Leu His Pro Leu Leu Pro Asp Pro Ser
300 305
Thr Pro Thr Ser Pro Leu Leu Asn Thr Ser Tyx
315 320
Asn Leu Ser Gln Glu Gly
330 332
Informace o SEQ ID NO: 2
Charakteristiky sekvence:
Délka: 1795 basi
Typ: nukleovd kyselina
Poget vlaken: jedno
Topologie: line&rni
(xi) Oznadeni sekvence: SEQ 1D NO: 2

Pro
Phe

Met

Thx

Glu

Ala

Gly

Ser

Leu

Leu

heu

Pro

Pro

Ala

Thr

Pro
Leu

Leu

Thr

Leu

Ser

Phe

Leu

Asn

Gly

Pro

Pro

Thr

Pro

His

TCTTCCTACC CATCTGCTCC CCAGAGGGCT GCCTGCTGTG CACTTGGGTC S0
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CTGGAGCCCT TCTCCACCCG GATAGATTCC TCACCCTTGG

CCCCACCCTA CTCTGCCCAG AAGTGCAAGA GCCTAAGCCG

CCCAGGAAGG ATTCAGGGGA GAGGCCCCAA ACAGGGAGCC

GACACCCCGEGE CCAGA

GTG
val

AGC
Ser

Lys

AGC
Sex

crG
Leu
40

ACC
Thr

GCA
Ala

GGA
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln
105

ACC
Thr

e

aTC
Val

CCG
Pro

TG
L.eu
15

CAG
Gln

e
Leu

CAG
Gln

GTG
val

Cal
Gin
80

cTre
Leu

AGC
Ser

ACA
Thr

CAA

ATG
Met

GCT

Ala

T
Leu

TGC
cys

cer
Pro

ATG
Met
55

ACC
Thr

CTG
Leu

TCT
Ser

CTC
Leu

GCT
Ala
120

CTT
Leu
~310

ceT
Pro

CGT
Arg

cCca
Pro
30

GeT
Ala

GAG
Glu

crr
Leu

Gly

GGA
Gly
95

CTT
Leu

CAC
His

CTG

C1C
Leu

ccr
Pro

GAC
Asp

GAG
Glu

GTG
val

GAG
Glu

CTG
Leu
70

CCC
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

ATG
Met
-2

CTA
Leu

GCT
Ala

TCC
Ser

aTT
Val

GAC
Asp
45

ACC
Thx

TG
Leu

ACT
Thy

GTC
Val

ACC
Thr
110

GAT
Asp

CGA

GAG
Glu
~20

CTG
Leu

ACT GCA

Thr

TGT
Cys

CAT
His
20

CAC
His

TTT
Phe

ANG
Lys

GAG
Glu

TGC

Cys
85

caT
Arg

CAG
Gln

cee
Pro

Ala

GAC
Asp

GTC
Val

cCr
Pro

AGC
Ser

GCA
Ala
&0

GGA
Gly

cre
Len

cTe
Leu

T
Leu

AAT
Asn
125

AAG
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ACT
Thy

AGG
Arg
._‘5

CTC
Leu

crr
Leu

TrG
Leu
35

TG
Leu

CAG
Gln

GTG
Val

TCA
Ser

Leu
100

CCT
Pro

GCC
Ala

GTG

GAA
Glu

CTA
Lenu

CGA
Arg
10

CAC
His

cer
Pro

GGA
Gly
GAC

Asp

ATG
Met
75

TCC
Ser

crT
Leu

CCA
Pro

ATC
Ile

cGT

PG
Leu

ACG
Thx

GTC
Val

AGC
Ser

ACA
Thx

GAA
Glu

50
ATT
Ile

GCA
Ala

Leu

Gly

CAG
Gln
115

TTC
Phe

e

CCCECCTTTG 100
CCTCCATGGC 150
ACGCCAGCCA 200

CTC CTC 239
Leu iLeu
-15

CIG TCC 278
Leu Serx

CTrC AGT 317
Leu Serxr

AGA CTG 356
Arg Leu
25

CCT GTC 395
Pro Val

TGG ARA 434
Txp Lys

CTG GGA 473
Leu Gly
65

GCA CGG 512
Ala Arg

CTG GBGE 551
Leu Gly
S0

GCC CTG 590
Ala Leu

GGC AGG 629
Gly Arg

CTG AGC 668
Ieu Ser
130

CTG ATG 707




Phe

Gln

His

CTT GTA GGA

Leu

cce
Pxro

ACA
Thy
170

GAG
Glu

Gly

cCr
Pro

ATC
Ile

GGA
Gly
235

CTA
Leu

GGC
Gly

TCC
Berxr

cer
Pro

CaC
His
300

Val
145

ACC
Thr

CTG
Leu

ACA
Thx

CcTT
Leu

GGT
Gly
210

cce
Pro

ACT
Thr

Gly

TCC
Sex

cca
Pro
275

cTT

Leu

ccC
Pro

Gly

ACA
Thr

AnC
Asn

ARC
Asn
185

CTG
Leu

CTG
Leu

GGA
Gly

oGT
Arg

GCC
Ala
250

& 1 ¢/
Leu

ACC
Thr

CcCA
Pro

crG
Leu

Leu

(“(‘(‘\
Gly

GCT
Ala
160

GAG
Gla

T™rC
Phe

AAG
Lys

CTG
Leu

TAC

Tyr
225

GGA
Gly

CCG
Pro

CCa
Pro

CAT
His

CCC
Pro
290

cTT
Leu

Leu
135

Arg

CZ 296130 B6

Gly

TCC ACC CTC

Ser

GTC
Val

cTC
Leu

ACT
Thr

GG

Trp

200

ADC
Asn

CTG
Leu

CTC
L.eu

GAC
Asp

cec
Pro
265

CCT
Pro

ACC
Thy

cerT
Pro

Thr

CcCc
Pro

cCca
Pro
175
GCC
Ala

CAG
Gln

Gln

AAC
Asn

T
Phe
240
ATT
Ile

ADC
Asn

cCT
Pro

TTG
Len

GAC

305

Lex
150

AGC
Sex

AAC
Asn

TCA
Sex

CAG
Gln

ACC
Thr
215

AGG
Arg

CCT
Pro

TCC
Ser

cTe
Leu

ACT
Thr
280

CCC
Pro

cer
Prxo

Lys

TGC
Cys

AGA
Arg

AGG
Arg

GCC
Ala
180

GGA
Gly

TCC
Sexr

ATA
Ile

GGA
Gly

Ser
255

CAG
Gln

GGA
Gly

ACC
Thyr

TCeT
Sex

-192 -

Val

GTC
Val

ACC
Thr
165

ACT
Thr

AGA
Arg

T™rC
Phe

AGG
Arg

CacC
His
230
cce

Pro

GGA
Gly

CCT
Pro

CAG
Gln

cCcT
Pro
295

GCT

Arg
140

AGG
Arg

TCT
Sexr

TCcT
Ser

ACT
Thx
AGA
205
TCC

Sexr

GAA
Glu

TCA
Sexr

ACA
Thr

GGA
Gly
270

TAT
Tyxr

GTG
Val

CCA
Pro

Phe

CGG
Arg

CTA
Leu

GGA
Gly
180

ACT
Thr

GCC
Ala

C1G
Leu

cTC
Leu

CGC
Axrg
245

TCA
Ser

TAT
Tyr

ACG
Thr

GTC
Val

ACG
Thr
310

Len

GCC
Ala
158

GTC
Val

TTG
Leu

Gly

ARG
Lys

GAC
Asp
220

TTG
Leu

AGG
Arg

GAC
Asp

TCT
Ser

cTe
Leun
285

CAG
Glin

CCC
Pro

Met

CCA
Pro

crc
I.eu

Leu

TCcT
Sexr
198

ATT
1le

Gln

AAT
Asn

ACC
Thr

ACA
Thr
2640

cCcT
Pro

e
Phe

cTC
Leu

ACC
Thr

746

788

824

863

202

941

980

1019

1058

1097

1136

1175

1214




CZ 296130 B6

CCT ACC AGC CCT CTT CTA AAC ACA TCC TAC ACC CAC TCC 1253

Pro Leu Leu Asn Thr Ser Tyr Thr
320

Pro Thr Ser
315

CAG AAT CTG

Gln Asn Leu Ser Gln Glu Gly

TGCCGACATC
CCTGGEGAGAC
CCTGGTAAAA
CATTATARAC
AGRGCAGCTA
ATTCTCTACA
CCTGGCAGTT
AAGGGTAATT
CCTTTACTAT
TTTACTCTTG

AAABA 1795

(2)
{ij
(n)
{B)
(<)

330
AGCATTGTCT
AACTGGACAR
GGGATACACA
CTTCAGRAGC
GCTCTTTGGT
TGCTCTTTIT
GAACAGAGGG
TCCTTTCCTT
CATTCTCAGT

AGAAATGAAT

332
CATGTACAGC
GATTTCCTAC
GGACTGARAA
TATTTTTTTA
CTATTTTCTG
CTGTGATARC
AGAGACTAAC
CAARTTCRAG
GGGACTCTGA

ARGCTTTCTC

Informace o SEQ ID NO: 3
Charakteristiky sekvence:
Délka: 42 aminokyselin :

Typ: aminokyselina
Topologie: linearni

TCCCTTCCCT
TTTCTCCTGA
GGGAATCATT
AGCTATCAGC
CAGAAATTTG
TCTGCAAAGG
CTTGAGTCAG
GCCTTCCAAC
TCCCATATTC
TCAGAAAAAR

(x1) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 3

Leu Leu Leu Val Val Met Leu Leu Leu Thr Ala

-16 -15

-10

His Ser
325

TCT CAG GAA GGG T AAGGT TCTCAGACAC 1290

GCAGGEGCGCC
ANCCCAAAGC
TTTCACTGTA
AATACTCATC
CAACTCACTG
CCTCGGCTGEG
AAARCAGAGA
GCCCCCATCC
TTAACAGATC

AAARABAARA

1340
1330
1440
1480
1540
1590
1640
1690
1740

1790

Arg leu Thr Leu

-5

Ser Sexr Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys

1

5

10

Leu Leu Arxrg Asp Ser His Val Leu His Sexr Arg Leu

15

(2)
(1)
{A)
(B)
()
(D)

Délka:

linearni

{xi) Oznacleni sekvence:

8EQ ID NO:

20

Informace o SEQ ID NO: 4
Charakteristiky sekvence:
390 basi
Typ: nukleova kyselina
Podet vldken: jedno
Topologie:

- 193 -
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GRATTCCTGG AATACCAGCT GACARTGATT TCCTCCTCAT CTTTCRACCT S0

CACCTCTCCT

CTC CTA ACT GCA AGG CTA
Leu Leu Thr Ala Arg Leu

CCT GCT TGT GAC CTC CGA
Pro Ala Cys Asp Leu Arg
| 4

-

CATCTAAGAD

-5

TG CTC
L.eu Leu
-16 -158

ACG
Thr

Cra
1Leu

GTC CTC
Val Leu

10

GAC TCC CAT GTC CTT CAC AGC AGA

Asp Ser His Val Leu His

20

Ser Arxrg
25

CTC GTG GTC ATG CTT 91
Leu Val val Met ILeu

-10

TCC AGC CCG GCT CCT 130
Ser Ser Pro Ala Pro

1

AGT ARA CTG CTT CGT 169
Ser Lys Leu Leu Axrg

15

CTG GTGA GAACTCCCAR 210
Leu

26

CATTATCCCC TTTATCCGCG TAACTGGTAA GACACCCATA CTCCCAGGAA 260

GACACCATCA CTTCCTCTAA CTCCTTGACC CAATGACTAT TCTTCCCATA 310

TTGTCCCCAC CTACTGATCA CACTCTCTGA CAAGAATTAT TCTTCACAAT 360

ACAGCCCGCA TTTAAAAGCT CTCGTCTAGA 390

{2)
(i)
(A7)
(B)
(<)
(D)

Délka:

TCTAGACGAG
TCAGAGAGTG
GGTCAAGGAG
TTACCAGTTA
GCTGTGAAGG
CACAAGCAGE
AGCATGACCA

ATGAGGAGGA

AGCTTTTAAR
TGATCAGTAG
TTAGAGGAAG
CGCGGATAAA
ACATGGGAGT
AGGAGCCGGG
CGAGGAGCAR
BATCATTGTC

Informace o SEQ ID NO: S
Charakteristiky sekvence:
390 basi
Typ: nuklieova kyselina
Poet vlaken: jedno
Topologie: linearni
(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 5

TGCGGGCTGT
GTGGGGACAL
TGATGGCTGTC
GGGGATAATG
CACGAAGCAG
CTGGACAGCG
TTCTTAGATG

AGCTGGTATT

- 194 -

ATTGTGAAGA ATAATTCTTG 50

TATGGGAAGA ATAGTCATTG 100
TTCCTGGGAG TATGGGTETC 150
TTGGGAGTTC TCACCAGTCT 200
TTTACTGAGG ACTCGGAGGT 250
TTAGCCTTGC AGTTAGGAGA 300
AGGAGAGGTG AGGTTGAAAG 350

CCAGGRATTC 390
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{2) Infoxrmace o SEQ ID NO: &
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 332 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

(C! Topolegie: linedrni
{xi) Oznacenit sekvence : SEQ ID NO: 6

Sex

1

Leu

Glu

Phe

Gln

Ala

Gly

Ber

His

Arg

Cys

Sex

Leu

Gly

Leu

Leu

Pxo

Axrg

Val

Ser

Asp

Ala

Gin

Leu

Lys

Gly

Val

Leu

Leu

Leu

Leu

Asn

Ala

Pro Pro Ala Cys Asp

5

Asp Ser His

His

Leu

Ile

Arg

L.eu

Leu

Asp

Lys

Arg

Val

Glu

Leun

Asn

Arg

Pro

Gly

Leu

Gly

Sexy

Gly

Pro

val

Arg

Leu

Thr

Lys

Gln

Ile

20

Leu
35

Glu
50

Gly
65

Gln
80

Gly
95

Thxy
110

Asn
125

Arg
140

Ala
155

Thy
170

Asn
18%

Txp
200

Thx
215

His

Val

Pro

Trp

Ala

Len

Gln

Gln

Ala

Phe

Pro

Leu

Phe

Gln

Sex

Glu

L.eu

Thrx

Lys

Val

Gly

Val

Leu

Ile

Leu

Pro

Thxr

Gln

Axg

His

Pro

Thr

Thx

Pro

Arg

Pro

Phe

Met

Thxy

Glu

Ala

Gly

Ser

Leu

-195-

Leu

Sex

Val

Gln

Leu

Thy

Pro

Leu

Len

Thr

Leu

Ser

Phe

Leu

Asn

Arg
10
25

Leu

Met
55

Leu
70

Cys
85

Leu
100

Gin
115

Ser
130

Val
145

Ala
160

Pro
175

Ala
190

Axg
205

Asp
220

Gly

Val

Leu

Leu

Glu

Leu

Leu

Leu

Gly

Phe

Gly

Val

Asn

Arg

Ala

Gln

Thx

Leu

Ser

Pro

Glu

Glu

Ser

Gly

Arg

Gln

Gly

Pro

Arg

Thr

Lys

Ile

Arg

Ser

Gln

Ala

Gly

Sex

Ala

Thy

His

Ser

Ser

Thx

Thr

Ile

Pro

Gly

Lys

Cys

Val

Lys

Val

Leu

Leu

Thr

Leu

Thr

Axg

Ser

Gly

Pro

Gly

Leu

Len
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

Met
75

Leu
20

Gln
10%

Ala
120

Leu
135

Leu
150

Thr
165

Gly
180

Serxr
1985

Gly
210

Tyr
225

Phe




Pro

Gly

Phe

Pro

Pro

Glu

12)
{31)
{n)
(B)
(<)

{xi) Oznadeni sekvence:

Ala

1
Leu
Glu

Val

Val

Leu

Thr

Gly Pro

Thr Ser

Ser Pro

Pro Leu

Leu Leu

Leu Leu

Gly
332

230

CZ 296130 B6

Ser Arg Arg Thr Leu

245

Asp Thr Gly
260

Ser Pro Thr
275

Pro Pro Thr
290

Pro Asp Pro
305

Asn Thr Ser
320

Informace o SEQ 1ID NO:
Charakteristiky sekvence:
pélka: 166 aminokyselin’

Typ: aminokyselina
Topologie: lineérni

Pro Pro

Leu Glu

His Cys

Asn Phe

Glu Val

Gly Gln

Gln Leu

Thr Leu

Arg Leu Ile
5

Ala Lys Glu
20

Ser Leu Asn
35

Tyr Ala Trp
50

Trp Gln Gly
65

Ala L.eu Leu
80

His Val Asp
' 95

Leu Arg Ala
1190

Serxr

Hig

Leu

Sexr

Tyrx

l7

SEQ ID

Cys

Ala

Glu

Lys

Leu

Val

Lys

L,eu

Leu
Pro
Fro
Ala

fhr

NO:

Asp
Glu
Asn
Arg
Ala

Asn

Gly

- 196 -

Gly

Pro

Pro

Thr

Pro

His

Ser

Asn

Ile

Met

Leu

Ser

Val

Ala

235

Ala
250

Pro
265

Thr
280

Pro
295

Thr
310

Ser
328

Arg
10

Ile
25

Thr
40

Glu
55

Leu
70

Sex
85

Ser
100

Gln
115

Pro

Asn

Gly

Val

Pro

Gln

Val

Thy

vVal

val

Ser

Gln

Gly

Lys

Asp

Leu

Gin

val

Thx

Asn

L.eu

Thx

Pro

Gly

Glu

Pro

Leu

Glu

Ile

Gln

Gln

Pro

Leu

Glu

Gly

Asp

Gln

Ala

Trp

Arg

Ala

Ser

Pro

Thr

Leu

Thr

Ser

Arg

Cys

Thy

Gln

Val

Glu

Serxr

Ile

240

Sex
255

Gly
270

Leu
285
His
300

Sexr
315

Gln
330

Tyxr
i5

Ala
30

Lys
45

Ala
60

Leu
75

Pro
20

Leu
105

Ser
120
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Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala

125

Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val

140

Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu

155

Arg
166

(2) Informace o SEQ ID NO: 8
(i) Charakteristiky sekvence:
(R) Délka: 328 aminokyselin
{B} Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linedrni

{zi) Oznafeni sekvence: SEQ 1D

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys
1 5

Leu Arg Asp Ser His Val Leu
20

Glu vVal His Pro Leu Pro Thr
35

Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys
50

Gln Asp Ile Leu Gly Ala val
65

Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly
80

Gly Gin Leu Ser Gly Gln Val
95

Ser Leu Leu Gly Thr Gln Gly
110

Asn Ala Ile Phe Leu Sex Phe
125

Arg Phe Leu Met Leu Val Gly
140

Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val
155

Thr Leu Asn Glu L.eu Pro Asn

NO:

Asp

His

Pro

Thr

Thr

Pro

Arg

Axg

Gln

Gly

Pro

Arg

- 197 -

8

Leu

Sex

val

Gln

Leu

Thx

Len

Thr

His

Serx

Ser

Thr

130

Tyr Ser Asn Phe Leu

145

Ala
160

Arg
10

Arg

Leu
40

Met
55

Len
70

Cys
85

Len
100

Thr
118

Leun
130

Thr
145
160

Ser

Cys Arg Thr Gly

Val Lieu Ser

Len

Leu

Glu

Leu

Leu

Leu

Ala

Leu

Leu

Thrx

Gly

Sexr

Pro

Glu

Glu

Sex

His

Arg

Ser

Leu

Gln

Ala

Thr

Gly

-Serxr

Ala

Lys

Gly

Val

Leun

Leu

Lys

Cys

Val

Lys

Val

Leu

Len

Asp

Lys

Arg

Val

Glu

135

Arg
150

Asp
165

Leu
i5

Pro
30

Asp
45

Ala
60

Met
75

Leu
80

Gln
105

Pro
120

Vval
135

Arg
150

Leu
165

Thx




Asn

Txrp

Thir

Axqg

Thr

Pro

Pro

Asp

Thxy

(2)
(i)
()
(B)
(<)

Phe

Gin

Sex

Glu

Arg

Gly

Thr

Thr

Pro

Sexr

Thr

Glin

Arqg

Leu

Thr

Ser

His

Leu

Ser

Ala

Gly

Ser

Leu

Leu

Leu

Pro

Pro

Ala

Thx

170

Ser
185

Phe
200

Leu
215

Asn
230

Gly

245

Pro
260

Pro
275

Thx
290

Pro
305

His
320

Ala

Axryg

Asp

Gly

Ala

Pro

Thx

Pro

Thr

Sex

CZ 296130 B6

Arg Thr

Ala Lys

Gln Ile

Thr Arg

Pro Asp

Asn Leu

Gly Gln

Val val

Pro Thr

Gln Asn

Informace o SEQ ID NO: 9
Charakteristiky sekvence:
Delka: 265 aminokyselin

Typ: aminokyselina

Topologie:

linedrni

Thr

Ile

Pro

Gly

Ile

Glin

Tyx

Gln

Pro

Leu

{xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO: 9

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu

1

5

Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser

20

Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val

35

Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln
50

Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu

65

- 198 -

175

Gly
190

Pro
205

Gly
220

Leu
235

Ser
250

Pro
265

Thr
280

Leu
295

Thr
310

Ser
3285

Arg
10
25

Leun
40

Met
55

Leu
70

Ser

Gly

Tyr

Phe

Sexr

Gly

Leu

His

Ser

Gln

val

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

Leu

Pro

Gly

Tyxr

Phe

Pxo

Pro

Giu

Ser

Pro

Glu

Glu

Leu

Leu

Asn

Gly

Thr

Sexr

Pro

Leu

Gly
328

Sex

Gln

Ala

Thr

Gly

Leu

Asn

Arg

Pro

Sex

Pro

Leu

Leu

Leu

Lys

Cys

Val

Lys

Val

180

Lys
185

Gln
210

Ile
225

Serx
240

Asp
255

Ser
270

Pro
28%

Pro
300

Asn
31s

Leu
15

Pxo
30
45

Ala
60

Met
75




Ala

Ser

His

Sex

Gln

Gly

Trp

Sex

Thr

Pro

(2)
(i)
(A}
(B)
(€)

Ala

Gln

Leu

Lys

Gly

Gln

Ser

Pro

Asn

Pro

Gln

Trp

Cys

Arg

Len

Leu

Asp

Lys

Asn

Gln

Asn

Sexr

Gly

Pro

Thr

Gly

Gly
Sex
Gly
Pro
Asp
Tyr
Aép
Pro
Trp
His
Pro
Val

Pro

Gln
80

Gly
95

Thr
110

Asn
125

Phe
140

Trp
155

Ser
170

Axrg
185

Thxr
200

Phe
2185

Ala
230

Tyr
245

Ala
260

Leu

Gln

Gln

Ala

Trp

Leu

Trp

Ile

Leu

Leun

Trp

Ala

Pro

CZ 296130 B6

Gly

Val

Leu

Ile

Ile

Txp

Sexr

Pro

Sexr

Axg

Ile

Leu

Pro

Informace o SEQ ID NO: 10
Charakteristiky sekvence:
Délka: 261 aminokyselin

Typ: aminokyselina
Topologie: line&rni
(xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 10

Sexr Pro Ala Pro Pro Ala
5

1

Cys Asp Leu Arg

Pro

Arg

Pro

Phe

Val

Ala

Ala

Glu

Txp

Asn

Phe

Pro

Pro

Thx

Leu

Pro

Len

Gly

Ser

Glu

Gin

Thxy

Ile

Ser

Ser

Ala

Cys
85

Leu
1490

Gln
115

Ser
130
145

Glu
160

Pro
175

Asp
180

Leu
2086

Arg
220

Phe
235

Sex
250

Sex
265

10

Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg

20

25

Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu

- 199 -

Leu

Gly

Fhe

Lys

Val

Asn

Thr

Thr

His

Pro

Thr

Ser

Gly

Arg

Gln

Leu

Ala

Leu

Arg

Gln

Arg

Asn

His

Ser

Ala

Thr

His

His

Ala

Gln

Thr

Asp

Leu

Pro

Leu Leu
20

Leu Gln
105
Thxr Ala
120

Leu Leu
135

Cys Leu
150

Gly Ile
165

Val Pro
180

Leu Glu
195

Pro Arg
210

Pro Ala
225

Ser Ser
240

Ala His
255

Val Leu Ser Lys Leu

15

Leu Ser Gln Cys Pro

30

Leu Pro Ala Val Asp
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35 40 45

Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu Gilu Thr Lys Ala
50 55 60

Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met
65 70 75

Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu
80 85 90

Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
98 - 100 105

Ser Leu Leu Gly Thr Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro
110 1185 120

Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Asp
125 130 135

Phe Trp Ile Val Gly Asp Lys Leu His Cys Leu Ser Gln Asn Tyr
140 145 150

Trp Leu Trp Ala Ser Glu Val Ala Ala Gly Ile Gln Ser Gln Asp
155 160 16%

Ser Trp Ser Ala Glu Pro Asn Leu Gln Val Pro Gly Pro Asn Pro
170 175 i80

Arg Ile Pro Glu Gln Asp Thr Arg Thr Leu Glu Trp Asn Ser Trp
185 190 195

Thr Leu Ser Trp Thr Leu Thr Gln Asp Pro Arg Ser Pro Gly His
200 205 210

Phe Leu Arg Asn Ile Arg His Arg Leu Pro Ala Thr Gln Pro Pro
215 220 225

Ala Trp Ile Phe Sexr Phe Pro Asn Pro Ser Ser Tyr Trp Thr Vval
230 23% 240

Tyr Ala Leu Pro Ser Ser Thr His Leu Ala His Pro Cys Gly Pro
245 250 255

Ala Pro Pro Pro Ala Ser
260 261

{2) Informace o SEQ ID NO: 11

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 7849 bass

{B) Typ: nukleovd kyselina

(C) Pocet vlaken: jedno

{D} Topologie: linearni

(x1) Oznageni sekvence: SEQ ID NO: 11

-200 -




CCCAGCCTCC
GTCTCTCCCT
TCCTTCCTAA
GGATCTAGGC
ACAGGAGAGA
AGGTCAGGCC
TGGGAAGAAA
AGCAGGGAGG
GGGACACATG
ATGGAAGACG
TGTCTCTGTA
CTCAGGCTTA
GACAGTCCAC
ACAGGAGATT
GGGAATGACA
ARGCAAGCAT
GAAATTTGGA
TCTETCCTTC
AAAAAARCTTC
GGAARAGATG
GAGGAGTGGA
CTTCCGEGEGG
GAAGTGGCCC
CACCGCCACA
TGCACTTGGG

GTGGGGTTAT

TTTCTCTTGT
CCCACACACA
TCTTGGGAGA
CACACTTCTC
GCCTGAGGAA
AGGAAGCCCC
GCAAAGGAGC
TATTTGCGGE
GGCCTGGTTA
GAGACAGAAC
GCCATCCAAG
ACCCAGTGCA
TCAACCCGYIC
TCTCTCATGT
AGATAGGACT
CCTGTTEGAT
TAGCCAGGGA
TTCCCCAGCA
TGCTCCTGTC
GATCCCCCTA
CCCTGGTCCA
CCTTCACCAG
AGGCAGGCGT
TGTCTTCCTA
TCCTGGAGCC

GTGAGGGTAG

CZ 296130 B6

TCCCTGGTCA
CCCACTATCC
CATCTCGTCT
AGCAGACATG
GTTCTCGGGEG
TGAGGACAGA
TAGAGCCAGG
GGAGGTCCAG
TTCCTCTTGT
AAGCARAGGA
CCACTGGACC
CETGTGCGCA
CARACCCTTT
GGGCAATATC
CCCTAGGGGA
TTCAGCAGCA
GTGAAAACCC
ACACAARTGT
CCCCTCCAGE
TCCARATCTT
GGCAGGGGCT
TCTCTGGTGE
ATGACCTGCT
CCCATCTGCT
CTTCTCCACC

AAAGGACAGC

-201 -

TGCCTGECCTC
TCCCAGCTAT
GGCTGGACGG
CCCATCCTTG
ACAGGGGGAT
GACTGTGCEGG
GCCAAAGGAA
CAGCTGTCTT
CACATGTGGA
GGECCCTEEE
CCAGCAGACG
CATACATGTG
CCCCATAARCA
CETGTTCCCA
TTACAGABAG
GGTATGATGT
CACCAATCTT
CCTGCCAGAT
TCCCAGGTTG
CTCCECTGGTG
CCAGGGAAGA
CTCCCTTCTC
GCTGTGGAGE
CCCCAGAGGG
CGGTGAGTGG
AAAGAGAAAT

CCTGTCTCCT
CCCTACACCC
GAAAATTCCA
GGGAGGAGGA
GATGGGATCA
AGACTGGGAC
ARGGGGGGCC
TCCTAAGACA
ACGGTAGGAG
CACAGAGGTC
AGCACCTAAG
CCCCGCACCT
CCARCCCATA
CTTCGAAAGE
AARAGCAGGA
CCAGGGARAA
ARACAAGACC
TCCTCCTGGA
CCCATGTCCA
TGTGTCCETG
GRAGGCGTCA
TGATTGGGCA
GGCTGTGCCC
CTGCCTGCTG
CCAGCAGGGT
GGGCTCCCAG

50
100
150
200
2590
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250

1300




CTGGGGGAGG
GAAGAGTGTA
GGBETEGGET
AGCACAGCCC
AATAAGAGAG
GACACAGCCC
GTTCTGBATC
GAGAGGGTAA
TCCCAATATT
GAGGAAGCCA
AGGGCGCAGG
CCTRAGACAA
TCCTGGGCAG
CTTGGCCTCA
TCCAGTGGCT
TCTCCCATAC
TTCTGCAGTT
CAACATATIG
TTTCCACTCT
CCATCCCAGA
GCTAATTAAG
GGGTAGCTGG
ARGGAGACAC
TTTTTTTTGA
GTGCCGATCTC
TCCTGTCTCA
CCCTGCTAGT

GAGGCTGGTG

GGCAGGCAAA
GCCTTCCCAG
GCTGGTTTCT
TGGCTGGCCC
GGAGCTGCAC
CAATCCCCAT
TGGTGCTGGG
TGGEGAGGAGE
GAATCAGGTG
TCTGGBGEET
GAGGCAGGTG
GGTAAGCCCC
CTGGTCTCAG
GATAATGGAG
TTATGTGTGE
CGCCTTTTAA
CCCCTCCCCA
CGCCCETTTG
CTTCTCCAGG
TTTTCTCTGA
ATATGTGTGT
CACCABATCC
CATATGCTTT
GACGGAGTTT
GGCTCACCAC
GCCTCCCAAG
TTTTTTGTAT

GCGAACTCCT

CZ 296130 B6

CTGGAACCTA
AATGGGAGGA
GAGGGACTGA
TAAGGARRGG
TTAGGGCTTA
TCTTAGCTGG
GAMGCTGGGC
GCCCACTCAT
CAAGCCTCTT
CCTGTGARGG
TGAGCTATGA
TAAGGTGGEGC
GAAGGAAGTC
TATTTCAGGA
GGGTAGATAG
TCCTGACCTC
GeeeeacTec
CCAGTTCCTC
CTGARGCCAC
CCTAACAACC
ATACATATCA
GTGTCCGATT
CYTGCTTTCT
CACTCTTATT
AAMCCTCCGC
TAGCTTGGAT
TTCGTAGAGC

GACCTCAGGT

-202 -

CAGGCACTGA
GCAGGGCAGA
TCACTTACTT
GGACATGAGC
GCAAACACAG
TCATTCCTCG
CAGGCAAGCC
GTTGACAGAC
TGCACAACTT
ARCCGGAAGG
GACAGATATG
ATCACCCAGC
CCAGAACTGT
CTTGGAGTCC
GGARAGAATA
TAGTGGTCCC
CCACCGCAGA
ACCCAGGCCC
AATACTTTCC
AAGGTTGCTC
TGTCCTGCTG
CACTGAGGAG
TTCTTTCTTT
GCCCAGGCTG
CTCCCAGGTA
TACAGGCATG
CGGGGTTTCA
GATCCACCCG

CCTTTGTCGA
GCAGGGGTAG
GGTGGAATAC
CCAGGGAGAA
TAGTAAGATG
TTAGCTTRAG
AGGGCGCAAG
CTACAGGARA
GTGARAGGAG
GGTTCTGCCA
TTAGTGGGCG
AGGTGCCCET
TAGCCCATET
AAAGAAAAGC
GAGGTTAATT
AGTTACAGCT
AGTTACCCCT
TGCATCCCAT
TTCTCTATCC
AGAATTTAAG
CTCTCAGCAG
TCCTGACARA
CTTTCTTTTT
GAGTGCAATG
CAAGCGATTC
AGCCACCACA
CCATGTTAGT

CCTTGGACTC

1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1850
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
24590
2500
2550
2600
2650

2700




CCAAAGTGCT
GCTTTCATCA
GCTGGTCAGC
GTCTCTTCCT
GATAGATTCC
ABRGTGCAAGA
GAGGTCCCAA
GCTGACTGGT
CAGAAGGGGA
GAACCCATTC
TCAGGTCTGG
TTCCTCCTCA
GTGGTCATGC
TCCTGCTTGT
TCCTTCACAG
GTAACTGGTA
ACTCCTTGAC
ACACTCTCTG
TCTCGTCTAG
CATAGCTCTC
CAGAGCCAGT
TGCTCTGGAC
CATCCCTAAC
CCCATGGATT
GCTTGGCCAC
ATAAGATGAT
ACCATGAAAA

CCYGTTCAGT

GGGATTACAG
CAAGARAAATG
ATCTCAAGCC
AGAAACTTGG
TCACCCTTGG
GCCTAAGCCG
ACAGGGAGCC
GAGAACACAC
GAGAGAAAGG
TCCCAARAAAT
GTCCTGAATG
TCTTTCAACC
TTCTCCTAAC
GACCTCCGAG
CAGACTGGTG
AGACACCCAT
CCAATGACTA
ACAAGAATTA
AGATAGTACT
TCTATTTCAG
GCCCAGAGGT
TTTAGCTTGG
CTTGGCTTCC
CTCCAACATT
CCTAACCCAA
GECTTGCAGE
GCTGGAGAGA

CTTCTTAAAT
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GCATGAGCCA
TGAGAGAATT
CTCCCCAGCA
TTARATGTTC
CCCGCLTTTG
CCTCCATGGC
ACGCCAGCCA
CTGAGGGGCT
AGACACECTE
AAGGEGTCTG
GGARTTCCTG
TCACCTCTCC
TGCAAGGCTA
TCCTCAGTAA
AGAACTCCCA
ACTCCCAGGA
TTCTTCCCAT
TTCTTCACAA
CATGGAGGAC
CTCCCTTCTC
TCACCCTTTG
GAGAATGGAA
CTAAGTCCTG
CTTGAGCTTT
TCTACATTCA
TCCAATATGT
AATCGCTCAT
TGCGCATGAAG

-203 -

CTGCACCCGG
CAGGGCTTTG
TCTGTTCACC
ACTCTTCTTG
CCCCACCCTA
CCCAGGAAGG
GACACCCCEE
AGGGCCATAT
CAGGGGGCAG
AGGGGTGGAT
GAATACCAGC
TCATCTAAGA
ACGCTGTCCA
ACTGCTTCGT
ACATTATCCC
AGACACCATC
ATTGTCCCCA
TACAGCCCGC
TAGCCTGCTT
CCCCCACCAA
CCTACACCTG
AACCCAGATG
TCTTCAGTTT
TTAAAAATAT
CCTATGATGA
GAATAGATTT
GGCCATGCCT
BAGCAAGACT

CACACCATAT
GCAGTTCCAG
CTGCCAGGCA
CTACTTTCAG
CTCTGCCCAG
ATTCAGGGGA
CCAGAMTGGA
GGAAACATGA
GAAGCTGGGG
TCCCTGGGTT
TGACAATGAT
ATTGCTCCTC
GeeeeeeTée
GACTCCCATG
CTTTATCCGC
ACTTCCTCTA
CCTACTGATC
ATTTAAAAGC
ATTAGGCTAC
TCTTTTTCAR
TCCTECTGCC
GTAAGAAAGC
CCCACTGCTT
CTCACCTTCA
TAGCCTGTGG
GAAGCTGAAC
TTGACCTATT

CATATGTCAT

2750
2800
2850
2900
2850
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550
3600
3650
3700
3750
3800
3850
3900
3950
4000
4050

4100




L

CCACAGATGA
ATCARGATTC
AGAGATATAA
GCACTTTGGG
AGCAGCCTGG
TAGCCGGGECA
AAGCAGGAGA
ATCATGCCAA
AAAAGAAAAA
CAGCTTTCAG
AGCACTTCCT
CCATGTAACA
CTTTGATGTT
CCGAGTGGAC
GAAGACATAT
CTAGARAGCA
CAATAGTTTA
TTCCTTCAGG
TAGTCCTTTC
CATTTAGTTT
CCAGGCTGGA
CCGGATTCAA
AGGTGCCCAC
GGTTTCACCA
CCACCTGCCT
CACCCAGCCT
CAGAMAGAGT

GGGCAGATTT

CACRABRGCTG
ARATCACTGA
ACTTCTACAT
AGGCCGAGGC
CCAACATGGEC
TGGTAGTGCA
ATCCCTTGEAA
TGCACTCCAG
AAAATTCTAC
GCCACAATGC
ACGAAAAGGA
TTACTGAAGC
TAGCATCCCC
TACACTTAAA
GCTAATTTAT
GCAGCCTGAA
ARAAACTAARA
ACTGAGTCAG
TTTTCATCCT
ATTTATTATT
GTGCAGTGGC
GCGATTCTCC
CACCATGCCC
TCTTGGCCAG
CAGCCTCCCA
TCATTCAGTT
AAATTTGCAG
CAGCAACGTA

CZ 296130 B6

GGAAGTACCA
AAGACTAGGT
GTGGGCCGEEG
AGGCAGATCA
GARBACCCCGT
TGCCTGTAAT
CCCAGGAGGT
CCTCGGTGAC
ATGTGTAAAT
CCTGCTTCCA
TCTGAGAGAA
TGCTATTCTT
ATTGTGGAAA
TATACTGGCC
TAAGAGGEAC
CAGAAAGAGA
APCTATCCTC
GGAAGAAGGG
TATGATCATT
ATTATTTGAG
ATGATCTCARA
TGCCTCAGTC
AGCTAATTTT
GCTGATCTTG
AAGTGCTGGG
TAAAAATCAR
CACTAGARCC
AGARARRAGG

- 204 -

CTAAAATAAC
CAARAACAAG
GGCTCACGCC
CCTGAGGGCA
CTCTACTAAG
CCCAGCTACT
GGAGGTTGTA
AAGAGCAAAA
TAATGAGTAA
TCATTTAAGC
PTTABATTGCC
AAAGCTAGTA
TGCTCGTACA
TGAACACCGG
CATATTARAC
CTAGARGCAT
AAGAACCCTA
CAGTTCCTAT
ATGGTAGAGT
ACGGAGTCTC
CTCACTGCAA
TCCCAAGTAG
TGTATTTTTG
ARCTCCTGAC
ATTACAGGCG
ATGATCCTAA
AAGAGGTARA
AGCTCTTCTC

AAARGACTGA
GTGAAACARC
TGTAATCCCA
GGAGTTTGAG
AATACAAAAT
TEEAAGGCTE
GTGAGCTGAG
CTCCETCTCA
AGTCCTATTC
CTCTEGCCCT
CCCAARCTTA
ATTCTTGTCT
GABCTCTATT
ACATCCCCCT
TAACATGTGT
GTTTTATGGE
GCETCCCTTC
GGBTCCCTTC
CTCATACCTA
ACTCTATCCC
CCTCAGCCTC
CTGGGATTAC
GTAGAGATGG
CTCAGGTGAT
TGAGCCACTG
GGTTTTGCAG
AGCTGTARCA

ACTGAAACCA

4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500
4550
4600
4650
4700
4750
4800
4850
4900
4950
5000
5050
5100
5150
5200

5250

5300

5350
5400
5450

5500




AGTGTAAGAC
CTGATGACCA
ACCTTGGTCC
TCCTARGGCT
CTCTCTTCCA
GAGCAGTGAC
GGACCCACTT
TCTCCTCCTT
AGTCAAGGGA
GACCTGAGGG
ATCTACTAAG
TGTCTTTCCT
GCCTCAGGAC
GCTCACAAGG
AGGAAAGCTG
GGCGEGCCCe
ACACTGARCG
CACTGCCTCA
GATTCAGAGC
GACCAAATCC
TCGTGGACTC
TTTCCTCAGG
GGATATTCTC
CCCTCTTCCA
TTCCTGACCC
ACATCCTACA
GACACTGCCG

GCGCCCCTEE

CAGGCTGGAC
GCTGTCGGGA
TGTCCAGTTC
ccceaceese
TCTCTTTCTC
CCTTCTGCTG
GCCTCTCATC
GGGGCCCTGEC
TCTGTAGARA
AAGAAGGGCT
AGTGCTCCCT
ACTTAGACAA
CATCCTCTGC
ATCCCAATGC
CGTTTCCTGA
ACCCACCACA
AGCTCCCAAN
GCCAGAACTA
CAAGATTCCT
CCGGATACCT
TTTCCTGGAC
AACATCAGALC
CTTCCCCAAC
CCCACCTTGC
TTCTGCTCCA
CCCACTCCCA
hCATCAGCAT

GAGACAACTG

CZ 296130 B6

TAGAGGACAC
GACTGTGAAG
TCAGCCTGTA
TTTTAGTGTG
AGGAGGAGAC
GAGGGAGTGA
CCTCCTEEEE
AGAGCCTCCT
CTeTTCTTIT
CTTCCAGGGA
GCCAGCCACA
GGBAGGCCTG
CCTCAGCTTC
CATCTTCCTG
TGCTTGTAGG
GCTGTCCCCA
CAGGACTTCT
CTGGCTCTEG
GGTCTGCTGA
GRACAGGATA
CCTCACGCAG
ACAGGCTCCC
CCATCCTCCT
CCACCCCTGT
ACGCCCACCC
GAATCTGTCT
TGTCTCATGT

GACAAGATTT

- 205 -

GGGAGTTTIT
GAATTCCTGC
TGATTCACTC
CCCTTTGAGG
CAAGGCACAG
TGGCAGCACG
CAGCTTTCTG
TGGARCCCAG
CTGACTCAGT
GCTCAAGGGC
ATGCCTEGEGET
AGATCTGGCC
CTCCACAGGE
AGTTTCCAAC
AGGGTCCACC
GCAGAACCTC
GGATTGTTGG
GCTTCTGAAG
ACCARRCCTC
CACGABRCTCT
GACCCTAGGA
TGCCACCCAA
ACTGGACAGT
GGTCCAGCTC
CTACCAGCCC
CAGGAAGGGT
ACAGCTCCCY

CCTACTTTCT

GAAGCAGAGE
CCTGGETGGE
TGCTGGCTAC
CAGTGCGCTT
GACATTCTGG
GGGACAACTC
GACAGGTCCG
GTAAGTCCCC
CCCACTAGRA
AGAAGAGCTG
ACTGGCATCC
CTGGTCTTTG
CAGGACCACA
ACCTGCTCCG
CTCTGCGTCA
TCTAGTCCTC
AGACAAACTT
TCGECAGCAGG
CAGGTCCCTG
TGAATGGAAC
GCCCCBGACA
CCTCCAGCCT
ATACGCTCTT
CACCCCCTGC
TCTTCTAAAC
AAGGTTCTCA
TCCCTGUAGG

CCTGRAACCC

e EE————————— |

5550
5600
5650
5700
5750
5800

5850

5900

59850
6000
6050
6100
6150
6200
6250
6300
6350
6400
6450
6500
6550
6600
6650
6700
6750
6800
68540

6900




AAAGCCCTGG
CTGTACATTA
TCATCAGAGC
CACTGATTCT
GCTEGCCTGG
AGAGAAAGGG
CATCCCCTTT
AGATCTTTAC
CTATACACTA
AAAAGCTCCC
ATCCCCCTCA
AGAGCCTCAC
ACCTGGATGT
GAGGCTTTGC
GAAGTGCAGG
GAACAAGTAC
AAATGCATCT
GATCTCTAAA
TTGETGCTCA
(2)
(i)
{A)
(B}

(<)
(D)

Délka:

Poclet v
Topolog

TAAAAGGGAT
TABACCTTCA
AGCTAGCTCY
CTACATGCTC
CAGTTGAACA
TARTTTCCTT
ACTATCATTC
TCTTGAGAAA
GACAARACTG
TAAAARGCAA
CCCTGCCACC
ACCCCAGGTA
GACAGCTGAG
CAGGCATGGA
ARGTGGCATG
AAGTCAAGTA
AAAAAGCAGC
AAGGAGTCAG

GGABAAGGTT

Informace o SEQ ID NO:
Charakteristiky sekvence:

11443 basi

laken: jedno
ie: linedrni

CZ 296130

ACACAGGACT
GAAGCTATTT
TTGGTCTATT
TTTTTCTGTG
GAGGGAGAGA
TGCTTCAAAT
TCAGTGGGAC
TGARTAAGCT
AGCCTGTATA
GGGARAGATG
CCAARCAARA
AGGCTGTGTA
CARACAGCTA
CGCCTECCTC
AGTCAGGCTC
CAAGTTGAAG
TCTGTGTGAC
GCTTATGGGG

TGTGTTGCAC

12

Typ: nukleovd kyselina

{x1} Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:

B6

GARRAGGGAA
TTTTAAGCTA
TTCTGCAGAR
ATAACTCTGC
CTAACCTTGA
TCAAGGCCTT
TCTGATCCCA
TTCTCTCAGA
AGGAATARAT
TTCTTCGAGG
AAGCTARCAG
GACAGTTCAG
GAGCTTTGGC
CCTCCTGTGG
CTTGAGCTCA
GCTCATTTCC
CACCATAAAC
CTTTGCAAAT

AAANCACARA

12

GAGTCCTTGG CCCACCTCTC TCCCACCCGA CTCTGCCGAA

AAGCTCAAGC CGCCTCCATG GCCCCAGGAA AGATTCAGGE

ATACAGGGAG CCACTTCAGT TAGACACCCT GGCCAGA

-206 -

TCATTTTTCA
TCAGCAATAC
ATTTGCAACT
BARGGCCTGG
GTCAGAAAAC
CCARCGCCCC
TATTCTTAAC
AATGCTGTCC
GGGAGCGCCE
GTGGCAATAG
GAAGCCTTGG
TAAAGACAGG
AGCTCRGCAG
AGGTCAGGAG
CACAGCAGGA
CAGTTCCCGC
TCTGCTAGGS

ARGTGCTGCC

6950
7000
7050
7100
7150
7200
7250
7300
7350
7400
7450
7500
7550
7600
7650
7700
7750

7800

TTCCACTGT 7849

AGAAGCACAG

GAGAGGCCCC

ATG GAG 143

Met Glu

50

100




CZ 296130 B6

-21 -20

CTG ACT GAT TTG CTC CTG GCG GCC ATG CTT CTT GCA GTG 182
Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala Ala Met Leu Leu Ala Val
-15 ~-10

GCA AGA CTA ACT CTG TCC AGC CCC GTA GCOT CCT GCC TET 221
Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys
-5 1 5

GAC CCC AGA CTC CTA AAT ARA CTG CTG CGT GAC TCC CAC 260

Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His
io 15 20

CTC CTT CAC AGC CGA CTG AGT CAG TGT CCC GAC GTC GAC 299
Leu Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro Asp Val asp
25 30

CCT TTG TCT ATC CCT GTT CTG CTG CCT GCT GTG GAC TTT 338
Pro Leu Ser Ile Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe
35 40 45

AGC CTG GGA GAA TGG BAAA ACC CAG ACG GAA CAG AGC AAG 377
Sexr Leu Gly Glu Txp Lys Thr Gln Thr Glu Gln Ser Lys
50 55

GCA CAG GAC ATT CTA GGG GCA GTG TCC CTT CTA CTG GAG 416
Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser Leu Leu Leu Glu
60 65 70

GGA GTG ATG GCA GCA CGA GGA CAG TTG GAA CCC TCC TGC 485
Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Glu Pro Ser Cys
5 80 85

CTC TCA TCC CTC CTG GGA CAG CTT TCT GGG CAG GTT CGC 494
Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg
90 95

CTC CTC TTG GGG GCC CTG CAG GGC CTC CTA GGA ACC CAG 533
Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln Gly Leu Leu Gly Thr Gln
100 108 il10

GGC AGG ACC ACA GCT CAC AAG GAC CCC AAT GCC CTC TTC 572
Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Leu Phe
115 120

TTG AGC TTG CAA CAA CTG CTT CGG GGA AAG GTC CGC TTC 611

Leu Ser Leu Gln Gln Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe

125 130 13%

CTG CTT CTG GTA GAA GGT CCC ACC CTC TCT GTC AGA CGG 650

Leu Leu Leu Val Glu Gly Pro Thr Leu Cys Val Arg Arg
140 145 150

ACC CTG CCA ACC ACA GCT GTC CCA AGC AGT ACT TCT CAA 689

-207 -




CZ 296130 B6

Thr Leu Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Ser Thr Ser Gln
1585 160

CTC CTC ACA CTA AAC AAG TTC CCA AAC AGG ACT TCT GGA 728
Leu Leu Thr Leu Asn Lys Phe Pro Asn Arg Thr Ser Gly
165 _ 170 175

TTG TTG GAG ACG AAC TTC AGT GTC ACA GCC AGA ACT GCT 767
Leu Leu Glu Thr Asn Phe Sex Val Thr Ala Arg Thr Ala
180 185

GGC CCT GGA CTT CTG AGC AGG CTT CAG GGA TTC AGA GTC 806
Gly Pro Gly Leu Leu Ser Arg Leu Gln Gly Phe Axrg Val
190 185 200

AAG ATT ACT CCT GGT CAG CTA AAT CAA ACC TCC AGG TCC 845
Lys Ile Thr Pro Gly Gln Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser
205 210 215

CCA GTC CAA ATC TCT GGA TAC CTG AAC AGG ACA CAC GGA 884
Pro Val Gln Ile Ser Gly Tyr Leu Asn Arg Thr His Gly
220 228

CCT GTG AAT GGA ACT CAT GGG CTC TIT GCT GGA ACC TCA 823
Pro Val Asn Gly Thr His Gly Leu Phe Ala Gly Thr Ser
230 235 240

CTT CAG ACC CTG GAA GCC TCA GAC ATC TCG CCC GGA GCT 962
Leu Gln Thr Leu Glu Ala Ser Asp Ile Ser Pro Gly Ala
245 250

TTC AAC AAA GGC TCC CTG GCA TTC AAC CTC CAG GGT GGA 1001
Phe Asn Lys Gly Ser Leu Ala Phe Asn Leu Gln Gly Gly
255 260 265

CTT CCT CCT TCT CCA AGC CTT GCT CCT GAT GGA CAC ACA 1040
Leu Pro Pro Ser Pro Ser Leu Ala Pro Asp Gly His Thr
270 27% 280

CCC TTC CCT CCT TCA CCT GCC TTG CCC ACC ACC CAT GGA 1079
Pro Phe Pro Pro Ser Pro Ala Leu Pro Thr Thr His Gly
285 290

TCT CCA CCC CAG CTC CAC CCC CTG TTT CCT GAC CCT TCC 1118
Ser Pro Pro Gln Leu His Pro Leu Phe Pro Asp Pro Sex
298 300 305

ACC ACC ATG CCT ABRC TCT ACC GCC CCT CAT CCa GTC ACA 1157
Thr Thr Met Pro Asn Ser Thr Ala Pro His Pro Val Thr
310 315

ATG TAC CCT CAT CCC AGG AAT TTG TCT CAG GAA ACA TAGCGC 1199

Met Tyr Pro His Pro Arg Asn Leu Ser Gln Glu Thr
320 325 330 331
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CZ 296130 B6

G GGCACTGGCC CAGTGAGCGT CTGCAGCTTC TCTCGGGGAC 1240
AAGCTTCCCC AGGAAGGCTG AGAGGCAGCT GCATCTGCTC CAGATGTTCT 1290
GCTTTCACCT AABAGGCCCT GGGGAAGGGA TACACAGCAC TGGAGATIGT 1340
AMAATTTTAG GAGCTATTTT TTTTTAACCT ATCAGCAATA TTCATCAGAG 1390
CAGCTAGCGA TCTTTGGTCT ATTTTCGGTA TAAATTTGAA AATCACTAAT 1440
TCT 1443

{2) Informace o SEQ ID NO: 13

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 352 aminokyselin

{B} Typ: aminokyselina

{(C) Topologie: line&rni
{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 13

Met Glu Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala Ala Met Leu Leu Ala Val
-21 -20 =15 ~10

Ala Arg Leu Thxr Leu Ser Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys Asp Pro
-5 1 5

Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Leu Leu His Ser
10 15 20

Arg Leu Ser Gln Cys Pro Asp Val Asp Pro Leu Ser Ile Pro Val
25 30 35

Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln
40 45 50

Thr Glu Gln Ser Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser Leu
55 60 65

Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Glu Pro Ser
70 75 80

Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu
85 90 95

Leu Leu Gly Ala Leu Gln Gly Leu Leu Gly Thr Gln Gly Arg Thr
100 105 110

Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Leu Phe Leu Ser Leu Gln Gln
115 120 125

Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Leu Leu Val Glu Gly Pro
130 135 140

Thr Leu Cys Val Arg Arg Thr Leu Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser
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CZ 296130 B6

145 150 155

Sexr Thr Ser Gln Leu Leu Thr Leu Asn Lys Phe Pro Asn Arg T x
160 165 170

Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn Phe Ser vVal Thr Ala Arg Thr Ala
175 180 185

Gly Pro Gly Leu Leu Ser Arg Leu Gln Gly Phe Arg Val Lys Ile
190 195 200

Thr Pro Gly Gln Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser Pro Val Gln Ile
205 210 215

Ser Gly Tyr Leu Asn Arg Thr His Gly Pro Val Asn Gly Thr His
220 225 230

Gly Leu Phe Ala Gly Thr Sex Leu Gln Thr Leu Glu Ala Ser Asp
235 240 245

Ile Sexr Pro Gly Ala Phe Asn Lys Gly Ser Leu Ala Phe Asn Leu
250 255 260

Gln Gly Gly Leu Pro Pro Ser Pro Ser Leu Ala Pro Asp Gly His
265 270 275

Thr Pro Phe Pro Pro Ser Pro Ala Leu Pro Thr Thr His Gly Ser
280 285 290

Pro Pro Gln Leu His Pro Leu Phe Pro Asp Pro S8er Thr Thr Met
295 300 305

Pro Asn Ser Thr Ala Pro His Pro Val Thr Met Tyr Pro His Pro
310 315 320

Arg Asn Leu Sexr Gln Glu Thr
325 330 332

(2) Informace o SEQ ID NO: 14

(i) Charakteristiky sekvence:

(B) Délka: 1536 basi

{B) Typ: nukleova kyselina

{C) Pocet vlaken: jedno

{D) Topologie: linedrni

{(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 14

GAGTCCTTGG CCCACCTCTC TCCCACCCGA CTCTGCCGAR AGADGCACAG 50
ARGCTCARGC CGCCTCCATG GCCCCAGGAA AGATTCAGGG GAGAGGCCCC 100

ATACAGGGAG CCACTTCAGT TAGACACCCT GGCCAGA ATG GAG 143
Met Glu

-210 -



Leu

GCA
Ala

GAC
Asp

CTC
Leu

cCT
Pro

AGC
Serx

GCA
Ala
60

GGA
Gly

cTC
Leu

CcTC
Leu

crr
Leu

AAT
Asn
125

Lys

TGT

ACT
Thr

AGA
Axg
-5

ccC
Pro

crT
Leu

Leu
35

Leu

CAG
Gln

GTG
Val

TCA
Sex

cTC
Leu
100

cer
Pro

GCC
Ala

GTG
Val

GTC

GAT
Asp

CTA
Leu

AGA
Arg

10
CAC
His

T™CcT
Ser

GGA
Gly

GAC
Asp

ATG
Met
75

TCC
Sex

Leu

CTA
Leu

CTC
Leu
cGC
140

AGA

CZ 296130 B6

TG CTC CTG

Leu

ACT
Thr

Leu
~15

CTG
Leu

Leu

TCC
Serx

GCG
Ala

AGC
Sexr

CTC CTA AAT AAR

Leu

AGC
Ser

ATC
Ile

GhA
Glu
S0

ATT
Ile

GCA
Ala

CTC
Leu

Gly

CAG
Gln
115

e
Phe

TTC
Phe

CGG

Leu

CGA
Arg
25

CcCcrT
Pro

TGG
Trp

CTA
Leu

GCA
Ala

CTG
Leun

90
GCC
Ala

GeC
Gly

TrG
Leu

Leu

ACC

Asn

CTG
Leu

GT7T
Val

Lys

Gly
65

CGA
Arg

GGA
Gly

Leu

AGG
Arg

AGC
Ser
130

1.en

cTG

Lys

AGT
Ser

CTG
Leu
40

ACC
Thxr

GCA
Ala

GGA
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln
105

ACC
Thr

TTG
Leu

CTG
Leu

cCa

Gee
Ala

cee
Pro

CTG
Leu

15
CAG
Gln

CcrG
Leu

ChAG
Gln

GTG
Val

Gln
80

Leu

GGC
Gly

ACH
Thr

Gln

GTA
val
145

ACC

-211-

ATG
Met

GTA
Val

CTG
Leu

TGT
Cys

cCcT
Pro

ACG
Thr
55

TCC
Serxr

TrG
Leu

TCT
Sex

cTre
Leu

GCT
Ala
120

Gln

GAA
Glu

ACH

CTT
Leu
~10

GCT
Ala

CET
Arg

CCC
Pro

30
GCT
Ala

GAA
Glu

Leu

GAA
Glu

Gly
95

CTA
Leu

CAC
His

CTG
Leu

GGT
Gly

GCY

CTT
L.eu

CCT
Pro

GAC
Asp

GAC
Asp

GTG
Val

CAG
Gln

CTA
Leu
70

ccc
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

AAG
Lys

CTT
Leu
138

CcCcC
Pro

GTC

GCA
Ala

GCC
Ala

TCC
Sex

6T1C
Val

GAC
Asp
45

AGC
Ser

CTG
Leu

TCC
Sex

GTT
val

ACC
Thry
110

GAC

CGG
Arg

ACC
Thr

CCa

-20
GTG
Val

TGT
Cys

CAC
His
20

GAC
Asp

Phe

Lys

GAG
Glu

TCC
Cys
85

sl
Arg

CAG
Gln

cee
Pro

GGA
Gly

CTC
Leu
150

AGC

182

221

260

298

338

377

416

455

494

533

572

611

650

689




Cys

val

Thr
15%

CZ 296130 B6

Leu

AGT ACT TCT CAA CTC CTC

Ser

AGG
Arg

GCC
Ala
190

GGA
Gly

ACC
Thy

AGG
Arg

GCT
Ala

TCG
Serxr
255

ore
Leu

GAT
Asp

ACC
Thr

ccr
Pro

CAT
His
320

Thr
165

ACT
Thyr

AGA
Arg

TrTC
Phe

TCC
Sex

ACA

“Thx

230

Gly

cCcC
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

ACC
Thr
295

GAC
Asp

CCa
Pro

Ser

TCT
Sexr

ACT
Thy

AGA
Ax¢gy
205

AGG
Axg

CAC
His

ACC
Thr

GGA
Gly

GGeT
Gly
270

CAC
His

CAT
His

cCr
Pro

GTC
val

Gln

GGA
Gly
180

GCT
Ala

GTC
Val

TCC
Sexr

GGA
Gly

TCA
Serxr
245

GCT
Ala

GGA
Gly

ACA
Thyx

GGA
Gly

TCC
Ser
310

ACA
Thr

Leu

TG
Leu

GGC
Gly

ARG
Lys

CCA
Pro
220

cCT
Pro

(il
Leu

T™re
Phe

cTT
Leu

cece
Pro
285

TCT
Sex

ACC
Thr

ATG
Net

Leu

TTG
Leu

L i
Pro
195

ATT
Ile

GTC
Val

GTG
Val

CAG
Gln

AAC
Asn
260

CCT
Pro

TTC
Phe

CCa
Pro

ACC
Thr

TAC

Tyr
325

Pro

ACA
Thr
170

GAG
Glu

GGA
Gly

ACT
Thr

Gln

AAT
Asn
235

ACC
Thr

Lys

cer
Pro

cCT
Pro

cee
Pro
300

ATG
Met

CCT
Pro

Thr

CTA
lLeu

ACG
Thx

1T
Leu

CCr
Pro
210

ATC
Ile

GGA
Gly

CTG
L.en

GGC
Gly

TCT
Sex
275

ceT
Pro

CAG
Gln

ccr
Pro

CAT
His

-212 -

Thx

AnC
Asn

AAC
Asn
185

CrG
Leu

GGT
Gly

T
Ser

ACT
Thr

GAA
Glu
250

TCC
Sex

CCA
Pro

Sex

cre
Leu

AAC
Asn
315

CcCceC
Pro

Ala
160

ARG
Lys

TTC
Phe

AGC
Sexr

CAG
Gln

GGA
Gly
225

CAT

»

Hais

GCC
Ala

CTG
Leu

AGC
Ser

ccer
Pro
290

cac

His

TCT
Ser

AGG
Arg

Val

T™re
Phe

AGT
Ser
AGG
200
CTA

Leu

TAC
Tyr

GGG
Gly

TCA
Ser

GCA
Ala
265

Leu

GCC
Ala

Ccce
Pro

ACC
Thx

AAT
Asn
330

Pro

cca
Pro
175

GTC
val

cTY
Leu

AAT
Asn

CI6
Len

cTe
Len
240

GAC
ASp

Phe

GCT
Ala

TTG
Leu

cre
Leu
305

GCC
Ala

Sexy

AAC
Asn

ACA
Thr

CAG
Gln

Gln
215

AAC
Asn

T™rT
Phe

ATC
lle

AAC
Asn

ccr
Pro
280

CCe
Pro

T
Phe

cCrT
Pro

728

767

806

845

884

az3

962

1001

1040

1079

1118

1157

TTG TCT 1196

Leu

Sex



CZ 296130 B6

CAG GAA ACA TAGCG CGGGCACTGG CCCAGTGAGC GTCTGCAGCT 1240

Gln Glu Thr
335

TCTCTCGEGE ACAAGCTTCC CCAGGAAGGEC TGRAGAGGCAG
TCCAGATGTT CTGCTTTCAC CTAAAAGGCC CTGGGGAAGSE
ACTGGAGATT GTAAAATTTT AGGAGCTATT TTTTTTTAAC
TATTCATCAG AGCAGCTAGC GATCTTTGGT CTATTTTCGG
AAARTCACTA AAARAAAADD AAAARAAAAA AAAAAAAAAR
ADRDAAAAARAA AARAAARRAA ARARRARAAA AAAARAAAAA

{2} Informace o SEQ ID NO: 15

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 356 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: lineérni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 15

Met Glu Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala Ala Met
-21 -20 ~15

Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Val Ala Pro
-5 1 5

Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Brg Asp Ser His
10 1% 20

Arg Leu Ser Gln Cys Pro Asp Val Asp Pro Leu
25 30 35

Lew Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu
40 45 50

Thr Glu Gln Sex Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly
55 60 65

Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln
70 75 80

Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly
85 90 95

Leu L.eu Gly Ala Leu Gln Gly Len Leu Gly Thr
100 105 110

Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn
115 120 125

-213 -

CTGCATCTGC 1290

GATACACAGC 1340

CTATCAGCAA 1390

TATAAATTTG 1440

AAARBADARA 1490

ARRRAA 1536

Leu Leu Ala
-10

Ala Cys Asp
Leu Leu His
Ser Ile Pro
Trp Lys Thr
Ala Val Ser
Leu Glu Pro
Gln val Arg

Gln Leu Pro

Ala Leu Phe

Val

Pro

Ser

Val

Gln

Leu

Ser

Leu

Leu

Leu




Sex
130

Val
148

Ala
160

Pro
175

Ala
190

Arg
205

Pro
220

Asn
235

Glu
250

Ala
265

Pro
280

Thr
295

Sex
310

Tyx
325

(2)
(i)
(A)
(B)
(C}

{xi) Oznaleni sekvence:

1

Leu

Glu

val

Asn

Arg

Val

val

Gly

Ala

Phe

Asp

His

Thr

Pro

Gln

Gly

Pro

Thx

Lys

Gln

Thx

Sex

Asn

Cly

Gly

Thr

His

Gln

Pro

Ser

Thy
Ala
Ile

Ile

Asp
Leu
His
Sex
Met

Pro

Leu

Thrx

Sex

Serxr

Gly

‘Thr

Ser

Gly

Ile

Gln

Thy

Pro

Pro

Arg

Leu
135

Leu
150

Thr
165

Gly
180

Pro
195

Pro
210

Gly
225

Ieu
240

Ser
255

Gly
270

Pro
285

Pro
300

Asn
318

Asn
330

CZ 296130 B6

Arg Gly Lys

Sex

Leu

Gly

Gly

Tyr

Phe

Pro

Gly

Phe

Gln

Ser

Leu

Informace o SEQ ID NO: 16
Charakteristiky sekvence:
Délka: 241 aminokyselin

Typ: aminokyselina

Topologie: line&rni

Val

Gln

Leu

Glin

Len

Ala

Gly

Leu

Pro

Leu

Sexr

SEQ 1D NO:

Leu Arg Asp Ser His Leu Leu His

-214 -

Arg

Leu

Glu

Leu

Leu

Asn

Gly

Ala

Pro

Pro

His

Ala

Gln

16

Val Arg
140

Arg Thr
' 155

Leu Thr
17¢

Thr Asn
185

Ser Arg
200

Asn Gln
215

Arg Thr
230

Thx Ser
245

Phe Asn
260

Pro Serx
275

Sex Pro
290

Pro Leu
305

Pro His
320

Glu Thr
338

10

Phe

Leu

Leu

Phe

T.en

Thx

Leu

Lys

Pro

Ala

Phe

Pro

Leu Leu Leu

Pro

Asn

Ser

Gln

Serxr

Gly

Gin

Gly

Ser

Leu

Pro

Val

Thx

Lys

val

Gly

Arg

Pro

Thx

Sex

Pro

Asp

‘Thx

Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys Asp Pro Arg Len Leu Asn Lys Leu
5

Thx

Phe

Thr

Phe

Sex

Val

Leu

Leu

Ala

Thr

Pro

Met

15

Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pxo




Asp

Phe

Gln

Ala

Gly

Gly

His

Aryg

Ser

Gln

Pro

Glu

Gly

Gly

Ser
241

Val

Sexr

Asp

Ala

Gln

Leu

.IJYB

Gly

Gln

Sex

Sexr

Trp

Ser

Ile

Asp Pro

Leu Gly

Ile Len

Arg Gly

Leu Ser

Leu Gly

Asp Pro

Lys Asp

Asn Cys

Gln Asp

Pro Asn

Asn Serx

Leu Arg

Gln Pro

20

Leu
35

Glu
50

Gly
65

Gln
80

Gly
95

Tha
110

Asn
1285

Phe
140

155

Tyr
170

Leu
185

Txp
200
His
215

Pro
230

Ser

Trp

Ala

Leu

Gln

Gln

Ala

Trp

Pro

Sexr

Trp

Ala

Gly

CzZ 296130 B6

Ile

Lys

Val

Glu

val

Leu

Leu

Ile

Trp

Trp

Ile

Leu

Ala

Trp

(?) Informace o SEQ ID NO: 17
(1) Charakteristiky sekvence:
{A) Délka: 335 aminokyselin

{B) Typ: amipokyselina

(C? Topologie: linearni
(xi} Oznadeni sekvence: SEQ 1D NO:

Pro

Thx

Ser

Pro

Arg

Pro

Phe

Val

Thr

Sex

Pro

Cys

Arg

Thr

-215-

val

Gln

Leu

Ser

Leu

Leu

Leu

Gly

Sex

Ala

Glu

Trp

Sex

Ser

17

25

Leu
40

Thr
55

Leu
70

Cys
85

Leu
100

Glin
118

Serx
130

Asp
145

Glu
160
Lys
175

Gln
190

Asn
205

Phe
220

Sex
235

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

Leu

Glu

Gln

Sexy

Asp

Leu

Gln

Phe

Pro
Gln
Glu
Ser

Gly

Gln
Ieun
Ala
Asn
Thr
Thr
Gln

Sexr

Ala

Sex

Gly

Ser

Ala

Thr

Gln

Gln

Serxr

Ten

Axrg

Sex

Lys

Val

Lys

Val

Leu

Leu

Thr

Leu

Cys

Gly

Gln

Thr

Asp

Leu

Pro

30
Asp
45

Ala
60

Met
75

Leu
a0

Gln
108

Ala
120

Leu
135
His
150
Ile
165

Val
180

Cys
195

Pro
210

Pro
225

Cys
240




Serxr

Leu

Asp

Phe:

Gln

Ala

Gly

Gly

Arg

Cys

Sex

Leu

Gly

Tyr

Phe

Pro

Pro

Arg

Val

Val

Asp

Asp

Ala

Sex

Pro

Ser Leu Gly

ABp

Ala

Gln

Leu

Lys

Gly

Val

Gln

Lieu

Leu

Gln

Leu

Ala

Gly

L.eu

Ile

Arg

Leu

Leu

Asp

Lys

Arg

Leu

Glu

Leu

Leu

Asn

Gly

Ala

Pro

Gly

Sexr

Gly

Pro

Val

Arg

Leu

Thr

Axrg

Thr

Phe

Pro

Pro
His
20

Leu
35

Glu
50

Gly
65

Gln
80

Gly
95

Thr

Ala

Leu

Sex

Trp

Ala

Len

Gln

Gln

110

Asn
125

Arg
140

Thxr
155

Thxr
170

Asn
i85
200

Gln
215

Thr
230

Ser
248

Asn
260

Ser

Ala

Phe

Leun

Leu

Phe

Leu

Thr

His

Lys

Pro

CZ 296130 B6

Cys
Leu
Ile
Lys
Val
Glu
Val
Len
Len
Leu
Pro
Asn
Ser
Gln
Ser
Gly
Gln
Gly

Ser

Asp

His

Pro

Thr

Sexy

Pro

Pro

Phe

Thr

Lys

Val

Gly

Arg

Pro

Thr

Ser

Leu

-216-

Pro

Ser

val

Gln

Leu

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

Thr

Phe

Thr

Phe

Ser

Val

Leu

Leu

Ala

10

Arg
25

Leu
40

Thr
55

Leu
70

Cys
85

Leu
100

Gln
115

Sex
130

val
148

Ala
160

Pro
17%

Ala
190
205
Pro

220

Asn
235

Glu
250

Ala
265

Pro

Leu

Leu

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

Leu

Glu

val

Asn

Arg

Val

Val

Gly

Ala

Phe

Asp

Leu

Ser

Pro

Gin

Glu

Ser

Gly

Axg

Gln

Gly

Pro

Arg

Thr

Lys

Gln

Thx

Sex

Asn

Gly

Asn

Gln

Ala

Ser

Gly

Sex

Ala

Thr

Glin

Pro

Sex

Thr

Ala

Ile

Ile

His

Asp

Leu

His

Lys

Cys

Val

Lys

Val

Leu

Leu

Thr

Leu

Thr

Sex

Ser

Gly

Thr

Ser

Ile

Gln

Thr

Leu
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

Met
75

Leu
90

Gln
105

Ala
120

Leu
135

Leu
150

Thr
1&5

Gly
180

Pro
195

Pro
2190

Gly
225

Leu
240

Ser
255

Gly
270

Pro




275

CZ 296130 B6

Phe Pro Pro Ser Pro Ala Leu Pro Thr

290

Gln Leu His Pro Leu
305

Ser Thr Ala Pro His
320

Leu Ser Gln Glu Thr
335

{2} Informace o SEQ ID NO:

Phe Pro Asp Pro

Pro Val Thr Met

{i) Charakteristiky sekvence:
{A} Délka: 332 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni
{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 18

Sexr Pro Ala Pro Pro
i 5

Leu Arg Asp Ser His
20

Asp Ile Asn Pro Leu
35

Phe Thr Leu Gly Glu
50

Gln Asp Val Leu Gly
65

Thxy Ala Arg Gly Gln
80

Val Gln Leu Ser Gly
‘ 95

Asp Leu Leu Gly Met
110

Bis Lys Asp Pro Ser
125

Arg Gly Lys Val Arg
140

Cys Ala Lys Arg Ala
155

Ala

Val

Ser

Trp

Ala

val

Gln

Gln

Ala

Phe

Pro

18

Cys Asp Pro

Leu

Thr

Lys

Thx

Gly

Val

Leu

Ile

Leu

Pro

His

Pro

Thr

Thy

Pro

Arg

Pro

Phe

Leu

Ala

-217 -

Gly
Val
Gln
Leu
Pro
Leu
Pro
Leu
Leu

Ile

280

Thr
295

His Gly Ser Pro

Sexr Thx Thr Met Pro

310

Tyr
325

Arg
10

Arg
25

Leu
40

Thy
55

Leu
70

Cys
8s

Leu
100

Gln
118

Asn
130

val
145

Ala
160

Pro His Pro Arg

Len

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

Phe

val

Val

Leu

Sex

Pro

Gln

Glu

Ser

Gly

Arg

Gln

Gly

Pro

Asn

Gln

Ala

Thy

Ala

Sex

Ala

Gln

Pro

Sexr

Lys
Cys
Val
Lys
Val
Leu
Leu
Thr
Leu
Se;

Ser

285

Pro
300

Asn
318

Asn
330

Leu
s

Pro
30

Asp
45

Ala
60

Met
75

Leu
20

Gin
105

Ala
120

Leu
13585

Leu
150

Thr
165




Ser

Gly

Leu

Gln

Pro

Ala

Glu

Phe

Pro

Pro

Glu

(2)
(i)
(a)
(B)
{c)
(D)

Pro

Leu

Phe

Leu

Asn

Gly

Thr

Sex

Ser

Leu

Leu

Glu
332

Informace o SEQ 1D NO:

Phe

Glu

Leu

Asn

Gly

Pro

Sexr

Pro

Pro

Leu

Leu

His

Thr

Lys

Gln

Thx

Gln

Gly

Ser

Sex

Pro

Phe

Thx
170

Asn
185

Arg
200

Thr
215
His
230

Pro
245

Met
260

Pro
27%

Pxo
290

Asp
305

Ala
320

Leu

Sex

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

Ala

Thr

Pro

Ala

CZ 296130 B6

Asn Lys Leu Pro
1758

Ser Ile Ser Ala
190

Gln Ala Phe Arg
205

Arg Ser Leu Asp
229

Pro Leu Ser Gly
235

Ala Leu Gly Ala
250

Ser Arg Pro Thr
265

His Pro Sexr Pro
- 280

Ser Pro Ser Pro
295

Ser Ala JIle Thr
310

His Pro His Phe
325

19

Charakteristiky sekvence:

Délka:

1026 basi
Typ: nukleovéd kyselina

Polet viéken: -jedno

Topologie:
{xi) Oznadeni sekvence:

AGC

1

CCG

linearni

SEQ ID NO: 19

GCT CCT CCT GCC TGT GAC CCC
Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro

5

Asn Arg

Arg Thr

Ala Lys

Gln Ile

Ile His

Pro Asp

Tyr Leu

Gly Arg

Thr val

Pro Asn

Gln Asn

CGA CTC
Arg Leu
10

AAT AAA CTG CTT CGT GAC TCC CAT GTC CTT CAC GGC
Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu

15

20

-218 -

His Gly

Thr Ser

Thr Gly

Ile Pro

Pro Gly

Gly Leu

Ile Pro

Gln Pro

Tyxr Thr

Gln Leu

Sexr Thr

Leu Ser

CTA 36
Leu

AGA 75
Arg
25

Gly
180

Sex
195

Gly
216
His
225

Phe
240

Pro
255

Gly
270

Leu
285

Gln
300

Sex
315

Gln
330




(& K e
Leun

GTC
Val

Lys

GGA
Gly
65

CGG
Arg

GTG
Val

CTG
Leu

AGG
Arg

AAC
Asn
130

cTe
Leu

CCA
Pro

CAC
His

Leu

TCT
Ser
195

AGC
Ser

CTG
Leu
40

ACC
Thr

GCC
Ala

GGA
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln
105

ACC
Thr

T™re
Phe

cTT
Leu

cee
Pro

ACA
Thxr
170

GAG
Glu

GGA
Gly

CAG
Gln

TG
Leu

ChAG
Gln

ACA
Thr

Gln
80

CTT
Leu

GAC
Asp

ACA
Thr

Gln

GTA
Val
145

GCC
Ala

cre
Leu

ACA
Thr

TTT
Phe

TGC
Cys

CCT
Pro

ACG
Thr
5%

ACC
Thr

GTG
Val

TCT
Sex

CTC
Leu

GCT
Ala
120

Gln

GG
Val

ATA
Ile

AAC
Asn

AAC
Asn
185

CcTC
Leu

CCA
Pro
30

GCT
Ala

GAG
Glu

cTT
Leu

GGA
Gly

GGA
Gly
95

crT
Leu

CAC
His

CTG
Leu

GGG
Gly

GCT
Ala
160

ABLG
Lys

TCC
Ser

Lys

GAC
Asp

GTG
Val

CAG
Gln

CTG
Leu
70

cce
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

AAG
Lys

cTe
Leu
135

cce
Pro

GTC
Val

cTc
Leu

AGT
Serx

AGG
Arg
200

CZ 296130 B6

ATT
Ile

GAC
Asp
45

ACA
Thx

e
Leu

cCcr
Pro

GTT
Val

ATGE
Met
110

GAT
Asp

CGA
Arg

TCC
Ser

cce
Pro

CCA
Pro
175

ATC
Ile

CTG
Leu

AANC
Asn

Tre
Phe

ARG
Lys

GAG
Glua

TGC

Cys
85

CGC
Arg

CAG
Gln

e
Pro

GGA
Gly

c1c
Len
150

AGC

Sex

AMC
Asn

TCA
Serxr

CAG
Gln

-219 -

ccr
Pro

ACC
Thr

GCA
Ala
60

GCa
Ala

cTC
Leu

cre
Leu

Leu

AGT
Ser
128

ARG
Lys

TGT
Cys

AGC
Ser

AGG
Arg

GCC
Ala
190

Ala

TTG
Leu
35

TTG
Leu

CAG
Gln

GTG
val

TCA
Sexr

CTe
Leu
100

e
Pro

GCC
Ala

GTG
Val

GCC
Ala

ACC
Thy
165

ACC
Thr

AGA
Arg

TrC
Phe

TCC
Sexr

Gly

GAT
Asp

ATG
Met

75
TCC
Ser

cTre
Leu

cCcA
Pro

ATC
Ile
CGT
140
ARG
Lys

TCT
Serxr

TCT
Ser

ACT
Thr

AGA

205

ACA
Thr

GAA
Glu
50

GIC

Val

ACA
Thr

cTG
Leu

Gly

CAG
Gln
118

Tre
Phe

TrC
Phe

AGG
Arg

CCca
Pro

GGA
Gly
180

ACT
Thr

GCC
Ala

CCr
Pro

Trp

CTG
Leu

GCA
Ala

cre
Leu
90

GCC
Ala

GGA
Gly

CrG
Leu

TG
Leu

GCC
Ala
155

TrC
Phe

™G
Leu

GGC
Gly

Lys

1i4

153

192

231

270

309

348

387

426

465

504

543

582

621




ATT
Ile

Gln

AGT
Sex

GCC
Ala

ATG
Met
260

CcCcT
Pro

TTC
Phe

cre
Leu

AAC
Asn

TTC
Phe
325

cCr
Pro

ATC
Ile

GGA
Gly
235

CTC
Leu

GGC
Gly

TCe
Ser

TCT
Ser

CAG
Gln
300

TCT
Serxr

CAG
Gln

GGT
Gly
210

cCer
Pro

ATT
Ile

GGA
Gly

TCC
Sexr

CCha
Pro
275

cCT

Pro

ccr
Pro

ACC
Thrx

AAC
Asn

CTG
Leu

GGA
Gly

CAT
His

GCT
Ala
250

CGG
Arg

GCT
Ala

TCA
Sex

CrG
Leu

AGT
Sex
315

CcTG
Len

Leu

CAC
His
225

Gly

CCA
Pro

CCA
Pro

CAC
His

cee
Pro
290

crT
Leu

ccr
Pro

TCT
Ser

CZ 296130 B6

AAC
Asn

CAG
Gln

cTre
Leu

GAC
Asp

ACC
Thr
265

cer
Pro

ACC
Thx

CcCcT
Pro

crT
Leu

CAG
Gln
330

CCTGCCAACT TCAGCA 1026

{2)
{1)
(A)
(B)
<)
(D)

Gln

AAT
Asn

TrT
Phe
240

ATT
Ile

TAC
Tyx

TCT
Ser

TCE
Sex

GAC
Asp
305

CTA
Leu

Glu

Informace o SEQ ID NO: 20
Charakteristiky sekvence:

Délka:

1014 basi
Typ: nukleovad kyselina

PoCet vlaken: jedno
Topologie: line&rns
{xi) Oznacen! sekvence: SEQ ID NO: 20

ACC
Thr
215

Gly

cCcr
Pro

CCT
Pro

cTe
Leu

CcCct
Pro
280

CCC
Pro

cee
Pro

T
Phe

GAG
Glu
332

TTCC
Ser

ACA
Thr

GGA
Gly

CCA
Pro
255

CAG
Gln

GGA
Gly

TCC
Ser

TCcT
Sey

GCA
Ala
320

AGG
Arg

CAC
His
230

cce
Pro

GCA
Ala

cer
Pro

CGA
Arg

cce
Pro
295

GCG
Ala

GeT
Ala

TCC
Ser

GGA
Gly

Gln

ACT
Thr

GGA
Gly
270

TAC
Tyr

ACA
Thr

ATC
Ile

CacC
His

CTA
Len

cce
Pro
ccc

245

Sex

GAG
Glu

ACT
Thr

GTC
Val

ACA
Thr
310

CCT
Pro

TAAG GTGCTCAGAC

GAC
Asp
220

T™rG
Leu

GGG
Gly

GGC
Gly

TCT
Sex

cre
L.en
285

CAG
Gln

CCC
Pro

CarT
His

1010

660

699

738

717

816

855

854

933

972

AGC CCG GCT CCT CCT GCC TGT GAC CCC CGA CTC CTA 36
Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu

-220 -




AAT
Asn

CTG
Leu

GTIC
val

Lys

GGA
Gly

65
CGG
Arg

GTG
val

cTaG
Leu

cac
His

Leu
130

GGG
Gly

GCT
Ala

Lys

- TCC

ARA
Lys

AGC
Sexr

cTG
Len
40

ACC
Thx

GCC
Ala

GGA
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln
105

ARG
Lys

cre
Leu

CcCC
Pro

GTC
val

cTC
Leu
170

AGT

CTG
Leu
15

Gln

Leu

caG
Gln

ACA
Th

Gln
80

CTT

Leu

GAC
Asp

GAT
Asp

ceA
Arg

TCC
Ser
145

cCG
Pro

CCa
Pro

ATC

CZ 296130 B6

CTT CGT GAC TCC CAT

Leu

TGC
Cys

CCT
Pro

ACG
Thx
55

ACC
Thx

GTG
Val

TCcr
Sex

cTC
Leu

ccC
Pro
120

GGA
Gly

cre
Leu

AGC
Ser

AAC
Asn

TCA

Arg

CCA
Pro
30

GCT
Ala

GAG
Glu

crT
Leu

GGA
Gly

GGA
Gly
95

cTT

Leu

AGT
Ser

AAG
Lys

TGT
Cys

AGC
sSexr
160

AGG
Axrg

GCC

Asp

GAC
Asp

GTG
Val

CAG
Gln

crG
Leu
70

cCC
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

GCC
Ala

GTG
val
135

GCC
Ala

ACC
Thxr

ACC
Thx

AGA

Sex

ATT
Ile

GAC
Asp
45

ACA
Thr

crG
Leu

cCcT
Pro

GTT
Val

ATG
Met
110

ATC
Ile

cGT
Arg

ARG
Lys

TCcT
Serx

T™¢cT
Ser
175

ACT

*

His
20

AAC
Asn

Tre
Phe

AAG
Lys

GAG
Glu

Cys
85

Arg

CAG
Gin

Tre
Phe

™

Phe

150

CCA
Pro

GGA
Gly

ACT

-221-

GTC
Val

ceT
Pro

ACC
Thr

GCa
Ala
60

Gea
Ala

cTC
Leu

cTC
Leu

Gly

CT6
Leu
125

CTG
Leu

GCC
Ala

e
Phe

TG
Leu

CTT
Leu

TG
Leu
35

TG
Leu

CAG
Gln

GTG
val

TCcA
Seyx

e
L.en
100

AGG
Arg

ARC
Asn

cre
Leu

Pro

cac
His
165

TTG
Leu

TCT

i0
CAC
His

TCC
Ser

Gly

GAT
Asp

ATG
Met
75

TCC
Ser

CTC
Leu

ACC
Thr

e
Phe

CTT
ieu
140

cCC
Pro

ACA
Thr

GAG
Glu

GGA

GEC
Gly

ACA
Thx

Glu
50

GTC
Val

ACA
Thr

L0 ¢
Leu

Gly

ACA
Thr
115

Gln

GTA
Val

GCC
Ala

TG
Leu

ACA
Thr
180

AGA
Arg
25

CCT

Pro

TGG
Trp

C1G
Leu

GCa
Ala

CTIG
Leu
90

GCC
Ala

GCT
Ala

Gln

CTG
Val

ATA
Ile
15%

AAC
Asn

AAC
Asn

cre

114

153

192

231

270

309

348

387

426

465

504

543

582




Serx

AAMG
Lys
185

c1G
Leu

CAC
His

GGA
Gly

CCA
Pro

CCA
Pro
260

CAC
His

cce
Pro

cTY
Leu

cer
Pxo

T™CT
Ser
25

Sexr

AGG
Arg

AAC
Asn

CaG
Gln

cre
Leu
235

GAC
Asp

ACC
Thr

ccr
Pro

ACC
Thr

CcCT
Pro
300

cTT
Leu

CAG
Gln

Iie

Cre
Leu

CAA
Gln
210

AAT
Asn

T
Phe

ATT
Ile

TAC
Tyx

TCT
Ser
275

TCG
Ser

GAC
Asp

CTA
Leu

GAA
Glu

AGCA 1014

(2}

Ser
185

CAG
Gln

ACC
Thx

GGG
Gly

coT
Pro

CCT
Pro
250

crc
Leu

CCT
Pro

cce
Pro

ccc
Pro

T
Phe
315

GAG
Glu
328

Ala

GCA
Ala

TCC
Sex

ACA
Thx
225

GGA
Gly

CcCa
Pro

CaG
Gln

GGA
Gly

e
Sex
290

™Y
Ser

GCA
Ala

CZ 296130 B6

Arg

Phe
200

AGG
Axrg

CAC
His

cce
Pro

GCA
Ala

cCr
Pro
265

CGA

Arg

cce
Pro

GCG
Ala

GCT
Ala

Thr

AGA
Arg

TCC
Sex

Gly

Gln
240

ACT
Thx

GGA
Gly

TAC
Tyr

ACA
Thy

ATC
Ile
305

CAC
His

Thy

GCC
Ala

Ctra
Len
215

cCccC
Pro

cCcC
Pro

TCA
Ser

GAG
Glu

ACT
Thr
280

GTe
Val

ACA
Thy

CCT
Pro

Gly
190

ARG
Lys

GAC
Asp

TG
Len

Gly

GGC
Gly
255

cT
Ser

cre
Leu

CAG
Gln

cce
Pro

CAT
His
320

Ser

ATT
Ile

Gln

AGT
Ser
230

GCC
Ala

ATG
Met

CCT
Pro

Tre
Phe

CTC
Leu
295
AAC
Asn

TTC
Phe

Gly

CCT
Pro
205

ATC
Ile

GGA
Gly

CTC
Leu

eleled
Gly

TCC
Sexy
270

TCT
Ser

CAG
Gln

TCT
Serxr

CAG
Gln

Phe

GET
Gly

cer
Pro

ATT
Ile

GGA
Gly
245

TCC
Sex

CCA
Pro

cCCT
Pro

CCT
Pro

ACC
Thr
310

AAC
Asn

Leu

CTG
Len

GGA
Gly
220

CAT
His

GCT
Ala

Axg

GCT
Ala

TCA
Sexr
285

CTG
Leu

AGT
Sex

CTG
Leu

TAAGGT GCTCAGACCC TGCCAACTTC 1010

Informace o SEQ ID NO:

21

(i) Charakteristiky sekvence:

(A)
(B)
(€}

Délka: 328 aminokyselin
Typ: aminokyselina
Topologie: linedrnt

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ 1D NO: 21

-222 -

621

660

699

738

777

816

855

894

933

972




Sex

Leu

Asp

Phe

Gln

Thr

Val

Asp

Ser

Arg

Ala

Thr

Asn

Thx

His

Pro

Met

Pro

Arg

Ile

Thr

Asp

Ala

Gln

Leu

Ala

Phe

Pro

Leu

Ser

Leu

Sex

Gly

Gly

Gly

hla

Asp

Asn

Leu

val

Arg

Leu

Leu

Ile

Pro

Asn

Sex

Gln

Arg

Pro

Ala

Ser

Pro

Ser

Pro

Gly

Leu

Gly

Sex

Gly

Phe

Leu

Ala

Lys

Ile

Ala

Sex

Leu

Arg

Pro
His
20

Leu
35

Glu
50

Gly
65

Gln
80

Gly
95

Met
110

Leu
125

Leu
140

Ile
155

Leu
170

Ser
18%

Phe
200

Leu
215

Ser
230

Gly
245

Pro
260

Ala

Val

Sex

Trp

Ala

Val

Gln

Gln

Asn

Val

Ala

Pro

Ala

Asp

Gly

Ala

Thr

CZ 296130 B6

Cys

Leu

Thr

Lys

Thr

Gly

Val

Gly

Phe

Val

Val

Asn

Arg

Ala

Gln

Ile

Pro

Tyr

Asp
His
Pro
Thr
Thy
Pro
Arg
Arg
Gln
Gly
Pro
Arg
Thr
Lys
Ile
His
Asp

Leu

-223 -

Pro

Gly

Val

Gln

Leau

Pro

Leu

Thr

Gln

Pro

Sex

Thxr

Thxy

Ile

Pro

Gly

lle

Gln

10

Aryg
25

Leu
40

Thr
55

Leu
70

Cys
85

Leu
100

Thry
1315

Leu
130

Sex
145

Serx
160

Sex
175

Gly
150

bro
205

Gly
220

Leun
235

Pro
250

Pro
265

Leu

Leu

Leu

Glu

1.en

Leu

Leu

Ala

Lren

Thr

Gly

Ser

Gly

Phe

Pro

Gly

Leu

Ser

Pro

Gln

Glu

Sexr

Gly

His

Arg

Sexr

Leu

Gly

Leu

Gln

Pro

Glu

Agn

Gln

Ala

Thr

Ala

Sex

Ala

Lys

Gly

Ala

Pro

L.eu

Phe

Len

Asn

Gly

Thr

Sex

Lys

Cys

val

Lys

Val

Leu

Leu

Asp

Lys

Lys

Phe

Glu

Leu

Asn

Gly

Pro

Ser

Pro

Leu
18

Pro
Asp
45
Ala
Met
75

Leu
90

Gin
105

Pxo
120

val
135

Arg
150
His
165

Thr
i8¢0

Lys
i85

Gln
210

Thry
225

Gln
240

Gly
255

Sex
270




Pro Ala His Pro Ser Pro

Pro Thr Ser Pro Ser Pro Thr Val Gln

Asp Pro Ser Ala Ile

Ala Ala His Pro His

(2)
(i)
{A)
{B)
(<)
(D)

Délka:

27%

290

308

320

Informace o SEQ ID NO:
Charakteristiky sekvence:
5141 basi
Typ: nvokleova kyselina
Pocet vlaken: dvé

Topologie: lineadrni

{xi) Oznaceni sekvence:

TTCGAGCTCG
GAATGTGTGT
 GAAGTATGCA
TCCCCAGGCT
GTCAGCAACC
CGCCCAGTTC
TATGCAGAGG
AGGAGGCTTT
CCGGGAACGG
GTACCGCCTA
TCGACCATTG
AGAACGGAGA
CARAGAATGA
TATGGGTAGG
AGGACAGAAT

GGAGCTCATT

CCCGACATTG
CAGTTAGGGT
AAGCATGCAT
CCCCAGCAGG
ATAGTCCCGC
CGCCCATTCT
CCGAGGECCGC
TTTGGAGGCC
TGCATTGGAA
TAGAGCGATA
ARCTGCATCG
CCTACCCTGG
CCACAACCTC
ARAACCTGGT
TAATATAGTT

TTCTTGCCAA

Thr

Phe

CZ 296130 Bo6

22

ATTATTGACT
GTGGARAGTC
CTCAATTAGT
CAGARGTATG
CCCTAACTCC
CCGCCCCATG
CTCGGCCTCT
TAGGCTTTTG
ceCeeaATTCC
AGAGGATTTT
TCGCCGTGETC
CCTCCGCTCA
TTCAGTGGAA
TCTCCATTCC
CTCAGTAGAG

AAGTTTGGAT

-224 -

Gly Arg Tyr

Pro Asn Ser

Gln Asn Leu

Thr
280

Leu

Leu Gln

295

Thr Ser
310

Sex Gln
325

SEQ ID NO: 22

AGAGTCGATC
CCCAGGCTCC
CAGCBACCAG
CAAAGCATGC
GCCCATCCCG
GCTGACTAAT
GAGCTATTCC
CARAARRGCTA
CCETGCCCARG
ATCCCCGCTG
CCAAAATATG
GGAACGAGTT
GGTAAACAGA
TGAGAAGAAT
ARCTCAAAGA

GATGCCTTAA

Phe Ser Pro Ser

Pro Leu

Pro Len

Glu Glu
328

GACAGCTGETG
CCAGCAGGCA
GTGTGGAARRG
ATCTCAATTA
CCCCTARCTC
TTTTTTTATT
AGARAGTAGTG
GCTTATCCGG
AGTGACGTAA
CCATCATGGT
GGGATTGGCA
CAAGTACTTC
ATCTGGYGAT
CGACCTTTAA
ACCACCACGA

GARCTTATTGA

285

Leu Pro

300

Lieu Phe

315

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750

BOQG




ACAACCGGAA
GTTCTGTTTA
GTGACAAGGA
TGATTTGGGE
AGGTCCAGGA
AARGACTAAC
ATGCATTTIT
CTTCGTTAGA
ATACGATTTA
CAGETGTCCA
GTCGACTCTA
AACTTGTTTA
AAATTTCACA
CCAARCTCAT
CGGCGCAGCA
GTACCTTCTG
TGTGGAAAGT
TCTCAATTAG
GCAGAAGTAT
CCCCTAACTC
TCCGCCCCAT
CCTCGECCTC
CTAGGCTTTT
CGCCATTTAA
ACGTCGTGAC
CACATCCCCC
CeCCerTeee

GTATTTTCTC

TTGGCAAGTA
CCAGGAAGCC
TCATGCAGGA
AAATATAAAC
GGAAAAAGGC
AGGAAGATGC
ATAAGACCAT
ACGCGGCTAC
GGTGACACTA
CPCCCAGETC
GAGGATCCCC
TTGCAGCTTA
AATAAAGCAT
CAATGTATCT
CCATGGCCTG
AGGCGGAARG
CCCCAGGCTC
TCAGCAACCA
GCARAAGCATG
CGCCCATCCC
GGCTGACTAA
TCGAGCTATIC
GCAAAAAGCT
ATCCTGCAGG
TGGGAMRACC
CTTCGCCAGC
AACAGTTGCG

CTTACGCATC

CZ 296130 B6

AAGTAGACAT
ATGAATCAAC
ATTTGAAAGT
CTCTCCCAGA
ATCAAGTATA
TTTCAAGTTC
GGGACTTTTG
AATTAATACA
TAGATAACAT
CAACTGCACC
GGGGAATTCA
TAATGGTTAC
TTTTTTCACT
TATCATGTCT
ARATABRCCTC
ARCCAGCTGT
CCCAGCAGGC
GGTGTGGAAA
CATCTCAATT
GCCCCTAACT
TETTTTTTAT
CAGAAGTAGT
GTTACCTCGA
TARCAGCTTG
CTGGCGTTAC
TGGCGTAATA
TAGCCTGAAT

TGTGCGGTAT

-225-

GGTTTGGATA
CAGGCCACCT
GACACGTTTT
ATACCCAGGC
AGTTTGAAGT
TCTGCTCCCC
CTGGCTTTAG
TAACCTTATG
CCACTTTGCC
TCGGTTCTAA
ATCGATGGCC
AAATAAMGCA
GCATTCTAGT
GGATCGATCG
TGAAAGAGGA
GGAATGTGTG
AGAAGTATGC
GTCCCCAGGC
AGTCAGCAAC
CCECCCAGTT
TTATGCAGAG
GAGGAGGCTT
GCGGCCGCTT
GCACTGGCCG
CCAACTTAAT
GCGAAGAGGC
GGCGAATGGC

TTCACACCGC

GTCGGAGGCA
TAGACTCTTT
TCCCAGAARAT
GTCCTCTCTG
CTACGAGAAG
TCCTAAAGCT
ATCCCCTTCG
TATCATACAC
TTTCTCTCCA
GCTTCTGCAG
GCCATGGCCC
ATAGCATCAC
TETGETTTCT
GGAATTAATT
ACTTGGTTAG
TCAGTTAGGG
AARGCATGCA
TCCCCAGCAG
CATAGTCCCG
CCGCCCATTC
GCCGAGGCCG
TTTTGGAGGC
AATTAAGGCG
TCGTTTTACA
CECCTTGCAG
CCGCACCGAT
GCCTGATGCG

ATACGTCARA

850

200

950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1850
2000
2050
2100
2150

2200




GCAACCATAG
TEGTTACGCG
CCTTTCGCTT
TCAAGCTCTA
GGCACCTCGA
CCATCGCCCT
CTTTAATAGT
CGGGCTATTC
TTAAAARATG
ATTAACGTTT
CCGCATAGTT
CGCCCCGACA
CTCCCGGCAT
GTGTCAGAGG
- GAAGACGAAA
ATAATAATGG
CGGAACCCCT
TCATGAGACA
AGTATGAGTA
ATTTTGCCTT
ATGCTGARGA
ARCAGCGGTA
GATGAGCACT
ACGCCGGGCA
TTGGTTGAGT
AGTAAGAGAA
CCAACTTACT

TTGCACAACA

TACGCGCCCT
CAGCGTGACC
TCTTCCCTTC
AATCGGGGEGC
CCCCAARAAA
GATAGACGGT
GGACTCTTGT
TTTTGATTITA
AGCTGATTTA
ACAATTTTAT
AAGCCRACTC
CCCGCCAACA
CCGCTTACAG
TTTTCACCGT
GGGCCTCOGTG
TTTCTTAGAC
ATTTGTTTAT
ATAACCCTGA
TTCAACATTT
CCTGTTTTTG
TCAGTTGGET
AGATCCTTGA
TTTAAARGTTC
AGAGCAACTC
ACTCACCAGT
TTATGCAGTG
TCTGACAACG

TGGGGGATCA

CZ 296130 Bo

GTAGCGECGC
GCTACACTTG
CTTICTCGCC
TCCCTTTAGG
CTTGATTTGG
TTTTCGCCCT
TCCAAACTGE
TAAGEGGATTT
ACAMARATTT
GETGCACTCT
CGCTATCGCT
CCCGCTGACG
ACABGCTGTG
CATCACCGAA
ATACGCCTAT
GTCAGGTGGC
TTTTCTAAAT
TAAATGCTTC
CCETGTCGECC
CTCACCCAGA
GCACGAGTGG
GAGTTTTCGC
TGCTATGTGG
GGTCGCCGCA
CACAGABDAAG
CTGCCATAAC
ATCGGAGGAC

TGTAACTCGC

-226 -

ATTARGCGCG
CCRGCGCCCT
ACGTTCGCCG
GTTCCGATTT
GTGATGGTTC
TTGACGTTGG
ARCAACACTC
TGCCGATTTC
ADCGCGAATT
CAGTACARTC
ACGTGACTGG
CGCCCTGACE
ACCGTCTCCG
ACGCCCGAGE
TTTTATAGGT
ACTTTTCGGG
ACATTCAART
AATAATATTG
CTTATTCCCT
AACGCTGGETG
GTTACATCGA
CCCGAAGABC
CGCGGTATTA
TACACTATTC
CATCTTACGE
CATGAGTGAT
CGAAGGAGCT

CTTGATCGTT

GCCRETETGE
AGCGCCCECT
GCTTTCCCCG
AGTGCTTTAC
ACGTAGTGGG
AGTCCACGTT
AACCCTATCT
GGCCTATTGG
TTAACAAAAT
TGCTCTGATG
GCTCATCGCTG
GECTTGTCTG
GGAGCTGCAT
CAGTATTCTT
TAATGTCATG
GAAATCTGCG
ATGTATCCGC
AAAAAGGAAG
TTTTTGCGGC
AAAGTARARG
ACTGGATCTC
GTTTTCCARAT
TCCCGTGATG
TCAGAATGAC
ATGGCATGAC
AARCACTGCGG
AACCGCTTTT

GGGAACCGGA

2250
2300
2350
2400

2450

2700
2750
2800
2850
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550

3600




GCTGAATGAA
CAATGGCARC
GCTTCCCGGC
ACCACTTCTG
CTGGAGCCGG
GATGGTAAGC
AACTATGGAT
TTAAGCATTG
GATTTAAAAC
TGATARTCTC
CCTCAGACCC
CTGCGCGTAA
GGITTTGTTTG
GCTTCAGCAG
TTAGGCCACC
GCTAATCCTG
CCGGGTTGGA
TGAACGCGEG
CGAACTGAGA
AAGGGAGAAA
GAGCGCACGA
TGTCGGGTTT
CAGGGGEGECE
TTCCTGGCCT
CCCTGATTCT
CTCGCCGCAG
GAAGAGCGCC

TTAATCCAGC

GCCATACCAA
AACGTTGCGC
AACAATTAAT
CCCTCEECCC
TGAGCGTGGG
CCTCCCGTAT
GARCGAALRTA
GTAACTGTCA
TTCATTTTTA
ATGACCAARA
CGTAGAAANG
TCTGCTGCTT
CCGGATCARG
AGCGCAGATA
ACTTCAAGAA
TTACCAGTGG
CTCAAGACGA
GTTCGTGCAC
TACCTACAGC
GGCGGACAGG
GGGAGCTTCC
CGCCACCTCT
GAGCCTATGG
TTTGCTGGCC
GTGGATAACC
CCGAACGACC
CAATACGCAR

TGGCACGACA

CZ 296130 B6

ACGACGAGCG
ARACTATTAA
AGACTGGATG
TTCCGGCTGG
TCTCGCGETA
CGTAGTTATC
GACAGATCEC
GACCARGTTT
ATTTARAAGG
TCCCTTAACG
ATCAAAGGAT
GCARACAARA
AGCTACCAAC
CCARATACTG
CTCTGTAGCA
CTGCTGCCAG
TAGTTACCGG
ACAGCCCRAGC
GTGAGCATTG
TATCCGGTAA
AGGGGGAAAC
GACTTGAGCG
AARAACGCCA
TTTTGCTCAC
GTATTACCGC
GAGCGCAGCG
ACCGCCTCTC

GGTTTCCCGA

-227 -

TGACACCACG
CTGGCGAACT
GAGGCGGATA
CTGGTTTATT
TCATTGCAGC
TACACGACGE
TGAGATAGGT
ACTCATATAT
ATCTAGGTGA
TCGAGTTTTCG
CTTCTTGAGA
ARACCACCGC
TCTTTTTCCG
TCCTTCTAGT
CCGCCTACAT
TGGCGATAAG
ATAAGGCGCA
TTGGAGCGAA
AGAAAGCGCC
GCGGCAGGGET
GCCTCGGTATC
TCGATTTTTG
GCAACGCGGC
ATGTTCTTTC
CTTTGAGTGA
AGTCAGTGAG
CCCGCECETT

CTGGARAGCG

ATGCCAGCAG
ACTTACTCTA
AARGTTGCAGE
GCTGATAAAT
ACTGGGGCCA
GGAGTCAGEC
GCCTCACTGA
ACTTTAGATT
AGATCCTTTT
TTCCACTGAG
TCCTTTTTTT
TACCAGCGGT
ARGGTAACTG
GTAGCCGTAG
ACCTCGCTCT
TCGTCTCTTA
GCGGETCEGGC
CGACCTACAC
ACGCTTCCCG
CGGAACAGGA
TTTATAGTCC
TGATGCTCGT
CTTTTTACGG
CTGCGTTATC
GCTGATACCG
CGAGGAAGCG
GGCCGATTCA

GGCAGTGAGC

3650
3700
3750
3800
3850
3900
3950
4000
4050
4100
4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500
4550
4600
4650
4700
4750
4800
4850
4900
4950

5000
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GCAACGCAAT TAATGTGAGT TACCTCACTC ATTAGGCACC CCAGGCTTTA 5050
CACTTTATGC TTCCGECTCG TATGCTTGTGT GGAATTGTGA GCGGATAACA 5100

ATTTCACACA GGAAACAGCT ATGACCATGA TTACGBATTA A 5141

(2) Informace o SEQ ID RO: 23

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 21 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

(C) PoCet vlaken: jedno

{D}) Topologie: line&rni

(xi) Oznateni sekvence: SEQ ID NQ: 23

ATGETCNCCNG CNCCNCCNGC N 21

(2) Informace o SEQ ID NO: 24

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 21 basi

{B) Typ: nukleova kyselina

{C) Polet vldken: jedno

{D) Topologie: linedrni

(xi) Oznacdeni sekvence: SEQ ID NO: 24

ATGTCTCCAG CGCCGCCAGC G 21

(2) Informace o SEQ ID NO: 25

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 21 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

(C) Pocet vlaken: jedno

(D) Topologie: line&rni

(xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO: 25

ATGTCGCCTG CTCCACCTGC T 21

{(2) Informace o SEQ ID NO: 26

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 21 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Pocet vlaken: jedno

(D) Topologie: linearni

{xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO: 26

-228 -
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ATGTCGCCAG CGCCACCAGC C 21

(2) Informace o SEQ ID NO: 27

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 21 basi

{B) Typ: nukleovd kyselina

(C) Pocet vlaken: ijedno

{D) Topologie: linearni

{xi) Oznacdeni sekvence: SEQ ID NO: 27

ATCGTCCCCAG CCCCACCCGC A 21

(2) Informace o SEQ ID NO: 28

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 21 basi

(B) Typ: nukleové kyselina

(C) Pocet vlaken: jedno

(D) Toépologie: linearns

(xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 28

ATGTCGCCAG CGCCGCCAGC G 21

(2) Informace o SEQ 1D NO: 29

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 25 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linedrni

{xi} Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO: 29

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Asp Asp His Val Leu His Gly Arg
20 25

(2) Informace o SEQ ID NO: 30

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 2¢ aminokyselin

(B) Typ: amimokyselina

(C) Topologie: lineadrni

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ 1D RO: 30

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Axrg Leu Leu Asn Lys Leu
1 3 io0 15
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Ieu Arg Asp Asp Xaa Val Leu His Gly Arg Leu
20 25 26

(2) Informace o SEQ ID NO: 31

(1) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 25 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: line&rni

(%xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 31

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Xaa Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu

1 5 10

L.eu Arg Asp Asp His Val Leu His Gly Arg
20 25

(2) Informace o SEQ ID NO: 32

(i} Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 14 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

(xi) Oznateni sekvence: SEQ ID NO: 32

Xaa Pro Ala Pro Pro Ala Xaa Asp Pro Arg leu Xaa Asn Lys

1 5 10

{2) Infermace o SEQ ID NO: 33

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 9 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

{(x1) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO: 33

Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg
1 5 g

(2) Informace o SEQ ID NO: 34

(i} Charakteristiky sekvence:

(A} Dé&lka: 45 basi

(B) Typ: nukieovd kyselina

(C) Pocet vlédken: jedno

(D) Topologié: linearni

{xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO:34

GCCGTGAAGG ACCTGGTCGT CACGAAGCAG TTTATTTAGG AGTCG 45

-230-
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{2) Informace o SEQ ID NO: 35

(1) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 20 basi

{B} Typ: nukleovd kyselina

(C} Polet vlaken: jedno

(D) Topologie: linearni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 35

CCNGCNCCONC CNGCNTGYGA 20

{2) Informace o SEQ ID NO: 36

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 21 basi

{B} Typ: nukleova kyselina

(C) Poclet vl&ken: jedno

(D) Topologie: lineadrni

(xi) Oznageni sekvence: SEQ ID NO:36

NCCRTGNARN ACRTGRTCRT C 21

(2} Informace o SEQ ID NO: 37

(1) Charakteristiky sekvence:

{A) Deélka: 6%basi

{B) Typ: nukleovd kyselina

{C) Polet vldken: jedno

(D) Topologie: linedrni

(x1) Oznaclenl sekvence: SEQ Ip NO:37

CCAGCGCCGC CAGCCTGTGA CCCCCGACTC CTARATAAAC TGCCTCGTGA 50

TGACCACGTT CAGCACGGC 69

(Z2) Intormace o SEQ ID NO:38

(i) Charakteristiky sekvence:

(R) Délka: 69 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Pocet viaken: jedno

{D} Topologie: lineadrni

(xi) Oznacdeni sekvence: SEQ ID NO:38

GCCGTGCTGA ACGTGGTCAT CACGAGGCAG TTTATTTAGG AGTCGGGGGT S0

CACAGGCTGG CGGCGCTGG 69
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(2) Informace o SEQ ID NO: 39

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 69 basi

(B} Typ: nuklecva kyselina

(C) Polet vlaken: jedno

(D} Topologie: linearni

{(xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID RO:39

CCAGCACCTC CGGCATGTGA CCCCCGACTC CTAAATAAAC TCCTTCGTGA 50
CGACCACGTC CATCACGGC 69

{2) Informace o SEQ ID NO:40

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 69 basi

(B) Typ: nukleovd kyselina

(C) Polet vliaken: jedno

{D) Topologie: linearni A

(xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:40

GCCGTGATGG ACGTGGTCGT CACGAAGCAG TTTATTTAGE AGTCGGGGEET 50

CACATGCCGG AGGTGCTGE 69

{2) Informace o SEQ ID NO:41

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 69 basi

{B) Typ: nukleova kyselina

{(C) Pocet vliaken: jedno

(D) Topologie: linearnt

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ 1D NO:41

CCAGCACCGC CGGCATGTGA CCCCCGACTC CTABATAAAC TGCTTCEGTEGA 50

CCATCATGTC TATCACGGT 69

{(2) Informace o SEQ 1D NO: 42

{i) Charakteristiky sekvence:

(A} Délka: 69 basi

{B) Typ: nukleova kyselina

{C) Polet vladken: jedno

(D} Topologie: linedrni

{xi) Oznacdeni sekvence: SEQ ID NO:42
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ACCGTGATAG ACATGATCGT CACGARGCAG TTTATTTAGG AGTCGGGGGT 50

CACATGCCGG CGOTGCTGG 68

(2) Informace o SEQ ID NO: 43

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 37 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

(C} Pocet vldken: jedno

{D} Topologie: lineaArni

{xi) Oznaceri sekvence: SEQ ID NO: 43

GCTAGCTCTA GARATTGCTC CTCGTGGTCA TGCTTCT 37

QQ) Informace o SEQ ID NO: 44

(i} Charakterxistiky sekvence:

(B) beélka: 22 basi

{B) Typ: nukleové kyselina

{C) Podet wvlaken: jedno

(D) Topologie: linedrni

(2i) Oznadeni sekvence: SEQ 1D NO:44

CAGTCTGCCG TGAAGGACAT: GG 22

'(2) Informace o SEQ ID NO:45

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 24 basi

{B) Typ: nukleova kyselina

(C) Podet vldken: jedno

(D) Topologie: linearni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:45

TGTGGACTTT AGCTTGGGAG ARTG 24

(2} Informace o SEQ ID NO:46

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 22 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

(C) Polet vliaken: jedno

(D) Topologie: linedrni

(xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO:46

GGTCCAGGGA CCTGGAGGTT TG 22
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{2) Informace o SEQ ID NO: 47

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 31 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

(C) Polet vlaken: jedno

(D} Topologie: lineArnt

{xi) Oznacdeni sekvence: SEQ 1D NO: 47

ATCGATATCG ATAGCCAGAC ACCCCGGCCA G 31

(2} Informack o SEQ ID NO-48

{i) Charakteristiky sekvence:

(A} Délka: 36 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Pocet vldken: jedno

(D) Topologie: linedrni

{(xi) Ozna&eni sekvence: SEQ 1D NO:4d

GCTAGCTCTA GACAGGGARG GGAGCTGTAC ATGAGA 36

{2) Informace o SEQ ID NO: 49

(1) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 24 basi

{B) Typ: nukleovad kyselina

(C) Podet vlaken: jedno

(D) Topologie: linedrni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:49

CTCCTTGGAA CCCAGGGCAG GACC 24

{(2) Informace o SEQ ID NO: 50

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 24 basi

{B) Typ: nukleova kyselina

(C) Pocet vlaken: jedno

{D) Topologie: line&rni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:50

GGTCCTGCCC TGGCTTCCAR GGAG 24
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2) Informace o SEQ ID NO:51
i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 27 basi
{B) Typ: nukleovd kyselina
{C)} Pocet vliaken: jedno

{

D) Topologie: line&rni

{(xi) Oznadeni sekvence: SEC I NO:51

CTGCTCCGAG GAAAGGACTT CTGGATT 27

(2)
(i)
(a)
(B)
(<)
{D)

Informace o SEQ ID NO:52
Charakteristiky sekvence:-
Délka: 27 basi

Typ: nukleova kyselina
Polet vléken: jedno
Topologie: linearni

{xi) Oznaéeni sekvence:- SEQ- ID NO:52

AARTCCAGAAG TCCTTTCCTC GGAGCAG 27

(2)
(i)
(A)
(8)
(C)
(D}
{xi

Informace o SEQ ID NO: 53
Charakteristiky sekvence:

Délka: 28 basi

Typ: nukleové kyselina

Potet vlaAken: jedno

Topologie: linedrni

} Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:53

CCCTCTGCGT CGCGGCEGCC CCACCCAC 28

{23
(i)
(A)
(B)
{C)
(D)
{xi)

Informace o SEQ ID NO:54
Charakteristiky sekvence:
Délka: 28 basi
Typ: nukleovd kyselina
Pocet vlaken: jedno
Topologie: linedrni
Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:54

GTGGGTGEGG CUCGCCGCGAC GCAGAGGG 28

V2
13
(A)
{B)
(<)
{D)

Informace o SEQ ID NO:55
Charakteristiky sekvencé:
Délka: 35 basi

Typ: nukleova kyselina
Pocet vldken: jedno
Topologie: linedrni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:55
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GACTCGAGGA TCCATCGATT TTTTTTTTTT TTTTT 35

(2) Informace o SEQ ID NO:5%

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 17 basi '

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Polet vlaken: jedno

(D) Topologie: linearni

(%1) Oznadeni sekvence: SEG ID RO:56

GACTCGAGGA TCCATCG 17

(2) Informace o SEQ ID NO:57

{i) Charaktexistiky sekvence:

(A} Délka: 32 basi

{B) Typ: nukleovad kyselina

(C) Pocet vlaken: jedno

(D) Topologie: line&rni

(xi) Oznateni sekvence: SEQ ID NO:57

GCTAGCTCTA GAAGCCCGGC TCCTCCTGCC TG 32

(2) Informace o SEQ ID NO: 58
(i} Charakteristiky sekvence:
{A) Délka: 21 basi

(B) Typ: nukleovéd kyselina
{C) Polet vlaken: jedno

(D} Topologie: lineadrni

{xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO:58

CGAAATTAAC CCTCACTABRA G 21

(2) Informace o SEQ ID NO:59

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 103 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Polet vlaken: jedno

(D} Topologie: linearni

{xi)} Oznadeni sekvence: SEQ ID NQO:59
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TGCAGCAAGG GCTACTGCCA CACTCGAGCT GCGCAGATGC TAGCCTCAAG 50
ATGGCTGATC CAAATCGATT CCGCGGCAAA GATCTTCCGG TCCTGTAGAA 100
GCT 103

(2) Informace o SEQ ID NO:60
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 103 basi

(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Pocet vidken: jedno

{D) Topologie: linedrni

(xi) Oznacdeni sekvence: SEQ ID NO: 60

AGCTTCTACA GGACCGGAAG ATCTTTGCCG CGGAATCGAT TTGGATCAGC 50
CATCTTGAGG CTAGCATCIG CGCAGCTCGA GTGTGGCAGT AGCCCTTGCT 100
GCA 103

{2) Informace o SEQ ID NO:61

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 18 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Pocetr viaken: jedno

{D) Topologie: linearni

(%xi) Oznadeni sekvence: SEQ TN NO:61

TCTCGCTACC GTTTACAG 18

{2) Informace o SEQ ID RO:62

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 25 basi

(B) Typ: nukleovd kyselina

(C) Poclet vléken: jedno

(D) Topologie: linearni

{xij OUznacenl sekvence: SEQ ID NO:62

CAGGTACCCA CCAGGCGGTC TCGGT 25

{2} Informace © SEQ ID NO:63

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 18 basit

{B) Typ: nukleova kyselina

(C) Polet vliken: jedno

{D) Topologie: linedrni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:63
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GGGCCATGAC ACTGTCAA 18

{2) Informace o SEQ ID NO:64

{i) Charakteristiky sekvence:

{A} Dé&lka: 40 basi

(B) Typ: nukleovi kyselina

(C) Polet vlidken: jedno

(D) Topologie: line&rni

{xi) OznacCenl sekvence: SEQ ID NO:64

GACCGCCACC GAGACCGCCT GGTGGGTACC TETGGTCCTT 40

{2) Informacé o SEQ 1D NO:65

(i) Charaktexistiky sekvence:

{AR) Délka: 32 basi

(B) Typ: nukleovd kyselina

(C} Pocet vlaken: jedno

(D) Topologie: linearni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:65

ATCGATATCG ATCAGCCAGA CACCCCGGCC AG 32

{2) Informace o SEQ 1D NO:&66
(i) Charakteristiky sekvence:
{A) Délka: 35 basi

(B) Typ: nukleova kyselina
{C) PocCet vldken: jedno

(D) Topologie: lineadrni
{x1} OznacCeni sekvence: SEQ ID NO:6&

TCTAGATCTA GATCACCTGA CGCAGAGGGT GGACC 35

(2) Informace o SEQ ID NO:67

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 33 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Pofert vlaken: jedno

(D) Topologie: linedrni

(%1) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:67
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AGTCGACGTC GACGTCGGCA GTGTCTGAGA ACC 33

(2) Informace o SEQ ID NO:68

{1) Charakteristiky sekvence:

{R) Délka: 36 basi

{B) Typ: nukleova kyselina

(C) Pocet vlaken: jedno

{D) Topologie: line&rni

(xi) Ozna¢eni sekvence: SEQ ID NO: 68

AGTCGACGTC GACTCACCTG ACGCAGAGGG TGGACC 36

(2) Informace o SEQ ID NO:69

(1} Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 62 basi

(B) Typ: nukleovd kyselina

(C) Pofet vldken: jedno

() Topologie: linedrni

{xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO: 69

CECGTATECC AGCCCGGCTC CTCCTGCTTG TGACCTCCGA GTCCTCAGTA 50

AACTGCTTCG TG 62

(2) Informace o SEQ ID NO:70

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 61 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

{C) Pocet vlaken: jedno

(D) Topologie: linearni

(x1) Oznaéeni .sekvence: SEQ ID NO:70

AGTCACGAAG CAGTTTACTG AGGACTCGGA GGTCACAAGC AGGAGGAGCC 50

GGGCTGGCAT A 61

(2) Informace o SEQ ID NO:71

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 37 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

{C} Polet vldken: jedno

(D} Topologie: linedrni

{xi) Oznaleni sekvence: SEQ TD NO:71
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(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:71:

CTAGAATTAT GAAAAAGAAT ATCGCATTTC TTCTTAA 37

{2) Informace o SEQ ID NO:7¥

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 37 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

(C) Pofet viadken: jedna

(D) Topologie: linedrni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:72

CGCGTTAAGA AGARATGCGA TATTCTTTTT CATAATT 37

{2) Informace o SEQ ID NO:73

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 69 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

(C) Polet vlaken: jedno

(D} Topologie: linearni

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:73

CTAGAATTAT GAAAARGAAT ATCGCATTTC ATCACCATCA CCATCACCAT 50

CACATCGAAG GTCETAGCC 69

(2) Informace o SEQ ID NO:74
{i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 62 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Polet vlgken: jedno

(D} Topologie: linearni

{(xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO:74

TACGACCTTC GATGTGATGG TGATGGTGAT GGTGATGAAA TGCGATATTC 50

TTTTTCATAA TT 62

(2) Informace o SEQ ID NO:75

(1) Charakteristiky sekvence:

(A} Délka. &9 basi

(B} Typ: nukleova kyselina

(C) Pocet vidken: jedno

(D) Topologie: linearns

(%i} Oznadenl sekvence: SEQ ID NO:75
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CTAGAATTAT GABAAAGAAT ATCGCATTTC ATCACCATCA CCATCACCAT 50
CACATCGAAC CACGTAGCC 69

(2) Informace o SEQ ID NO:76

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 62 basy

(B} Typ: nukleova kyselina

(C) Potet vidken: jedno

(D) Topologie: line&rni

{xi) Oznadenli sekvence: SEQ ID NO:76

TACGTGGTTC GATGTGATGE TGATGGTGAT GGTGATGAAA TGCGATATTC 50
TTTTTCATAA TT 62

(2) Informace o0 SEQ ID RO:77

(i) Charakteristiky sekvence:

(A} Délka: 19 basi

t8) Typ: nukleova kyselina

3 Podet vidken: jedno

{DY Topologi€: linearni

t%1) Oznalerl Sekvence: SEQ 1D NO:77

TCCACCCTCT GCGTCAGGT 19

(2) Informace o SEQ ID NO:78

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 18 basi

{B} Typ: nukleova kyselina

{C) Polet vlaken: jedno

(D) Topologie: linearni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:78

AGCTACCTGA CGCAGAGG 18

{(2) Infoxrmace o SEQ ID NO: 79

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 62 basi

{B) Typ: nukleovad kyselina

(C) Pocet vldken: jedno

(D) Topologie: linedrni

{xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO:79
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GCAGCAGTTC TAGAATTATG TCNCCNGCNC CNCCNGCNTG TGACCTCCGA 50
GTTCTCAGTA AA 62

{2) Informacye o SEQ ID RO:80

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 49 basi

(B) Tvp: nukleova kyselina

{C) PocCet vildken: jedno

{D) Topologie: linedrni

{xi} Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:80

GAAGGACATG GGAGTCACGA AGCAGTTTAC TGAGAACTCG GAGGTCACA 49

(2) Informace o SEQ ID NO:81

(1) Charakteristiky sekvence:

(R) Délka: 4% basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Polet vliken: jedno

{D) Topologi=z: linearnt

(xi) Oznacdeni sekvence: SEQ ID NO:81

CTAGAATTAT GAAAAAGAAT ATCGCATTTA TCGAAGGTCG TAGCC 45

(2) Informace © SEQ ID NO:82
(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 3B basi

(B) Typ: nukleovd kyselina

(C) Polet vlaken: jedno

(D) Topologie: linearni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:82

TACGACCTTC GATAAATGCG ATATTCTTTT TCATAATT 38

{2} Informace o SEQ ID NO:83

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 45 basi

{(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Poget vlaken: jedno

(D) Topologie: linearni

{xi) Oznacdeni sekvence: SEQ 1D NO:83
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CTAGAATTAT GAAAAAGAAT ATCGCATTTC TTCTTAAACG TAGCC 45

{2) Informace o SEQ ID NO:84

(1) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 38 basi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) PocCet vlaken: jedno

(D} Topologie: linearni

{x1} Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:84

TACGTTTAAG AAGAAATGCG ATATTCTTTT TCATAATT 38

(2) Informace o SEQ ID NO: 85

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 25 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 85

Met liys Lys Asn Ile Ala Phe Leu Leu Asn Ala Tyr Ala Ser Pro
1 5 10 15

Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Sexr Lys Leu Leu Arg
20 25 30

Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro Glu Val
3s 40 45

His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu Proc Ala Val Asp Phe Ser
50 55 60

Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu Glu Thr Lys Ala Glin Asp
65 70 75

Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala
80 85 90

Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Len Ser Ser Leu Leu Gly Gln
95 100 105

Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln Ser Leu
' 110 118 120

Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys
125 130 i35

Asp Pro Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe Gln His Leu Leu Axrg Gly
140 145 i50
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Lys Val Arg Phe Leu Met Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val

155

Arg Arg Ala

- {2)
(i)
(3)
)
{C)

168

Informace o SEQ ID NO: 86
Charakteristiky sekvence:
Délka: 31 aminokyselin .
Typ: aminokyselina
Topologie: linedrni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 86

Met

1

ile

Len

Sex

Pro

Glu

Glu

Serx

Gly

Axrg.

Gln

Gly

2)
(i)
(A)
{B)
(C)
{xi)

Lys Lys Asn Ile Ala Phe
L3

Glu Gly Axg Ser Pro Ala
20

Ser Lys Leu Leu Arg Asp
35

Gln Cys Pro Glu Val His
50

Ala Val Asp Phe Ser Leu
65

Thr Lys Ala Gln Asp Ile
80

Gly val Met Ala Ala Arg
95

Sexr Leu Leu Gly Gln Leu
110

Ala L.eu Gln Ser Leu Leu
125

Thr Thx Ala His Lys Asp
140

Hig Leu Leu Arg Gly Lys
155

Ser Thr Leu Cys Val Arg
170

Informace o SEQ ID NO: 87
Charakteristiky sekvence:
Délka: 31 aminokyselin
Typ: aminokyselina
Topologie: linedrni
Oznadeni sekvence: SEQ ID

His His

Pro Pro

Ser His

Pro Leu

Gly Glu

Leu Gly

Gly Gln

Ser Gly

Gly Thr

Pro Asn

Val Arg

Arg Ala
174

NO: 87
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160

His
10

Ala
Val
40

Pro
55

Trp
70

Ala
85

Leu
100

Gln
118

Gln
130

Ala
145

Phe
160

His

Cys

Leu

Thx

Lys

Val

Gly

Val

Leu

Ile

Leu

His
Asp
His
Pro
Thr
Thr

Pro

Pro
Phe

Met

His

Leu

Ser

Val

Gln

Thr

Leun

Pro

Leu

len

His

Arg

Arg

Leu

Met

Cys

L.en

Gln

Sex

val

165

His
15

val
30

Leu
45

Lseu
60

Glu
%

Leu
90

Leu
105

Leu
120

Gly
135

Phe
150

Gly
165
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Met Lys Lys Asn Ile Ala Phe His His
1 5

Ile Glu Pro Arg Ser Pro Ala Pro Pro
20

Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His
35

Ser Gln Cys Pro Glu Val His Pro Leu
50

Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu
65

Glu Thr Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly
80

Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln
95 ’

Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly
110

Gly Ala Leu Gln Ser Leu Leu Gly Thr
125

Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn
140

Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg
155

Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala
170 174

(2) Informace o SEQ ID NO:83

(1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 7 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

(xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO:88

Thr Thr Ala His Lys Asp Pro
1 5 7
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His
10

Ala
25

val
40

Pro
55

Txp
70

Ala
85

Leu
100

Gln
115

Gin
130

Ala
145

Phe
160

His

Cys

Leu

Thr

Lys

Val

Gly

val

Ile

Leu

His

Asp

His

Pro

Thr

Thr

Pro

Arg

Pro

Phe

Met

His

Leu

Sevr

Val

Gln

Leu

Thr

Leu

Pro

Leu

Leu

His

Arg

Arg

Met

Leu

Gys

Leu

Gln

Sexr

Val

His
15

Val
30

Leu
45

Leu
&0

Glu
75

Leu
90

Leu
105

Leu
120

Gly
i3%

Phe
150

Gly
165
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(2) Informace o SEQ ID NO: 89

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 4 aminokyseliny

{B} Typ: aminokyselina

{C}) Topologie: linedrni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 89

Ris Val Leu His
1 4

{2) Informace o SEQ ID NO: 90

(i} Charakteristiky sekvence:

(B) Délka: 4 aminokyseliny

(B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linedrni

{xi) Oznateni sekvence: SEQ ID NO: 950

Ser Arg Leu Ser
1 4

(2) Informace o SEQ ID NO: 91

(i) Charakteristiky sekvence:

(R) Délka: 4 aminokyseliny

(B} Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

(xi) Ozna¢eni sekvence: SEQ ID NO: 91

Sexr His Val Leu
1 4

{2) Informace o SEQ ID NO: 92

(i) Charakteristiky sekvence:

{a) Délka: 4 aminokyseliny

{(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologiz: line&rni

(xi} Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 92

His Ser Arg Leu
1 4

{(2) Informace o SEQ ID NO: 93

(i} Charakteristiky sekvence:

(B) Délka: 4 aminokyseliny

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

{(2x1) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 93
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(B)
(B)
(C)

{xi) Oznaleni sekvence: SED ID NO:

Ser
1
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Val Asp Phe
4

Informace o SEQ ID NO: 94
Charakteristiky sekvence:
Délka: 4 aminokyseliny
Typ: aminokyselina
Topologie: linearni

Leu Gly Glu
4

(2) Informace o SEQ ID NO: 95
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Dé&lka: 4 aminokyseliny
(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearns

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 95

Ala val Thr Leun

1

4

{(2) Informace o SEQ ID NO: 96
(i) Charakteristiky sekvence:
(p) Déika: 4 aminokyseliny
(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

(xi) Oznafeni sekvence: SEQ ID NO: 926

Leu Leu Glu Gly

1

4

(2) Informace o SEQ ID NO: 97
(i} Charakteristiky sekvence:
{A) Délka: 4 aminokyseliny
{B) Typ: aminokyselina

{C} Topologie: linearni

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 97

Leu Ser Ser Leu

1

4

{2} Informace o SEQ ID NO: 98
(i) Charakteristiky sekvence:
{A) Deélka: 4 aminokyseliny
{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

(i) Oznadenli sekvence: SEQ ID NO: 98§
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Leu Gly Gln Leu
1 4

(2) Informace o SEQ ID NO: 99

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 5 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

(xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 99

Cys Xaa Leu Ser Ser
i 5

(2) Informace © SEQ ID NO: 100

{1) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 4 aminokyseliny

{(B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

(xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO: 100

Leu Leu Gly Gln
1 4

(2) Informace o SEQ ID NO: 1@

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 4 aminokyseliny

(B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: lineadrni

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:101

Ser Ser Leu Len
1 4

(2) Informace o SEQ ID NO: 102

{i} Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 4 aminokyseliny

{B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:102

Gly Gln Leu Sexr
1 4

248 -




CZ 296130 B6

{2) Informace o SEQ ID NO: 103

{i) Charakteristiky sekvence:

(A} Dé&lka: & aminokyseliny

{B) Typ: aminovkyselina

{C) Topolegie: linearni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ 1D NO: 103

Cys Leu Ser Ser
1 4

{2) Informace o SEQ ID NO: 104

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 4 aminokyseliny

(B) Typ: aminokyselina

{C)} Topologie: linearni

{xi) Ozmnaleni sekvence: SEQ ID NO:104

Leu Gln Ser Leu
1 4

(2) Informace o SEQ ID NO: 105

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 4 aminokyseliny

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

"(xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO: 105

Leu Gly Thr Gln
1 4

(2) Informace o SBEQ ID NO: 106

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 4 aminockyseliny

{B) Typ: aminokyselina

{C} Topologie: linedrni

{xi) Oznafeni sekvence: SEQID NO: 106

Ala Leu Gln Ser
1 4

(2) Informace o SEQ ID NO: 107

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 4 aminokyseliny

(B} Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

{xi) OznacCeni sekvence: SEQ ID NO: 107
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Leu Leu Gly Thr
1 4

{2) Informace o SEQ ID NO: 108

(i) Charakreristiky sekvence:

{A) Délka: 4 aminokyseliny

{B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linedrni

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 108

Asn Ala Ile Phe
b} 4

{2) Informace o SEQ ID NO: 109
{i) Charakteristiky sekvence:

{A} Délka: 4 aminokyseliny

(B) Typ: aminckyselina

(C) Topologie: linedrni

{xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO: 109

Leu Ser Phe Gln
1 4

{2) Informace o SEQ ID NO: 110

(i) Charakteristiky sekvence:

(R) Délka: 22 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 110

Sex Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Asp Ser His Val Leu
20 22

(2} Infoxrmace o SEQ ID NO: 111

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 24 aminokyselin

{(B) Typ: aminokyselina

{(C) Topologie: linedrni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 111

His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr
1 5 16 i5

-250-




CZ 296130 B6

Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe
20 24

(2) Informace o SEQ ID NO: 112

(i) Charakteristiky sekvence:

{a) Délka: 23 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

{C) Topolegie: linedrni

{xi) Oznateni sekvence: SEQ ID NO: 112

Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu Glu Thr Lys Ala Gln

1 5 10

Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr leu
20 23

{2) Informace o SEQ ID NO: 113

{i) Charakteristiky sekvence:

{(A) Délka: 21 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

{(C) Topologie: linearni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 113

15

Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr

i 5 10

Cys Leu Ser Ser Leu Leu
20 21

{2) Informace © SEQ ID NO: 114

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 16 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

{xi) Oznac¢enl sekvence: SEQ ID NO:114

15

Gly G61ln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln

1 5 10

Sex
16

(2) Informace o SEQ ID NO: 115

{i) Charakteristiky sekvence:

(A} Délka: 22 aminokyselin

(B} Typ: aminockyselina

(C) Topologie: line&rni

{xi) Oznad¢eni sekvence: SEQ ID NO: 115
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Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly Arg Thr Thr Ala His
1 5 10 15

Lys Asp Pro Asn Ala Ile Phe
20 22

(2) Informacs o SEQ ID NO: 116

(1) Charakteristiky. sekvence:

(A) Délka: 25 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C} Topologie: line&rni

(xi) Oznageni sekvence: SEQ ID NO:116

Leu Ser Phe Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Met
i 5 10 15

Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val Agg
. 20 25

(2) Informace o SEQ ID NO: 117

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 4 aminokyseliny

{B}) Typ: aminokyselina

{C} Topologie: linearni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 117

Met Pro Pro Ala
1 4

{2) Informace o SEQ ID NO: 118
(i)} Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 5 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
{C) Topologie: linearni
(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 118

Met Ala Pro Pro Ala
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO: 119

(i) Charakteristiky sekvence:

(B) Délka: 6 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:
119
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Met Pro Ala Pro Pro Ala
1 5 6

{2} Informace o SEQ ID NO: 120

{1} Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 7 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

{(xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 120

Met Sex Pro Ala Pro Pro Ala
1 5 7

{2) Informace o SEQ ID NO: 121

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 4 aminokyseliny

{B) Typ: aminokyselina

(C}) Topologie: linearni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 121

Ala Pro Pro Ala
1 4

{(2) Informace o SEQ ID NO: 122

(i) Charakteristiky sekvence:

(A} Délka: 5 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

(xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO: 122

Pro Ala Pro Pro Ala
1 5

(2) Informace o SEQ 1D NO: 123

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 6 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linedrni

{xi) Oznaleni sekvence: SEQ ID NO: 123

Ser Pro Ala Pro Pro Ala
1 5] 6

(2) Informace o SEQ 1D NO: 124

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 4 aminokyseliny

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

{%1) Oznacdeni sekvence: SEQ 1D NO:124
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Val Arg Arg Ala
1 4

(2) Informace o SEQ 1D NO: 125

(i) Charakteristiky sekvence:

(A} D&lka: % aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C} Topologie: linearni

(xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 125

Val Arg Axrg Ala Pro
1 5

(2) Informace o SEQ ID NO: 126

{1) Charakteristiky sekvence:

(p) Délka: 6 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

{xi) Ozna&eni sekvence: SEQ ID NO:126

Val Arg Arg Ala Pro Pro
1 5 6

(?) Informace o SEQ ID NO: 127
{1} Charakteristiky sekvence:
() Délka: 7 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
{C) Topologie: lineadrni
(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 127

val Arg Arg Ala Pro Pro Thrx
1 5 7

{2} Informace o SEQ ID NO: 128

(i) Charakteristiky sekvence:

() Dé&lka: 8 aminokyselin

(R} Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

(xi) Oznaceni sekvence: SEQ 1D NO: 128

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr
1 5 8
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(2) Informace © SEQ ID NO:129

{1) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 9 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

{C) Topologis: linedrni

{xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:129

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala
1 5 9

{2) Informace o SEQ ID NO: 130

(i) Charakteristiky sekvence:

(A} Délka: 10 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linedrni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 130

Val Arg Axg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val
i 5 10

{2} Informace o SEQ 1D NO: 131

{i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 11 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

(xi) Oznafeni sekvence: SEQ 1D NO: 131

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro
1 5 10 11

(2) Informace o SEQ ID NO: 132

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 12 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

{xi) Oznac¢eni sekvence: SEQ ID NO: 132

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thxr Thr Ala Val Pro Ser
1 5 10 12

(2) Informace o SEQ ID NO: 133

(3} Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 13 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 133
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Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr aAla Val Pro Ser Arg
1 5 10 13

{2) Informace o SEQ ID NO: 134

(i) Charakteristiky sekvence:

(A} Délka: 14 aminokyselin.

(B} Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

{xi) Oznaieni sekvence: SEQ ID NO:134

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Sex Arg Thr
1 5 10 14

(2) Informace o SEQ ID NO: 135

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 15 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

{C) Topologié: linearni

{xi) Oznadenl sekvence: SEQ ID NO: 135

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
i 5 10 i5

{2} Informace o SEQ ID NO: 136

{i)} Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 16 aminokyselin

{B} Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

{x1) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO:136

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Sex
1 5 10 16

Len
16

{2) Informace o SEQ ID NO: 137

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 17 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearnit

{(xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 137

Vval Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thx Ala Val Pro Ser Arg Thr Sex
1 5 10 15
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Leu Val
17

{2) Informace o SEQ ID NO: 138

{i) Charakteristiky sekvence:

() Délka: 18 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

{xi} Oznaceni sckvence: SEQ 1D NO: 138

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thx Thr 3la Val Pro Ser Arg Thr Ser
1 L

5 10

Leu Val Leu
18

(2) Informace o SEQ ID NO: 139

(i) Charakteristiky sekvence:

(B) Délka: 19 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

{C) Topologie: linearni

{xi) Oznacdeni sekvence: SEC 1D NO: 139

Val Arxrg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Sexr Arg Thr Ser
1

5 10

Leu Val Leu Thr
19

{2} Informace o SEQ 1D NO: 140

{i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 20 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

{C) Topolegie: linedrni

{(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 140

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Sex Arg Thr Seyx
i

5 10

L.eu Val Leu Thr Leu
20

(2) Informace o SEQ ID NO: 141
(i) Charakteristiky sekvence:
{A) Délka: 21 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linearni

(xi) Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 141
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Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser

1 5 10

Leu Val Leu 'Thry Leu Asn
20 21

{2) Informace o SEQ ID NO: 142

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B} Typ: aminokyselina

{C} Topologie: linearni

{(xi} Oznadeni sekvence: SEQ ID NO: 142

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
1

5 10

Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu
' 20 22

{2) Informace o SEQ ID NO: 143

(i) Tharakteristiky sekvence:

{(A) Délka: 23 aminokyselin

{B) Typ: aminokyselina

{(C) Topologie: linedrni

{xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO: 143

15

i5

Val Arg Brg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Axrg Thr Sex

1 5 10

Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu Leu
20 23

(2) Informace o SEQ ID NO: 144

(i) Charakteristiky sekvence:

{A) Délka: 24 aminokyselin

{B} Typ: aminokyselina

(C) Topologie: linedrni

(xi) Oznaceni sekvence: SEQ ID NO:144

15

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser

1 5 10

Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu Leu Pro
20 24
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