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ZPUSOB PRIPRAVY FYZIOLOGICKY AKTIVNIHO IL-18 POLYPEPTIDU

Oblast  techniky
Tento vynélez‘se.tYké zpusobu pripravy fyziologicky
aktivniho polypeptidu, zejména zpitisobu pripravy aktivniho

lidského IL~18.

Dogsavadni stav technikyv

IL-18, rovnéZ znamy jako interferon—gamma—indukujici
faktor, je v soucasnosti nové nalezeny cytokinf Aktivni
IL-18 obsahuje 157 aminokyselinovych zbytkd. Ma silné
biologické aktivity v&etné indukce tvorby interferonu
gamma T-bunkami a splenocyty, posilenivzabijeci aktivity
bunék NK a usnadnéni diferenciace nativnich T-bunék cD4™ na
bunky Thl. Navic lidsky IL-18 usnadiuje tvorbu GM-CSF
a snizuje tvorbu IL-10. Ukdzalo se, Ze IL-18 ma vyssi
schopnosti indukovat interferon gamma, ne? mad IL-12 a zda
se, Ze maji rozdilné receptory a vyuZivaji rozdilné cesty

prenosu signalu.

- IL-18, jeho kdédujici nukleotidovd sekvence a jisté 7
fyzik4lné chemické vlastnosti ¢isténého proteinu jsou znamy
(Ushio S. a kol., J. Immunology, 156, 4274 aZ 4279 (1996),
Dinarello C. A. a kol., J. Leukocyte Biology, 63, 658 az 664
(1998)). |

Kabushiki Kaisha Hayashibara Seibutsu Kayaku
Kenkyujouv ("Hayashibara") US patent &. 5.912 324, ktery
odpovidd EP 0 692 536 publikovanému 17. ledna 1996, popisuje
my$i protein, ktery indukuje tvorbu IFN-gamma '
imunokompetentnimi burikami a tento protein je dale
charakterizovan jako protein s urditymi fyzik&lné chemickymi

‘vlastnostmi a definovanou ¢asteénou aminokyselinovou



sekvenci. Popisuje rovnéZ protein, ktery md aminokyselinovou
sekvenci se 157 zbytky, jeji dva‘fagmenty, DNA (471 bp - paru
bazi), kterd protein kéduje, hybridomy, zplhsoby gigténi
proteinu a zplUsoby detekce proteinu.

HayashibarQv US patent &. 6 214 584, ktery odpovida
EP 0 712 931, publikovanému 22. kvétna 1996, popisuje lidsky
protein ze 157 aminokyselinovych zbytkd a jeho homology,
DNA, kterd tento protein kdéduje, traﬁsformanty, zpusoby
pripravy tohoto proteinu, monoklondlni prbtilétky proti
tomuto proteinu, hybridomy, zpusoby c¢is&téni proteinu,
zpusoby detekce proteinu a zplsoby lé¢eni a/nebo prevence
malignich tumoru, virovych chorob, bakteridlnich infekd&nich
chorob a imunitnich chorob. '

Dokumént Incyte Pharmaceuticals, Inc., WO 97/24441,
publikovany 10. ¢ervna 1997, popisuje protein se 193
aminokyselinovymi zbytky, ktery odpovida prekurzoru IL-18 a
prislusnou kdédujici DNA. |

V lidskych burikdch mohou byt polypeptidy, tvorené
exprimaci gend, zpracovavany intraceluldrnimi enzymy,
pricemz jsou cadstedné traveny a ziskavaji cukerné retézce.
Polypeptidy, které lze s Uspéchem zahrnout do
farmaceutickych prostredkl, mohou byt takové polypeptidy,
které se pfipravi podobné jako v lidskych burikdch. Je znémé,
Ze vétéina.cytokinﬁ se obvykle tvori jako prekursory bez
biologické aktivity a ty jsou potom zpracovany
intraceluldrnimi enzymy tak, Ze jsou kdnvertovény na aktivni
polypeptidy.

 Polypeptid IL~-18 obvykie existuje v lidschhdbuﬁkéch
ve formé prekursoru o 139 aminokyselinovych zbytcich bez
jakékoli biologické aktivity. Prekursor IL-18 je rovnéz
oznacovan jako Pro-IL-18. Jeden zplUsob produkce




aktivniho IL-18 z jeho prekurzoru popisuje Hayashibaraﬁv Us
patent ¢. 5 879 942, ktery odpovida EP 0 819 757,
publikovanému 21. ledna 1998. Patent popisuje enzym nebo

protein, ktery konvertuje prékursor IL-18 na aktivni I1IL-18.

. Jiny zpusob produkce aktivniho IL-18 z jeho prekurzoru
popisuje Hayashibaraiv US patent &. 5 891 663, ktery ,
odpovida EP 0 821 005, publikovanému 28. ledna 1998. Patent
popisuje kontaktovani prekursoru IL-18 s interleukin-l-beta-
~konvertujicim enzymem ("ICE"). Poznatky téchto patentud a
odkazy jsou zde zahrnuty odkazen.

Uloha ICE jako medidtoru apoptdzy a zanétu je Siroce
studovana v literature. Je rovnéZz zndmo, Ze ICE mlZe
zpracovavat jak interleukinjl, tak interleukin-18 na aktivni
fdrmy (Thornberry N. A. a kol., Nature, 356, 768 a 774
(1992), Ghayur T. a kol., Nature, 386, 619 a% 623 (1997)).

Podstata vvnédlezu

Tento vyndlez poskytuje zplsoby aktivace in vitro
prekursoru lidského IL-18 (rovnéZ znamého jako. Pro-IL-18)
aktivujicinm enzYmem, které zahrnuji kontaktovani prekursoru
lidského IL-18 s aktivujicim enzymem, jako je kaspasa 4 nebo
kaspasa 5. Specifictéji, tento vynalez poskytuje zpisob, ve
kterém kaspasa 4 a kaspasa 5 plUsobi na prekursor IL-18 tak,
Ze Stépi specifické misto, aby se vytvoril aktivni
- polypeptid, ktery indukuje tvorbu IFN-gamma v
imunokompetentnich bunkéch.

Tento vynalez ddle poskytuje zplsoby aktivace in vivo
prekursoru lidského IL-18, které zahrnuji ko-expresi
proteinu s aktivujici proteasou. Specifidté&ji, tento vynalez
poskytuje zplUsoby aktivace in vivo IL-18 za pouZiti proteas,
jako je kaspasa 4, rovnéZ znama jako ICERpr,II, kaspasa 5,




rovnéZ zndmd jako ICERpr,IIT a proteasa specifickd vaci
ubikvitinu, které pusobi na prekursor polypeptidu IL-18 tak,
‘Z2e ho konvertuje na aktivni polypeptid, ktery indukuje
tvorbu IFN-gamma. |

Prehled obréazkd na v?kresech

Obr. 1 ukazuje amlnokysellnovou sekvenci lidského
prekursoru IL-18 (SEQ ID NO:1).

Obr. 2 ukazu3e sekvenci nukleovych kyselin, kédujici
lldsky IL-18 s celou délkou retezce (SEQ ID NO:2).

Obr. 3 ukazuje aminokyselinovou sekvenci lidského
aktivniho IL-18 (SEQ ID NO:3).

Obr. 4 ukazuje aminokyselinovou sekvenci N-koncové
zkracené kaspasy 4 se 6-his smyékou (SEQ ID NO:4).

Obr. 5 ukazuje sekvenci nukleovych kKyselin, kédujici
aminokyselinovou sekvenci N-koncové zkracené kaspasy 4 se
6-his smyc¢kou (SEQ ID NO:5).

Obr. 6 ukazuje aminokyselinovou sekvenci N-koncové

zkracené kaspasy 5 se 6-his smydkou (SEQ ID NO:4).

Obr. 7 ukazuje sekvenci nukleovych kyselin, kédujici
aminokyselinovou sekvenci N-koncové zkracené kaspasy 5 se
6-his smyckou (SEQ ID NO:7).

Obr. 8 je schematicky diagram bicistronické expesni
kazety, obsazené v rdmci pET28-Pro-IL-18/kaspasy 4 pro

ko-expresi Pro-IL-18 a zkracené kaspasy 4 v E. coli.

Obr. 9 ukazuje sekvenci expesni kazety




Pro-IL-18/kaspasy 4 v ramci pET28 (SEQ ID NO:8).

Obr. 10 ukazuje anotovanou sekvenci expesni kazety
Pro-IL-18/kaspasy 4. Cislovani odpovida pozicim v réamci
vektoru pET28a.

Obr. 11 ukazuje indukci Pro-IL-18/kaspasy 4.

Obr. 12 je schematicky diagram bicistronické expesni
kazety, obsazené v ramci pET28-Pro-IL-18/zkrécené kaspasy
5 pro ko-expresi Pro-IL-18 a kaspasy 5 v E. coli.

Obr. 13 ukazuje sekvenci expesni kazety
Pro-IL-18/kaspasy 5 v ramci pET28 (SEQ ID NO:9).

Obr. 14 ukazuje anotovanou sekvenci expesni kazety
Pro- IL -18/zkracené kaspasy 5 s vyznacenlm znakl regulatornl
sekvence a translace Pro-IL-18 a zkrdcené kaspasy 5.
Cislovani odpov1da pozicim v ramci Vektoru PET28a.

Obr. 15 ukazuje indukci Pro—IL—lB/kaspaéy 5.

Obr. 16 ukazuje amlnokysellnovou sekvenci Ub-IL- 18
(SEQ ID NO:10).

Obr. 17 ukazuje sekvenci nukleovych kyselin, kédujici
aminokyselinovou sekvenci. Ub-IL~18 (SEQ ID NO:11).

Obr. 18 ukazuje sekvenci nukleovych kyselin expesni
kazety Ub-IL- 18/Ubp-1 v ramci vektoru pET28 (SEQ ID NO: 12).

Obr. 19 ukazuje anotovanou sekvenci Ub-IL-18/Ubp-1 v
ramci vektoru pET28. Cislovani odpovida pozicim v rémci
pPET28. '




, Obr. 20 ukazuje expresi a zpracovédni Ub-IL-18 pomoci
Ubp-1. '

Obr. 21 ukazuje“zkouéku'aktivity za pouéiti.bunék
KG-1 (lidské myelomonocytdrni buné&éné linie) pro monitorovani
tvorby IFN-gamma (IL-18 exprimovana raznymi zpﬁsdby, jak je
oznaééno).

Obr. 22 ukazuje zkousku aktivity za pouziti &igténych
lidskych PBMCs, aby se monitorovala tvorba IFN-gamma (IL-18

exprimovand rlUznymi zpasoby, jak je oznadeno).

Podrobny popis vyndlezu

Kaspasa 4 a 5 Jjsou Cleny rodiny cysteinovych proteas,
kterd zahrnuje interleukin—l—beté—konvertujici enzym (ICE) a
tyto proteasy vyhodné stépi substraty, obsahujici motiv
proteasové aktivace, zahrnujici aminokyselinovou sekvenci
XEYD, ve které je X zvoleno ze skupiny aminokyselin,
seStévajici z W, L, F, ¥, I, V, D nebo E, E je glutamova
kyselina, Y je zvoleno ze skupiny aminokyselin, sestavajici
zH, I, A, T, S, Pnebo E a D je asparagova kyselina (Munday
N. A. a kol., J. Biol. Chemistry, 270, 15870 a2 15876
(1995), Talanian R. V. a kol., J. Biol. Chemistry, gig, 9677
az 9682 (1997), Thornberry N. A. a kol., J. Biol. Chemistry,
272, 17907 azZ 17911 (1997)). Predpoklada se, Ze rozpozndni
substratu kaspasou 5 je v zasadé stejné jako u ICE a kaspasy
4 a 1i8i se od ostatnich ¢lent kaspas ( Talanian R. V.
a kol., J. Biol. Chemistry, 272, 9677 aZ 9682 (1997),
Thornberry N. A. a kol., J. Biol. Chemistry, 272, 17907 az
17911 (1997)). Kaspasa 4 je popsdna v EP-B-0 754 234.
Kaspasa 5 je popséna v US patentech 5 552 536 a’5 760 180.

Proteasy specifickeé na ubikvitin jsou rodinou enzymi,

nezavislych na ATP, ktereé mohou presné S$tépit vyvojové
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zachoVany ubikvitinovy peptid se 76 aminokyselinami od
N-konce proteint, ke kterym je fuzovan. Tyto proteasy
specificky $tépi peptidovou vazbu mezi aminokyselinovym
zbytkem na karboxylovém konci ubikvitinového proteinu a |
alfa-aminoskupinou jakéhokoli neubikvitinového proteinu, sev
kterym je ubikvitin spojen. Proteasy specifické vudi
ubikvitinu ze Saccharomycetes cerevisiae, Ubp-1, Ubp-2

a Ubp-3 jsou napriklad znémy a mohou byt rekombinantné
exprimovany, aby katalyzovaly jak in vivo, tak in vitro reakce
deubikvitinace, které jsou zacileny na ubikvitinové fuzni‘
proteiny (Baker R. T. a kol., J. Biol. Chem., 267, 23364 az
23375 (1992), Baker R. T. a kol., J. Biol. Chem., 269,

25381 az 25386 (1994). Specifita proteas specifickych vu01
ubikvitinu ze Saccharomycetes cerevisiae umozZriuje presné

odstranéni ubikvitinu z jakéhokoli peptidu s vyjimkou téch

peptidd, které zac¢inaji prolinem. Proteasy specifické vuadi

ubikvitinu z jinych druhd, jako je my&i Unp a jeji lidsky
homolog Unph jsou schopny G&inného stépeni dokonce i pred
prolinem (Gilchrist C. A. a kol., J. Biol. Chem., 272,

32280 aZ 32285 (1997)). Takto lze prakticky pripravit
jakykoli poZadovany N-konec prostrfednictvim odstranéni
presné fuzovaného ubikvitinového peptidu, pokud se kombinuje

in vitro nebo je koexprimovan s proteasou specifickou vi&i

ubikvitinu. Proteasy specifické vaci ubikvitinu jsou popsény

v US patentech 5 212 058, 5 683 904, 5 391 490 a 5 494 818.

Jakoukoli prirodni nebo umé&le produkovanou kaspasu 4,

‘kaspasu 5 nebo ubikvitinovou proteasu lze pouzit v tomto

vynalezu, pokud tvori aktivni polypeptidy, které indukuji
tvorbu IFN-gamma v imunokompetentnich burikach, bez ohledu na
jeji strukturu, zdroj nebo puavod.

V lidskych bunkach mohou byt polypeptidy, tvorené
expresi genli, zpracovany intraceluldrnimi enzymy.

Intracelularni enzymy s$tépi prekursory proteind, jako je
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Pro-IL-18, na jejich aktivni formy. Aby mohly byt
polypeptidy s'ﬁspéchem zaClenéhy do farmaceutickych
prostfedkﬁ,.mély by se zpracovat podobné, jakc se
zpracovavaji v lidskych burkach. Polypeptidy obvykle
existuji v lidskych bunkiach ve formé prekursdru a nemaji
Zadnou biologickou aktivitu. Je znamo, Ze mnoho cytokint,
veéetne polypeptidu IL-18, je obvykle tvoreno jako prekursory
bez jakékoli biologické aktivity a potom jsou zZpracovany
intracelulérnimi enzymy tak, Ze jsou konvertovany na aktivni
polypeptidy.

Prekursor IL-18, jak se oznacuje v tomto patentu,
napriklad v burikdch, které vrozené tvofi dany polypeptid, v
savcich hostitelskych burikdch a v bakteridlnim systému, jako
je E. coli, transformovaném zavedenim DNA, napriklad DNA s
nukleotidovou sekvenci v SEQ ID NO:2, kterd obsahuje region,
ktery kdéduje polypeptid. Za pouZiti takovych savé&ich a
bakteridlnich hostitelskych bunék miZe byt prekursor IL-18
koexprimovan s proteasami, aby se vytvoril aktivni IL-18.

Stépeni in vitro

Tento vynalez poskytuje zpusoby aktivace in vitro
prekursoru polypeptidu, jako je prekursor IL-18 zahrnujici
kontaktovadni prekursoru polypeptidu s aktivujicim enzymem.

Ve vyhodném ztélesnéni tento vyndlez poskytuje zplsob
aktivace in vitro prekursoru lidského IL-18, ktery zahrnuije
kontaktovani prekursoru lidského IL-18 s kaspasou 4 nebo

kaspasou 5.

Ve vyhodném ztélesnéni se prekursor IL-18 aktivuje in
vitro Stépenim s aktivujicim enzymem, ktery rozpozna
specificky motiv proteasové aktivace, zahrnujici

aminokyselinovou sekvenci XEYD, ve které je X zvoleno ze




N A

skupiny aminokyselin, sestdvajici z W, L, F, ¥, I, V, D nebo
E a Y je zvoleno ze skupiny aminokyselin, sestédvajici
zH, I, A, T, S, P nebo E. ‘

V dalsim vyhodném ztélesnéni se prekursor IL-18
aktivuje in vitro Stépenim peptidové vazby mezi asparagovou
kyselinou 36 a tyrosinem 37 v SEQ ID NO:1 pomoci kaspasy 4
nebo kaspasy 5, aby se tvoril aktivni polypeptid, ktery
indukuje tvorbu IFN-gamma v imunokompetentnich bunkach.

Obecné lze kaspasu 4 nebo kaspasu 5 ziskat z'buhék,b
které je vrozené tvori a z transformantl, ziskanych pouZitim
zpusobu rekombinantni DNA. Pfiklady takovych bunék jsou ty

'buﬁky, které se ziskaji ze savcéich a lidskych bunék, jako

jsou epitelidlni bunky, endotelidlni bunky, intersticid&lni
bunky, chrupavkové burnky, monocyty, granulocyty, lymfocyty a
jejich zaloZené bunécéné linie. P#iklady transformantt
zahrnuji transformované mikroorganismy a zvireci bunky,
ziskané zavedenim DNA kédujici kaspasu 5 do mikroorganisma a
zvifecich bunék. Kaspasa 4 nebo kaspasa 5 se pripravi
kultivaci téchto transformantd v obvyklém kultiVaénim'mediu,
které se pouziva v této oblasti, bud jejich oSetfenim
ultrazvukem ve formé intaktnich kultur nebo po jejich
separaci z kultufy anebo louhovénim transformantd v v
hypotonickych rozpduétédlech, po cemz se odpad zbylych bunék
nebo smési, obsahujici supernatanty kultury a bunéény odpad,
vystavi pusobeni ndsledujicich obvyklych zplsobii, v této
oblasti pouzivanych pro &isténi enzymi: vysoleni, dialyze,
filtraci, zahusténi, sepac¢ni sedimentaci, iontové vymé&nné
chromatografii, geloveé filtrac¢ni chromatografii, adsorpéni
chromatografii, isoelektrické chromatografii,‘hydrofobni
chromatografii, chromatografii na reversni fézi, afinitni
chromatografii, gelové elektroforéze a elektrofokusingu. Lze
pouzit dva nebo vice téchto zpusobl ¢idténi v kombinaci. DNA
kédujici kaspasu 4 (obr. 5) (SEQ ID NO:5) a kaspasu 5 (obr.




7) (SEQ ID NO:7) a transformanty, které prbdukuji kaspasu 4
a kaspasu 5 jsou znéﬁé v oboru. Napfiklad mohou'byt tyto
enzymy produkovany v aktivni formé v E. coli expresi
peptidd, zkrécenych na N-konci, kterym chybi pro region, jak
popisuje Munday N. A. a kol., J. Biol. Chem., 26, 15870 éz
15876 (1996).

Buriky, které tvori prekursorovy polypeptid, jako je
Pro-IL-18, vrozené nebo ty buniky, které byly transformovany,
aby produkovaly prekursor, se kultivuji v nutriénim
kultivac¢nim mediu. Vyhodnd kultivaéni media zahrnuji
kultivaéni media dobre zndmd v oboru, jako je medium
Luria-Bertaniovo nebo jiné bohaté kultivacéni medium pro
kultivaci E. coli, zahrnujici trypton a kvasnicovy extrakt.

Kaspasa 4 nebo kaspasa 5, zisakand za pouzizi zpusobu,
popsaného vyse, miZe soucdasné existovat ve vyslednych
kulturach nebo se miZe pridat do vznikajicich smési nebo
bunééné debris po rozbiti proliferujicich bunék,
separovanych nebo neseparovanych od kultur. PoZadované
mnozstvi kaspasy 4 nebo kaspasy 5 je mens$i, nezZ je
ekvimolarni s mnoZstvim prekursoru. Kaspasa 4 nebo kaspasa'S
se uvede do kontaktu s prekursorem pri téploté a pH, Které
ﬁmoZﬁuji, aby kaspasa 4 nebo kaspasa 5 plsobila na
prekursor, obvykle miZe kaspasa 4 nebo kaspasa 5 reagovat s
prekursorem, aZ se vytvori pozZadované mnoZstvi aktivniho
polypeptidu z prekursoru pri teplotéch asi 4 aZ 40 °C a
hodnotéch pH asi 6 aZ 9. Vyhodna teplota je asi 25 °C a
vyhodné pH je asi 7,2. Takto lze ziskat reakéni smési, které
obsahuji aktivni polypeptid.

Aktivitu kaspasy 4 nebo kaspasy 5 lze zkouSet a
vyjadrovat pomoci jednotek aktivity podle pg zreagovaného
polypeptidu, vytvoreného na pg kaspasy 4 nebo kaspasy 5 za

minutu.




Koexprese in vivo

Tento vyndlez ddle poskytuje zptsoby aktivace
prekursoru polypeptidu, jako je prekursor IL-18, in vivo,
které zahrnuji koexpresi proteinu s aktivujici proteasou.
Specifiétéjivtento vyndlez poskytuje zpﬁsoby aktivace
IL-18, které zahrnuji bicistronickou koexpresi polypeptidi,
jako je IL-18 s proteasou, jako je kaspasa 4, rovnéZ znama
jako ICEpgpII, kaspasa 5, rovnéZ znamd jako IQERELIII a

ubikvitin.

Ve vyhodném ztélesnéni je lidsk& kaspasa 4, rovnéz
zndmd Jjako ICERgrIT koexprimovéna bicistronicky s lidskym
Pro-IL-18, aby se in vivo preménil Pro-IL-18 na aktivni
IL-18.

V dalsim vyhodném ztélesnéni je zkréacend lidské
kaspasa 4 (SEQ ID NO:4) koexprimovana bicistronicky
s lidskym Pro-IL-18, aby se in vivo pFreménil Pro-IL-18 (SEQ
ID NO:1) na.aktivni IL-18 (SEQ ID NO:3). |

V dalsim vyhodném ztélesnéni je 1lidska kaspasa 5,
rovnéZ znamd jako ICEREr,III koexprimovana bicistronicky
s lidskym Pro-IL-18, aby se in vivo pfeménil Pro-IL-18 na
aktivni IL-18 (SEQ ID NO:3).

V dalsim vyhodném ztélesnéni je ubikvitinovad proteasa
1 (Ubp-1) koexprimovana bicistronicky s Ubikvitin-IL-18
(Ubp-IL-18), aby se in vivo preménil Ub-IL-18 na aktivni
IL-18. ’ ‘

V dalsim vyhodném ztélesnéni je ubikvitinova proteasa
1 (Ubp-1l) koexprimovédna bicistronicky s Ubikvitin-IL-18
(pr?IL—ls), aby se in vivo preménil Ub-IL-18 (SEQ ID NO:9)




na aktivni IL-18 (SEQ ID NO:3).

V nejvyhodnéjsSim ztélesnéni je zkrécend lidska kaspasé
5 (SEQ ID NO:5) koexprimovédna bicistronicky s lidskym
Pro-IL-18, aby se in vivo preménil Pro-IL-18 (SEQ ID NO:1)
na aktivni IL—18V(SEQ ID NO:3).

DNA, kédujici kaspasu 4 nebo kaspasu 5 a DNA, kédujici
prekursor polypeptidu se obé zavadéji do vhodné bakterialni
nebo sav¢éi hostitelské buriky, aby ji transformovaly. V tomto
pripadé pusobi kaspasa 4 nebo kaspasa 5, vytvorend expresi
DNA, na prekursor polypeptidu, ktery se vytvari expresi DNA
ve stejném transformantu, aby se vytvoril aktivni polypeptid
(obr. 11 a 15). Vyhodnymi hostitelskymi butikami jsou
epidermalni, intersticidlni, neuroblastové a hematopoetické
bunécné linie, odvozené z lidskych, opié¢ich, my&ich a
krec¢c¢ich bunék a pouZivané obvykle jako hostitelské bunky,
jako jsou 3T3 bunky, vCetné bunék 3T3-Swiss albino (ATCC CCL
92), bunék C1271 (ATCC CRL 1616), bunky CHO, v&etné bunék
CHO-K1 (ATCC CCL 61), bunék Ccv-1 (ATCC CCL'70), bunék CO0S,
véetné bunék COS-1 (ATCC CCL 1950), bunék HelLa (ATCC CCL 2),
bunék MOP, vc¢etné bunék MOP-8 (ATCC CRL 1709) a jejich
mutant. Velmi vyhodnymi hostitelskymi butikami jsou E. coli.
Nejvyhodnéjsim zpisobem zavedeni'DNA, kédujici kaspasu 4
nebo 5 a DNA, kédujici prekursor polypeptidu do E. coli je
chemicka transformace s chloridem rubidia, kterd je dobte
znamd v oboru. Zpusoby zavedeni DNA, kédujici kaspasu 4
nebo kaspasu 5 a DNA, kédujici prekursor polypeptidu do
savcich hostitelskych bunék zahrnuji bé&zny DEAE-dextfanbvy
zplsob, zplsob kyseliny fosforec¢né a vapniku, elektroporaci,
lipofekei, mikroinjekci a zpusoby Virové infekce, které
vyuzivaji retrovirus, adenovirus, herpesvirus a virus
vakcinie. V tomto pripadé lze pouzit vektory, jako je pCD,
pcDL-SRalfa, pKY4, pCDM8, pCEV4, pME18S a pSV2-gpt, véetné
vhodnych promotorl, enhancerti, vychozich bodl replikace,
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mist terminace, spojovacich sekvenci,‘poiyadenylaénich
sekvenci a/nebo markerd pro selekci ve standardnich
zpUsobech, které jsou popsany Ausubelen F. M. a kol.,
Current Protocols in Molecular Biology, New York, Greene
Publishing Assoc. a Wiley Interscience (1994). Klbny, u
nichz se pomoci imunologické detekce zjistilo, ze produkuiji
aktivovany polypeptid, se selektuji zvolenim vhodného klonu
z transformantl po kultivaci v nutriénim kultiva¢nim mediu.
Rultury obsahujici aktivni polypeptid lze ziskat kultivaci
klonovanych transformantd s bé&Znou nutriéni kulturou, ktera
se pouéivé v této oblasti. Jak bunky, které vrozené
vytvareji prekursor polypeptidu tak dalsdi buriky, které byly
transformovany, aby vytvarely tento polypeptid; mohou
vytvaret prekursor spolu s aktivujicimi enzymy, které
aktivuji polypeptid, jako je kaspasa 4, kaspasa 5 a
ubikvitin. ZpUsoby rekombinantni DNA, vyuZivajici savei
hostitelské bunky, jsou popséhy podrobné Glutzmanem, Cell,
23, 175 (1981) a Mullinganem, PNAS, 72, 2072 (1981). Zpﬁsoby
rekombinantni DNA, vyuzivajici bakteriilni hostitelské
bunky, Jjsou popsédny v Protein Expression: A Practical
Approach, Higgins S. J. a Hames B. D. (vyd.), New York,

- Oxford University Press (l999). -

Zatimco reakéni smési a kultury, obsahujici aktivni
IL-18 polypeptid lze pouZit intaktni jako induktory
IFN-gamma, ve vyhodném ztélesnéni se bﬁﬁky v kulturach
poskozuji ultrazvukem, bunédnymi lyzujicimi enzymy a/nebo
surfaktanty, po ¢emz néasleduje separace polypeptidu ze
vzniklych bun€k a bunécéné debris pomoci filtrace, _
centrifugace atd., po &em# nésleduji standardni primyslové
procesy, které jsou popsadny v Protein Purification:
Principles and Practice, Cantor C. R. (vyd.), New York,
Spinger-Verlag (1993). Polypeptid, zbaveny bunék a bunédcné
debris, lze Cistit béZnymi zplisoby ¢isténi, které se
pouzivaji k ¢isténi biologicky aktivnich latek v této




oblasti, napriklad vysolenim, dialyzou, filtraci,
zahuéténim,vseparaéni sedimentaci, iontové vyménnou
chromatografii, gelovou filtradni chromatbgrafii, adsorpcni
chromatografii, isoelektrickou chromatografii, hydrofobni
chromatografii, chromatografii na reversni fazi, afihitni
chromatografii, gelovou elektroforézou a elektrofokusing.
Je-1i to zapotr¥ebi, lze pouZit dva nebo vice téchto zplsobl
¢isteéni v kombinaci. Vysledny c¢istény polypeptid lze
zahustit a lyofilizovat na kapalny nebo pevny produkt

s ohledem na jeho koneéné pouZiti.

Bicistronické expresni kazety podle tohoto vyndlezu
jsou univerzdlnimi vektory, které 1lze pouZit pro ziskdni
prakticky jakéhokoli peptidu, ktery obsahuje vhodna mista
pro rozpoznani Stépeni kaspasou 4/ kaspasou 5 nebo
ubikvitinem, jak bylo df¥ive popséno (Tobias J. W. a kol.,
Journal of Biological Chemistry, 266(18), 12021 aZ 12028
(1991), Talanian R. V. a kol., Journal of Biological
Chemistry, 272(15), 9677 aZ 9682 (1997)). Bicistronicka
exprese poskytuje vyhody oproti koexpresnim strategiim,
protoZe oba geny se vazou ke stejné transkripéni»jednotce;
cozbzajiéﬁuje stdlou expresi obou gent v pribéhu doby. To je
v protikladu k dudlnim plasmidovym systémim, kde jeden
plasmid miZe v prﬁbéhu doby zaniknout, nebo k jednoduchym
plasmidovym systémim dudlnich promotorh, kde se exprese mizZe
1igit u kazZdého promotoru od jednoho pokusu k druhému.
Zejména jsou bicistronické expresni systémy, které jsou zde
popsédny, idedlné vhodné pro in vivo aktivaci enzymd,
cytokinﬁ,'rﬁstonch faktort a dalsich proteolyticky
aktivovatelnych proteinl, coZ umoZnuje sSirokou $k&lu tvorby
takoVYch prdteinﬁ burikami v jednom kroku a eliminuje nutnost

oddéleného kroku aktivace in vitro.

Aktivujici proteasy, kaspasa 4 (Alal05 aZ Asn377) nebo
kaspasa 5 (Ilel46 aZz Asnd4l8) se subklonuji jako N-koncové




6-His fuze) které nésleduji‘ihned po sekvenci ProiIL—ls, aby
se dosdhlo transkripéni fuze obou genu. T7 koncovd sekvence
je umisténa od konce sekvence kaspasy 4 pro translaéni \
zakoncCeni bicistronické transkripéni jedndtky. Maly
intergenni region v¢etneé defektni Shine-Dalgarnovy sékvence
se rovnez pridd, aby se umoZnila pouze minimdlni iniciace
translace od sekvence kaspasy 4 (obr. 10 a 14). dalsi
regulatorni regiony zahrnuji 25 p&ra bazi lac operatorové
sekvence umisténé ihned»od konce promotorového regionu se 17
bazemi, ktery je vazan lac represorem, kédovanym kopii lac-I
genu umisténé na plasmidu, coZ sniZuje bazdlni transkripci v
nepritomnosti T7 RNA polymerasy. Vzniklé plasmidy,
oznacované jako ProILl8/kasp4 a ProILl8/kasp5 se potom
oddélené trénsfektuji do kmenu E. coliBL21 (DE3), ktery
obsahuje induktabilni chromozomalni kopii genu T7
polymerasy. ‘

Transkripce bicistronické kazety je podrizena
promotoru T7, ktery je kontrolovan fagovym T7 RNA
polymerasovym proteinem, kédovanYmleSogenickou kopii T7 RNA
polymerasového genu. Tato chromosomdlni kopie T7‘polymerasy
je sama pod kontrolou lacUV5 promotbru, indukovatelného
pridanim isopropyl-l-thio-b-D-galaktopyranosidu. Indukce
vede ke koordinaci transkripce a translace Pro-IL-18 a
His-kaspasy-4 nebo His-kaspasy-5. Kaspasa 4 nebo kaspasa 5,
ktera je po translaci ve stavu vzniku, se samozpracovava na
aktivni formu, kterd iniciuje proteolytickou aktivaci
Pro-IL-18. Jak prekursor IL-18 po translaci, tak i
posttransla¢ne aktivovany IL-18 je prevazZné rozpustny uvnitf
E. coli. Konec¢ny aktivni IL-18, obsahujici N-koncovy tyrosin
se ¢isti po indukci primo z lyzath bakteridlnich bunék
béZnymi chromatografickymi zGsoby. Stépeni na zraly IL-18
kaspasou 4 je Uplné za 4 hodiny p¥i 37 ©C nebo za 18 hodin
pri 29 °C (obr. 11) a Stépeni na zraly IL-18 kaspasou 5 je
Uplné za 18 hodiny pri 29 ©c (obr. 15).




V nejvyhodnéjsim ztélesnéni pouziva tento vynalez
zkracenou kaspasu 4, jak ji ukazuje obr 4 (SEQ ID NO:4
a SEQ ID NO:5) nebo zkracenou kaspasu 5, jak ji ukazuje obr.
5 (SEQ ID NO:6 a SEQ ID NO:7). Zkrdceni kaspasy 4 a kaspasy
5 je popséno MundayemfN.‘A. a kol., J. Biol. Chemistry, 270,
15870 aé 15876 (1995).

Tento vynalez dale poskytuje zplsob tvorby aktlvnlho
polypeptldu koexpresi proteasy specifické vadi ubikvitinu s
fuznim N-koncovym ubikvitin IL-18 (prekursor), ktery se
preméni na aktivni IL-18 aktivitou C-koncové hydrolasy
ubikvitinu. Protein ubikvitin se 76 aminokyselinami
obsahujici puivodni N-koncovy tyrosin se fuzuje s pavodnim
N-koncem lidského IL-18 a koexprimuje s proteasou
specifickou vi¢i ubikvitinu v E. coli napriklad tak, jak
ukazuji sekvence SEQ ID NO:10 a SEQ ID NO:11. Ubikvitin je
vysoce zachovany protein se 76 aminokyselinovymi zbytky,
ktery se nachdzi v eukaryotickych bunkach, které znadi
proteiny kK degradaci (Baker R. T., Current Opinion in
Biotechnology, 7(5), 541 a% 546 (1996)). Ubikvitin se
spe01flcky stépi od proteinl plUsobenim proteas spe01f1ckych
va¢i ubikvitinu, které Jsou endogenné exprimovany v
eukaryotickych bunkach, ale které nejsou pritomny u
bakterii. Koexprese proteint fuzovanych s ubikvitinem s
proteasou specifickou vaci ubikvitinu v E. coli rovnéz vede
k u¢innému odstranéni ubikvitinu (Baker R. T. a kol.,
Journal of Biological Chemistry, 267(32), 23364 az 23375
(1992)) (obr. 20). Navic je vétsina z téchto
deubikvitinujicich enzymd schopna $tépeni pred prakticky
kazdou aminokyselinou s vyjimkou prolinu. Tak je moZné
Stépeni ubikvitinu z pdvodniho IL-18 bez ohledu na
pritomnost velkého aromatického tyrosinového zbytku v poloze
P1°'.



Koexprese ubikvitin-IL-18 (Ub-IL-18) a ubikvitinové
proteaSy 1 (Ubp-1) (Tobias J. W. a kol., Journal of
Biological Chemistry, 266(18), 12021 a2 12028 (1991)) se
uskutecnuje prostrednictvim bicistronické exprese obou geni
za kontroly induktabilniho T7 promotoru. Kone¢ny IL-18 se
exprimuje jako N-koncovy fuzni protein s vyvojové
zachovanym 76-ti aminokyselinovym peptidem ubikvitinem.
Ub-IL-18 cDNA se subklonuje za kontroly T7 RNA
polymerasového ?romotoru v ramci vektoru pET28a. Nasledné se
cDNA, kédujici proteasu specifickou vac¢i ubikvitinu, ktera
ma plnou délku retézce, subklonuje od konce pred T7 |
termindtorovou sekvenci (obr. 19). Jak cDNA Ub—IL—lS, tak
CDNA proteasy specifické vaéi ubikvitinu se tranSkribuji do
jednoduchého MRNA transkriptu, ze kterého dojde k translaci
oddelené proteint Ub-IL-18 a proteasy, specifické vadi
ubikvitinu.

’ Jak Je popsano vyse, aktivni lidsky polypeptid IL-18,
ziskany uvedenymi zplsoby, vykazuije aktivitu indukujici
produkci IFN-gamma jako uZited¢né biologicky aktivni latky,
stimuluje produkci IFNg u bunék KG-1 (lidské
myelomonocytérhi bunécéné linie) (obr. 21) a &isténych
lidskych PBMCs (obr. 22).

Vsechny publikace a patenty jsou zde zahrnuty odkazen.
Nasledujici priklady déle vysvétluji tento vyndlez, ale

neomezuji jeho rozsah.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Priprava prekursoru IL-18 (pro-IL-18)

Lidsky prekursor IL-18 se exprimuije jako N-koncovy




fuzni protein se smy¢kou s &esti histidiny v E. coli.
Expresni plasmid, ProEx-hIL18 je odvozen od vektoru
pPROEX—l (Life Technologies), obsahujiciho Trc promotor

a TacIg pro induktabilni expresgi s isopfopyl—l—thio—beta—D—
galaktopyranosid (IPTG). Aby se vytvoril rekombinantni
expresni vektor, fragment DNA obsahujici tUplny gen
prekursoru kaspasy 5 se amplifikuje pomoci PCR z klonu cDNA,
zakonc¢eného 5' Nde a 3' Bam HI restrikénimi endonukleasovymi
misty. Amplifikovany produkt se subklonuje mezi tyto dvé
restrikéni mista na pPROEX, &imZ vznikne v ramci N-konce
fuze s sestihistidinovou kédujici sekvenci p¥itomnou ve

vektoru.

Vysledny plasmid se exprimuje v DH10B hostitelskych
bunkich po indukci 1mM IPTG po dobu 5 hodin pri teploté 37
Oc. Rekombinantni protein se zachyti z bunédénych pelet,

které se ziskaji po centrifugaci indukovanych kultur.
Priklad 2
Cisténi pro-IL-18

1,5 kg bunék E. coli, které exprimuji pro-IL-18, jak
je popsano v pfikladu 1, se suspenduje v 3,6 1 lyzového
pufru ¢ (50 mM Tris HC1l, 10 mM BME, 0,5 M NaCl, 5%
glycerol, 1 pug na ml pepstatinu A, 1 pg na ml leupepsinu,
0,4 mM AEBSF), lyzuje dvéma pruichody pres Microfluidics pri
82,74 MPa, centrifuguje pri 28000 xg a shromazdi se 3,7 1
supernatantu. Do supernatantu se pridd 600 ml NiNTA agarosy,
predem vyvazZené pufrem, obsahujicim 5 mM imidazolu (pufr D)
a suspenze se inkubuje po dobu 1 hodiny, aby se zachytil
pro-IL-18. Suspenze se centrifuguje pri nizkych otédkéch (50
otdc¢ek za sekundu), supernatant se slije a suspenze se
natdhne do sloupce. Sloupec se promyje pufrem D a pro-IL-18
se eluuje 300mM imidazolem v pufru C. Eludt se dialyzuje



pufrem E (25 mM HEPES, 10 mM BME, pH 8,0) a natdhne do
sloupce DEAE ToyoPearl éBOM, predem vyvazZeného steanm-
pufrem. Sloupec se eluuje 1ieérﬁim gradientem 0 aZ 0,5M
'chloridem sodnym v pufru E. Eluat obsahuje 650 mg pfo—IL—lS

s vice neZ 90% &istotou.
Priklad 3
Priprava kaspasy 4

Lidska kaspasa 4 je rovnéZ exprimovana jako fuzni
protein s Sestihistidinovou smyCkou na N-konci v E. coli.
Expresni plasmid, pETl6b-kaspasa-4, se odvodi od vektoru
PET16b (Novagen), ktery obsahuje fagovy T7 promotor.
Rekombinantni vektor se konstruuje PCR amplifikaci aktivni
. domény kaspasy 4 (aminokyseliny Ilel46 a2 Asn418) zahrnutim
kédujici sekvence pro $est histidin®@ na N-konci a zakon&enim
Nco I a Xho I restrikénimi endonukleasovymi misty. Vysledny
produkt PCR se potom subklonuje mezi tato dvé restrikcéni
mista, aby se vytvoril fuzni vektor kaspasy 4 se Sesti

histidiny na N-konci.

Vysledny plasmid se trahformuje'do lysogenniho kmenu
E. coli BL21 DE3, obsahujiciho chromozomdlni kopii T7 RNA
polymérasy za kontroly promotoru lacUV5, coz umozZnuje
induktabilni expresi kaspasy 4 po indukci 1mM IPTG. Aktivni
protein se c¢isti z bunéénych pelet izolovanych po indukci
pfi teploté 37 ©C po dobu 3 h.

Priklad 4
Cisténi kaspasy 4

Kdyz jsou lyzovany buiky E. coli exprimujici lidskou
kaspasu 4 se Sestihistidinovou smy&kou na N-konci, popsanou



-~

v prikladu 2, lze detekovat aktivitu kaspasy 4 v lyzdtovém
supernatantu. Potom, co se protein zachyti ze supernatantu

na NiNTA agarosovych kulidkéch, ziskd se znovu jak plo, tak

' p20. To ukazuje, Ze proteasovd doména kaspasy 4 je

aktivovadna v bunédné kulture pfostfednictvim samoStépeni na
spojeni P10 a p20 a zustdva jako rozpustny nekovalentni
heterodimer. Se znalosti této informace lze heterodimer
P1l0/p20 se smydkou se Sesti histidiny ¢istit. Vlastni proces
se uskutecriuje pri teploté 4 °c, aby se zabranilo jakémukoli
dalgimu poskozeni molekuly. '

Asi 400 g vlhkych buné&nych pelet E. coli se
suspenduje v 1,6 1 lyzového pufru obsahujiciho 25 mM HEPES,
0,1% CHAPS, 500 mM NaCl, 10 mM beta-merkaptoethanolu (BME)

Ppri pH 7,4 a 10% glycerol (pufr A) a lyzuje dvéma prichody

pfes Microfluidics p¥i 82,74 MPa. Lyzat se centrifuguje pri
30000 xg po dobu jedné hodiny a dostane se 1,7 1 lyzatového
supernatantu. Do lyzdtového supernatantu se prida 150 ml
NiNTA agarosy, kterd byla predem vyvaZena lyzatovym pufrem
obsahujicim 5mM imidazol, pH suspenze se upravi na hodnotu:
8,0 pomoci 2N hydroxidu sodného a kaspasa 4 se absorbuje
varkovym zplisobem po dobﬁ 1 h. NiNTA agarosa se vlozi do
sloupce, promyje 5mM a 25mM imidazolem v pufru A sekvencéné,
aby se odstranily necistoty a késpasa 4 se elﬁuje 300mM
imidazolem v pufru A. Protein se dialyzuje proti pufru

B (25 mM HEPES, 0,1 % CHAPS, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 10
mM BME, pH 8,0) a natdhne do sloupce DEAE ToyoPearl 650M,
predem vyvéZeného stejnym pufrem. Kaspasa 4 se eluuje ze

- sloupce 100mM chloridu sodného ve stejném pufru. Frakce

vykazujici nejvys$si specifickou aktivitu kaspasy 4 za
pouziti fluorescenéniho peptidového substratu LEED-AMC se

shromédzdi.

Priklad 5




Aktivace a priprava polypeptidu in vitro

Prd—IL-la ¢cistény, jak je popsano v prikladu 2, se’
inkubuje s kaspasou 4 v poméru hmotnosti 1:500 po dobu 3 h
pri teploté mistnosti. Stépna reakce prodomény se uskutedni
z vice neZ 90 % podle analyzy SDS-PAGE. Do reakd&ni smési se
pfidd 140 ml NiNTA agarosy v pufru D, inkubuje po dobu
1 h a‘vylije na nalevku se sklenénym sintrem, aby se ziskal
zpét nenavazany materidl obsahujici prevaZné zraly IL-18.
Mala mnozstvi szlého pro-IL-18, prodomény, kaspasy 4 a jiné
neCistoty se vaZou na NiNTA agarosu. Nenavazany roztok se
adjustuje do 25mM DTT, inkubuje po dobu 1 h, aby se |
dokonc¢ila redukéni'reakce, PH roztoku se upravi na hodnotu
6,0 pridanim 2M kyseliny fosforeéné a zahusti na objem 86 ml
za pouziti membrany YM10. Zahustény vzorek se natdhne na
sloupec Superdex 75 predem vyvdzZeny 10mM fosforednanem

sodnYm o pH 6,0 obsahujicim 0,1M chlorid sodny. Spojené
 frakce obsahuji 560 mg zralého IL-18.

Priklad 6
Aktivéce a priprava polypeptidu in vivo

Aktivace IL-18 1lze rovnéz dosahnout in vivo pomoci
soucasné exprese lidského prekursoru IL-18 a kaspasy 4.
Pro-IL-18 je koexprimovan bicistronicky v E. coli z
- jednoduc¢hého transkriptu s lidskou kaspasou 4 v ramci
expresniho plasmidu pETZS—pro—IL—i8/kasp4 (obr. 5 a 6).
Lidsky gen pro-IL-18 se subklonuje do pET28a (Novagen) za
kohtroly T7 promotoru vCetné U¢inné Shine-Dalgarnovy
sekvence pro optimdlni iniciaci translace od pro-IL-18
sekvence (obr. 18). Gen kaspasy 4 (Ileld6 az Asndl8) se
subklonuje okamZziteé za sekvenci pro-IL-18 véetné udinné
Shine-Dalgarnovy sekvence, coZ zajistuije minimélni iniciaci

translace ze sekvence kaspasy 4. T7 terminadni sekvence se




zacleni pro ukondeni translace za bicistronickou
transkripéni jednotku. Vysledny konstrukt se potom podrobi
transfekci do BL21(DE3) hostitele, obsahujiciho induktabilni
chromozom&lni kopii T7 polymerasového genu. Indukce tohoto
konstruktu v tomté hostiteli pomoci 1mM IPTG mid za nasledek
koordinaci transkripce a translace pro-IL-18 a pro- kaspasy
4. Translaci nové vznikajici pro-kaspasa 4 je sama
preménovana na aktivni enzym, ktery iniciuje proteolytickou
aktivaci pro-IL-18. Obr. 8 ukazuje dobu aktivace béhem 18
hodin pri teploté 29 °C po indukci 1mM IPTG (0 a3 18 h)..

" Priklad 7
Aktivace kaspasy 4 in vivo

Aktivaci kaspasy 4 in vivo popsal Munday N. A. a kol.,
J. Biol. Chemistry, 270, 15870 az 15876 (1995). Exprese
zkracené formy kaspasy 4, ktera zadina na Ala59, které chybi
proregion v E. coli vede samoaktivaci Stépenim mezi
podjednotkami P10 a P20, které se soustreduji do aktivniho
enzymového heterodimeru. Prodleva v aktivaci kaspasy 4 se
odrazi v translaci prodlevy ve Stépeni a aktivaci pro-IL-18
na zraly IL-18 (obr. 9). To umoznuje nahromadéni
stabilnéjsiho pro-IL-18 pred Stépenim na zraly IL-18, ktery
je méné stabilni v bunkéach.

Priklad 8
Cisténi lidského IL-18 koexprimovaného s kaspasou 4

66 g bunék E. coli exprimujicich IL-18, jak je popséano
v prikladu 6, se suspenduje ve 130 ml 0,1M HEPES, pH 7,5,
obsahujiciho 1mM EDTA a 10mM DTT (vlastni proces se
uskutedni pri teploté 4 °C a v pritomnost 10mM DTT s
vyjimkou posledniho kroku, aby se zachoval volny SH) a




lyzuje pfi 103,425 MPa dvéma prichody pres Microfluidics. 230
ml lyzatu se centrifuguje pFi 34000 Xg po dobu 30min. 200 ml
 supernatantu se z¥edi na 1 1 25mM HEPESem, pH 7,0 a nechéa ‘
protéci dvéma sloupci sefazenymi za sebou, ToyoPearl SP 650M
a ToyoPearl DEAE 650M. Véts$ina nedistot vzniklych z bunék E.
coli se navdZe na sloupce. Material, ktery ‘protekl sloupci,
se upravi na hodnotu pH 9,5 pomoci 25mM bistrispropan HC1,
zredl na 2 1 a natahne na sloupec Source 15Q predem vyvazeny
25mM bistrispropan HC1, PH 9,5. Sloupec se eluuje linedrnim
gradientem 0 aZ 0,5M chloridem sodnym ve stejném pufru.
Frakce obsahujici IL-18 se identifikuji za pouziti Vydac C4
RP-HPLC a shromdZdi se 250 ml. Eluat se zahusti na objem 50
ml za pouZiti membrany YM10 a natédhne na sloupec Supredex 75
predem vyvazZeny 10mM NaPO, pH 6,0 obsahujicim 1mM EDTA a
0,15M chlorid sodny (Z&dny DTT pro pouziti in vivo).

Priklad 9
Priprava zkréacené kaspasy 5

Lidsk& zkracena kaspasa 5 je rovnez exprlmovana jako
fuznl protein s Sestihistidinovou smyCkou na N-konci v E.
coli. Expresni plasmid, PET16b- zkracena kaspasa 5, se odvodi
od vektoru PET16b (Novagen), ktery obsahuje fagovy T7
promotor. Rekombinantni vektor se konstruuje PCR amplifikaci
aktivni domény zkracené kaspasy 5 (amlnokysellny Ilel4s az
Asn418) zahrnutim kédujici sekvence pro Sest histidina na
N-konci a zakoncenim Nco I a Xho I restrikénimi
endonukleasovymi misty. Vysledny produkt PCR se potom
subklonuje mezi tato dvé restrikéni mista, aby se vytvoril
fuzni vektor zkracené kaspasy 5 se sSesti histidiny na
N-konci.

Vysledny plasmid se transformuje do lysogenniho kmenu
E. coli BL21 DE3, obsahujiciho chromozomalni kopii T7 RNA




e
- 24‘:! s

-
(XX R ] L]

polymerasy za kontroly promotoru lacUV5, coZ umoZnuje
induktabilni expresi zkracené kaspasy 5 po indukci 1mM IPTG.
Aktivni protein se ¢isti z bunéénych pelet izolovanych po
indukci p¥i teploté 37 ©C po dobu 3 h.

Priklad 10
¢isdténi zkrédcené kaspasy 5

Kdyé jsou lyzovény buniky E. coli exprimujici 1idskou 
zkracenou kaspasu 5 se Sestihistidinovou smyc¢kou na
N-konci, popsanou v prikladu 9, lze detekovat aktivitu
zkrdcené kaspasy 5 v lyzadtovém supernatantu. Potom, co se
protein zachyti ze supernatantu na NiNTA agarosovych
kulic¢kach, zisk& se znovu jak pl0, tak p20. To ukazuje, Ze
proteasovd doména zkracené kaspasy 5 je aktivovana v bunécné
kulture prostfednictvim samostépeni na spojeni pl0 a p20
a zUstdvad jako rozpustny nekovalentni heterodimer. Se
znalosti této informace lze heterodimer pl0/p20 se smyckou
se Sesti histidiny ¢istit. Vlastni proces se uskutecnuje pri
teploté 4 °c, aby se zabranilo jakémukoli dal&imu poskozeni

molekuly.

Asi 400 g vlhkych bunéénych pelet E. coli se
suspenduje v 1,6 1 lyzového pufru obsahujiciho 25 mM HEPES,
0,1% CHAPS, 500 mM NaCl, 10 mM beta-merkaptoethanolu (BME)V
pri pH 7,4 a 10% glycerol (pufr A) a lyzuje dvéma prichody
pres Microfluidics pri 82,74 MPa. Lyzat se centrifuguje pfi"
30000 xg pd dobu jedné hodiny a dostane se 1,7 1 lyzatového
supernatantu. Do lyzatového supernatantu se pridéd 150 ml
NiNTA agarosy, kterd byla predem vyvazena lyzadtovym pufrem
obsahujicim 5mM imidazol, pH suspenze se upravi na hodnotu
8,0 pomoci 2N hydroxidu sodného a kaspasa 5 se absorbuje
varkovym zplUsobem po dobu 1 h. NiNTA agarosa se vlozi do

sloupce, promyje 5mM a 25mM imidazolem v pufru A sekvencneg,
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aby se odstranily necistoty a kaspasa‘S se eluujé 300mM
imidazolem v pufru A. Protein se dialyzuje prbti pufru

B ( 25 mM HEPES, 0,1% CHAPS, 500 mM NaCl, 10% glycerol, 10
mM BME, pH 8,0) a natdhne do sloupce DEAE ToyoPearl 650M,
predem vyvazZeného stejnym pufrem. Zkrdcend kaspasa 5 se
eluuje ze sloupce 100 mM chloridu sodného ve stejném pufru.
Frakce vykazujici nejvyssi specifickou aktivitu zkracené
kaspasy 5 za pouziti fluorescen&niho peptidového substratu
LEED-ANMC se shromazdi. |

priklad 11
Aktivace a priprava polypeptidu in vitro

Pro-IL~18 pripraveny a ¢istény, jak je popsano
v prikladech 1 a 2, se inkubuje se zkrdcenou kaspasou 5
v poméru hmotnosti 1:500 po dobu 3 h pri teploté mistnosti.
S$tépnd reakce prodomény se uskutecni z vice nez 90 % podle
analyzy SDS-PAGE. Do reakéni smési se prida 140 ml NiNTA
agarosy v pufru D, inkubuje po dobu 1 h a vylije na nalevku
se sklenénym sintrem, aby se ziskal zpét nenavazany materidl
obsahujici prevasné zraly IL-18. Malad mnoZstvi zbylého
pro-IL-18, prodomény, zkrdcené kaspasy 5 a jiné necistoty se
vazou na NiNTA agarosu. Nenavazany roztok se adjustuje-do
25mM DTT, inkubuje po dobu 1 h, aby se dokonéila reduk<éni
reakce, pH roztoku se upravi na hodnotu 6,0 pridédnim 2M
kyseliny fosforeé¢né a zahusti na objem 86 ml za pouziti
membrany YM10. Zahus$tény vzorek se natahne na sloupec
Superdex 75 predem vyvazZeny 10mM fosfore¢nanem sodnym o pH
6,0 obsahujicim 0,1M chlorid sodny. Spojené frakce obsahuji
560 mg zralého IL-18.

Priklad 12

Aktivace a priprava polypeptidu in vivo




Aktivace IL-18 lze rovnéZ dosahnout in vivo pomoci
‘goudasné exprese lidského prekursoru IL-18 a zkracené
kaspasy 5. Pro-IL-18 Jje koexprimovan bicistronicky v E. coli
z '~ jednoduchého transkriptu s lidskou zkrécenou kaspasou
5 v rdmci expresniho piasmidu pPET28-pro-IL-18/kasp5
- (obr.9). Lidsky gen pro-IL-18 se subklonuje do pET28a
(Novagen) za kontroly T7 promotoru vcéetné ucinné
Shine-Dalgarnovy sekvence pro optimédlni iniciaci translace
od pro-IL-18 sekvence (obr. 10). Gen zkracené kaspasy 5
(Ilel46 aZ Asn4l8) se subklonuje okamzité za sekvenci
pro-IL-18 vcéetné hGc¢inné Shine-Dalgarnovy sekvence, coZ
zajiéﬁuje minimdlni iniciaci translace ze sekvence zkracené
kaspasy 5. T7 terminaéni sekvence se zacleni pro ukonc¢eni
tranélace za bicistronickou transkripéni jednotku. Vysledny
konstrukt se potom podrobi transfekci do BL21(DE3)
hostitele, obsahujiciho induktabilni chromozom&lni kopii T7
polymerasového genu. Indukce tohoto konstruktu v tomto
hostiteli pomoci 1mM IPTG m& za nasledek koordinaci
transkripce a translace pro-IL-18 a pro-kaspasy 5. Translaci
nové vznikajiei pro-kaspasa 5 Je samovolné preménovana na
akfivni enzym, ktery iniciuje proteolytickou aktivaci
pro-IL-18..

Priklad 13

Gisténi lidského IL-18 koexprimovaného se zKkrdcenou kaspasou
5 _

66 g bunék E. coli exprimujicich IL-18, jak je popsano
v prikladu 12, se suspenduje ve 130 ml 0,1M HEPES, pH 7,5,
obsahujiciho 1mM EDTA a 10mM DTT (vlastni proces se
‘uskuteéni pri teploté 4 °c a v pritomnosti 10mM DTT s
vyjimkou posledniho kroku, aby se zachoval volny SH) a
lyzuje pri 103,425 MPa dvéma pruchody pres Microfluidics. 230




ml lyzatu se centrifuguje pri 34050 Xxg po dobu 30min. 200 nml
supernatantu se z¥edi na 1 1 25mM HEPESem, pH 7,0 a necha |
protéci dvéma sloupci serazenymi za sebou, ToyoPearl SP 650M
a ToydPearl DEAE 650M. Vétsina necistot vzniklych z bunék E.
coli se navazZe na sloupce. Materidl, ktery protekl sloupci,
‘se upravi na hodnotu pH 9,5 pomoci 25mM bistrispropan,

zFfedi na 2 1 a natahne na sloupec Source 15Q predem Vyvééeny
25mM bistrispropan HCl, pH 9,5. Sloupec se eluuje linedrnim
gradientem 0 aZ 0,5M chloridem sodnym ve stejném pufru.
Frakce obsahujici IL-18 se identifikuji za pouZiti Vydac C4
RP-HPLC a shroma&Zdi se 250 ml. Eludt se zahusti na objem 50
ml za pouziti membrany YM10 a natahne na sloupec Supredex 75
ptedem vyvéaZeny 1l0mM NaPO, pH 6,0 obsahujicim 1mM EDTA a
0,15M chlorid sodny (2z&dny DTT pro pouziti in vivo).

Priklad 14
Priprava ubikvitin/pro-IL-18/Ubpl

Sekvence kédujici ubikvitin se 76 aminokyselinami se
fuzuje v rémci s podatkem zralého lidského TL-18 pfes tupou
koncovou ligaci tak, Ze prvni tyrosinovy kodén zralého
T1-18 nasleduje okamZité po koddénu glycinu 76 ubikvitinu.
Fuzni gen se potom subklonuje do pET vektoru za kontroly T7
promotoru véetné U¢inné Shine-Dalgarnovy sekvence pro
optimdlni iniciaci translace od sekvence genu
ubikvitin-IL-18. Gen Ubp-1 s plnou délkou se subklonuje
okamzité za IL-18 véetné uc¢inné Shihe—Dalgarnovy sekvence
pro minimdlni translaci Ubp-1. Obr. 11 ukazuje sekvenci
UbIL-18/Ubp-1 expresni kazety v ramci pET28. Obr. 13 ukazuje
anotovanou sekvenci UbIL-18/Ubp-1 expresni kazety v ramci
pET28. Cislovani odpovidéd pozicim v ramci pET28.

priklad 15




Aktivace a priprava IL-18 in vivo

Konstrukt z pfikladu 14 se potom podrobi tranéfekci,do
BL21(DE3)_hostitéle. Indukce tohoto konstruktu v tomto
hostiteli pomoci 1mM IPTG mé& za nasledek koordinaci
transkripce a translace ubikvitin-IL-18 a Ubp-1l. Enzymatické
pusobeni Ubp-1l vede k uU¢innému zpracovani Ub-IL-18 na
zraly aktivni IL-18, ktery lze potom primo. Cistit z lyzata
E. coli bé&Znymi zpusoby. Obr. 16 ilustruje dobu exprese
a Zpracovéni pti teplotach 30 °C a 37 OC'poindukci 1mM
IPTG. Sipka nahofe ukazuje Cast nezpracovaného Ub-IL-18
v linii 1. Sipka dole ukazuje zpracovanou cCast IL-18 v linii

3. (Detekce Western blot za pouziti antisera proti IL-18).
Priklad 16
¢igténi lidského IL-18 koexprimovaného s ubikvitinem

66 g bunék E. coli exprimujicich IL—lS, jak je popsano
v prikladu 15, se suspenduje ve 130 ml 0,1M HEPES, pH 7,5,
obsahujiciho 1mM EDTA a 10mM DTT (vlastni proces se
uskutedni pri teploté 4 °C a v pritomnost 10mM DTT s
vyjimkou posledniho kroku, aby se zachoval volny SH) a
lyzuje pri 103,425 MPa dvéma pruchody pres Microfluidics. 230
ml lyzadtu se centrifuguje pri 34000 xg po dobu 30min. 200 ml
supernatantu se zredi na 1 1 25mM HEPESem, pH 7,0 a neché
protéci dvéma sloupci serazenymi za sebou, ToyoPearl SP 650M
a ToyoPearl DEAE 650M. Vé&tsina nedistot vzniklych z bunék E.
coli se navadZe na sloupce. Materidl, ktery protekl sloupci,
se upravi na hodnotu pH 9,5 pomoci 25mM bistrispropan,
zFedi na 2 1 a natahne na sloupec Source 15Q predem vyvazZeny
25mM bistrispropan HCl, pH 9,5. Sloupec se eluuje linedrnim
gradientem 0 aZ 0,5M chloridem sodnym ve stejném pufru.
Frakce obsahujici IL-18 se identifikuji za pouZiti Vydac C4
RP-HPLC a shromdZdi se 250 ml. Eludt se zahusti na objem 50




ml za pouéiti membrany ¥YM10 a natdhne na sloupec Supredex 75
predem vyvaZeny 10mM NaP04 PH 6,0 obsahujicim 1mM EDTA a
0,15M chlorid sodny (Za&dny DTT pro pouzZiti in vivo).

Zatimco je zde popséno, co se v soucasné dobé
povaZuje za vyhodna ztélesnéni tohoto vyndlezu, je zFfejmé,
Zze lze uskutec¢nit radu modifikaci a patentové ndroky
zahrnuji vsSechny takové modifikace, které spadaji do rozsahu
tohoto vyndlezu. '
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob produkce aktivniho'polypeptidu z prekursoru
polypeptidu, ktery ma proteasovy aktivaéni motiv,
vyznaduijici se t i m, Ze zahrnuje
aminokyselinovou sekvenci XEYD;.ve které je X zvoleno ze
skupiny aminokyselin, sestavajici z W, L, F, ¥, I, V, D nebo
E a Y je zvoleno ze skupiny aminokyselin, sestavajici

z H, I, A, T, S, P nebo E, zahrnujici:

(i) kontaktovani kaspasy 4 s prekursorem polypeptidu a
(ii) c¢isténi aktivniho polypeptidu.

2. Zpusob produkce aktivniho polypeptidu z prekursoru
polypéptidu, ktery md proteasovy aktivaéni motiv,
vyznacujici se t i m, Ze zahrnuje .
aminokyselinovou sekvenci XEYD, ve které je X zvoleno ze
skupiny aminokyselin, sestdvajici z W, L, F, Y, I, V, D nebo
E a Y je zvoleno ze skupiny aminokyselin, sestavajici

z H, I, A, T, S, P nebo E, zahrnujici:

(i) kontaktovéﬁi kaspasy 5 s prekursorem polypeptidu a
(ii) ¢isténi aktivniho polypeptidu.

3. Zpusob produkce aktivniho polypeptidu IL-18 z prekursoru
polypeptidu IL-18, vy znacd¢dujici se t im, Ze

zahrnuje:

(i) kontaktovani kaspasy 4 s prekursorem polypeptidu
IL-18 a

(ii) ¢isténi aktivniho polypeptidu.
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4. Zplsob produkce aktivniho polypeptidu IL-18 z prekursoru
polypeptidu IL-18, vy zna du jici s e t im, Ze
zahrnuje:

(1) kontaktovani kaspasy 5 s prekursorem polypeptidu
IL-18 a

(ii) c¢isténi aktivniho polypeptidu.

5. ZplUsob podle ndroku 3, vy zn a & ujici se
t 1 m, Ze prekursor polypeptidu IL-18 je lidsky polypeptid
IL.-18.

6. Zpusob podle naroku 4, vy znacujici se
t i m, Ze prekursor polypeptidu IL-18 je lidsky polypeptid
IL-18.

7. Zpusob produkce aktivniho lidského polypeptidu IL-18,

vyznacuijici se t 1 m, Ze zahrnuje:

(i) kontaktovani kaspasy 4 s lidskym prekursoremn
polypeptidu IL-18, aby se dany prekursor polypeptidu
preménil na aktivni lidsky polypeptid IL-18, uvedeny
prekursor polypeptidu TIL-18 zahrnuje aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji cast, ktera md& zachovany
zbytky asparagové kyseliny 36 a tyrosinu 37
v aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO:1 jako N-koncovou

sekvenci a
(ii) c¢isténi aktivniho lidského polypeptidu IL-18.

8. Zpusob produkce aktivniho lidského polypeptidu IL-18,

vyznacujici se t i m, Ze zahrnuje:

(1) kontaktovani kaspasy 5 s lidskym prekursorem




polypeptidu IL-18, aby se dany prekursor polypeptidu
preménil na aktivni lidsky polypeptid IL-18, uvedeny
prekursor polypeptidu IL-18 zahrnuje aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO:1 nebo jeji ¢ast, kterd m& zachovany
zbytky asparagové Kyseliny 36 a tyrosinu 37

v aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO:lvjako N-koncovou

sekvenci a
(ii) &isténi aktivniho lidského polypeptidu IL~18.

9. Zpusob produkce aktivniho 1idského polypeptidu IL-18
podle naroku 7, vy znac¢ujici se t im, zZe
aktivni 1lidsky polypeptid IL-18 je polypeptid, ktery ma

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:3.

10. Zptsob produkce aktivniho lidského polypeptidu IL-18
podle ndroku 8, vy zna c¢ujici se t im, Ze
aktivni lidsky polypeptid IL-18 je polypeptid, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:3.

11. ZpUsob produkce aktivniho polypeptidu z prekursoru
polypeptidu, vy znac¢ujici se t i m, zZe

zahrnuje:

(i) bicistronickou koexpresi kaspasy 4 s prekursorem

polypeptidu a

(ii) &isténi aktivniho polypeptidu.
12. Zplsob produkce aktivniho polypeptidu z prekursoru
polypeptidu, vy znac¢ujici se t im, Ze

zahrnuje:

(i) bicistronickou koexpresi kaspasy 5 s prekursorem

polypeptidu a




(ii) c¢isténi aktivniho polypeptidu.
13. Zpasob produkce aktivniho polypeptidu IL-18 z prekursoru
polypeptidu IL-18, vy znac¢ujici se t i m, Ze

zahrnuje:

(i) bicistronickou koexpresi ubikvitinasy s fuznim
ubikvitin/IL-18 a

(ii) c¢isténi aktivniho polypeptidu IL-18.

14. ZpUsob produkce aktivniho polypeptidu IL-18 z prekursoru

polypeptidu, vy znac¢ujici se t im, Ze

zahrnuje:

(1) bicistronickou koexpresi kaspasy 4 s prekursorem

polypeptidu IL-18 a
(ii) cisténi aktivniho polypeptidu IL-18.

15. ZpUsob produkce aktivniho polypeptidu IL-18 z‘pfekursoru
polypeptidu, vy zna c¢cujici se t i m, Ze

zahrnuje:

(1) bicistronickou koexpresi kaspasy 5 s prekursorem

polypeptidu IL-18 a
(ii) ¢isteéni aktivniho polypeptidu IL-18.

16. Zpusob podle naroku 13, vy znac¢ujici se
t 1 m, Ze prekursor polypeptidu IL-18 je lidsky prekursor
polypeptidu IL-18.

,

17. Zplsob podle ndroku 14, vy zna d¢ujici s e




t i m, Ze prekursor polypeptidu IL-18 je lidsky prekursor
'polypeptidu IL-18.

18. Zpusob podle narocku 15, v y znac¢ujici se
t i m, Ze prekursor polypeptidu IL-18 je lidsky prekursor
polypeptidu IL-18.

19. ZpUsob podle ndroku 16, vy znac¢ujici se
t i m, Ze aktivni lidsky polypeptid IL-18 je polypeptid,
ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:3.

20. Zplsob podle naroku 17, vy znac¢uj ici se
t i m, Ze aktivni lidsky polypeptid IL-18 je polypeptid,
ktery mé aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:3.

21. Zplusob podle naroku 18, vy zn a ¢ u j ici se
t i m, Ze aktivni lidsky polypeptid IL-18 je polypeptid,
ktery md aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:3.

22. Zpusob produkce aktivniho lidského polypeptidu IL-18
z prekursoru lidského polypeptidu IL-18, '

vyznac¢ujici se t i m, Ze zahrnuje:

(i) bicistronickou koexpresi ubikvitinasy
s ubikvitin/IL-18, ktery ma aminokyselinovou sekvenci SEQ
NO:10 a '

(ii) &isténi aktivniho lidského polypeptidu IL-18.
23. Zpusob produkce aktivniho lidského polypeptidu IL-18
z prekursoru lidského polypeptidu IL-18,

vyznacujici se tim, Ze zahrnuje:

(i) bicistronickou koexpresi kaspasy 4, ktera ma

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:4, s prekursorem




lidského polypeptidu IL-18 a

(ii) ¢isténi aktivniho polypeptidu IL-18.
- 24. Zpusob produkce aktivniho lidského polypeptidu IL-18
z prekursoru lidského polypeptidu IL-18,
vyznacujici se t i m, Ze zahrnuje:

(i) bicistronickou koexpresi kaspasy 5, kterd méd
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:6, s prekursorem

lidského polypeptidu IL-18 a

(ii) ¢isténi aktivniho polypeptidu IL-18.




Obr. 1

SEQ ID NO:1

1 MAAEPVEDNC INFVAMKFID NTLYFIAEDD ENLESDYFGK LESKLSVIRN
51 LNDQVLFIDQ GNRPLFEDMT DSDCRDNAPR TIFIISMYKD SQPRGMAVTI
101 SVKCEKISTL SCENKIISFK EMNPPDNIKD TKSDIIFFQR SVPGHDNKMQ

151 FESSSYEGYF LACEKERDLF KLILKKEDEL GDRSIMFTVQ NED

,Wgawmwwmmmm..mnwwmw‘_"”

Obr. 2

10 SEQ ID NO:2

: o wwmwiwwMmmmmmﬁwmwwwwmmmwwwmmwwmm
ATGGCTGCTG AACCAGTAGA AGACAATTGC ATCAACTTTG TGGCAATGAA
51 100
ATTTATTGAC AATACGCTTT ACTTTATAGC TGAAGATGAT GAAAACCTGG

15 101 ' ' 150
AATCAGATTA CTTTGGCAAG CTTGAGAGCA AACTATCGGT CATtCGTAAT
151 , 200
TTAAATGACC AGGTCCTATT TATCGACCAA GGGAATCGTC CACTATTCGA
201 ‘ - 250

20 GGACATGACA GACAGTGACT GCCGAGACAA TGCGCCGCGA ACCATETTCA
251 ' 300
TTATATCTAT GTACAAGGAT TCTCAGCCGC GCGGAATGGC CGTAACTATT
301 350
TCTGTCAAAT GTGAAAAGAT ATCCACGCTG TCGTGTGAGA ACAAGATLAT

25 351 400
EAGTTTCAAA GAGATGAATC CGCCGGATAA TATCAAGGAC ACGAAGTCTG
401 ‘ 450
ATATCATATT TTTCCAGCGC AGCGTGCCGG GGCACGATAA CAAGATGCAA
451 500

30 TTTGAATCAT CCAGCTATGA AGGGTACTTT CTTGCATGCG AGAAGGAACG
501 550
CGATCTCTTT AAACTTATTT TAAAGAAAGA GGACGAGCTA GGCGATCGCA
551 : . 582
GCATtATGTT CACTGTCCAA AATGAAGACT AG

35
Obr. 3
SEQ ID NO:3

1 YFGKLESKLS VIRNLNDQVI FIDQGNRPLF EDMTDSDCRD NAPRTIFIIS
51 MYKDSQPRGM AVTISVKCEK ISTLSCENKI ISFKEMNPPD NIKDTKSDII
101 FFQRSVPGHD NKMQFESSSY EGYFLACEKE RDLFXLILKK EDELGDRSIM




10

15

20

25

30

35

40

151 FTVONED

Obr. 4

SEQ ID NO:4

1  NGHHHHHHGA LKLCPHEEFL RLCKERAEEI YPIKERNNRT RLALIICNTE
51 FDHLPPRNGA DFDITGMKEL LEGLDYSVDV EENLTARDME SALRAFATRP
101 EHKSSDSTFL VIMSHGILEG ICGTVHDEKK PDVLLVDTIF QIFNNRNCLS
151 LKDKPKVIIV QACRGANRGE LWVRDSPTSL EVASSQSSEN LEEDAVYKTH
201 VEKDFIAFCS STPHNVSWRD STMGSIFITQ LITCFQKYSW CCHLEEVFRK

252 VQQSFETPRA KAQMPTIERL SMTRYFYLFP GN

Obr. 5
SEQ ID NO: 5 ,

1
ATGGGCCATC
51
AGAATTCCTG
101
AGGAGAGAAA
151
TTTGACCATC
201
GAAGGAGCTA
251
TGACAGCCAG
301
GAGCACAAGT
351
CCTGGAGGGA
401
TGCTTTATGA
451
CTGAAGGACA
501
CCGTGGGGAA
551
CTTCACAGTC
601 ‘
GTGGAGAAGG
651

~ CTGGAGAGAC

701
GCTTCCAGAA
751

ATCATCATCA
AGACTATGTA
CAACCéCACA
TGCCTCCGAG
CTTGAGGGTC
GGATATGGAG
CCTCTGACAG
ATCTGCGGAA
CACCATCTTC
AACCCAAGGT
CTGTGGGTCA
ATCTGAGAAC
ACTTCATTGC
AGCACAATGG

ATATTCTTGG

TCATGGCGCC
AAGARAGAGC
CGCCTGECTC
GAATGGAGCT
TGGACTATAG
TCAGCGCTGA
CACATTCTTG
CTGTGCATGA
CAGATATTCA
CATCATTGTC
GAGACTCTCC
CTGGAGGAAG
TTTCTGCTCT

GCTCTATCTT

TGCTGCCACC

CTCAAGCTTT
TGAAGAGATC
TCATCATATG
GACTTTGACA
TGTAGATGTA
GGGCATTTGC
GTACTCATGT
TGAGAAAAAA

ACAACCGCAA

CAGGCCTGCA”

AGCATCCTTG
ATGCTGTTTA
TCAACGCCAC
CATCACACAA

TAGAGGAAGT

50
GTCCTCATGA
100
TATCCAATAA
150
CAATACAGAG
200
TCACAGGGAT
250
GAAGAGRATC
300
TACCAGACCA
350
CTCATGGCAT
400
CCAGATGTGC
450
CTGCCTCAGT
500
GAGGTGCARA
550
GAAGTGGCCT
600
CAAGACCCAC
650
ACAACGTGTC
700
CTCATCACAT
750
ATTTCGGAAG
800
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GTACAGCAAT CATTTGAAAC TCCAAGGGCC AAAGCTCAAA TGCCCACCAT

801

849

AGAACGAdTG TCCATGACAA GATATTTCTA CCTCTITCCT GGCAATTGA

Obr. 6
SEQ ID NO:6

"1  MGHHHHHHGI LKLCPREEFL

51
101
151

FDHLPARNGA HYDIVGMKRL
EHKSSDSTFL VLMSHGILEG
LKDKPKVIIV QACRGEKHGE
EEKDFIAFCS STPHNVSWRD

RLCKKNHDETI
LOQGLGYTVVD
ICGTAHKKKK
LWVRDSPASL
RTRGSIFITE

YPIKKREDRR RLALIICNTK
EKNLTARDME SVLRAFAARP
PDVLLYDTIF QTFNNRNCLS
AVISSQSSEN LEADSVCKIH
LITCFQRYSC CCHLMEIFRK

201

351 VOKSFEVPOA KAOMPTTERA TLTRDFYLEPD

Obr. 7
SEQ ID NO:7
1
ATGGGCCATC
51
AGRATTCCTG
101
ARAAGAGAGA
151
TMTGATCACC
201
GARAAGGCTG
251
TCACAGCCAG
301
GAGCACAAGT
351
CCTAGAGGGA
401
TGCTTTATGA
451
CTAAAGGACA
501
ACATGGGGAA
551
CTTCACAGTC
601
GAGGAGAAGE
651
CTGGAGAGAC

ATCATCATCA
AGACTGTGTA
GGACCGCAGA
TGCCTGCARG
CTTCAAGGCC
GGATATGGAG
CCTCTGACAG
ATCTGCGGAA
CACCATCTTC
AACCCAAGGT
CTCTGGGTCA
ATCTGAGAAC
ACTTCATTGC

CGCACAAGGG

TCATGGCATA
AAARAARTCA
CGCCTGGCTC
GAATGGGGCT
TGGGCTACAC
TCAGTGCTGA
CACGTTCTTG
CTGCGCATAA
CAGATATTCA
CATCATTGTIC
GAGACTCTCC
CTGGAGGCAG
TTTCTGTTCT

GCTCCATCTT

GN

CTCAAACTTT
TGATGAGAT&
TCATCATATG
CACTATGACA
TGTGGTTGAC
GGGCATTTGC
GTACTCATGT
AAAGAAARAA
ACAACCGCAA
CAGGCCTGCA
AGCATCCTTG
ATTCTGTTTG
TCAACACCAC

CATTACGGAA

°

50
GTCCTCGTGA
100
TATCCAATAR
150
CAATACAAAG
200
TCGTGGGGAT
250
GAAAAGAATC
300
TGCCAGACCA
350
CTCATGGCAT
400
CCGGATGTGC
450
CTGCCTCAGT
500
GAGGTGARAA
550
GCAGTCATCT
600
CARGATCCAC
650
ATAACGTGTC
700
CTCATCACAT
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750

GOTTCCAGAA ATATTCTTGC TGCTGCCACC TAATGGAAAT ATTTCGGAAG

751

GTACAGAAAT CATTTGAAGT TCCACAGGCT AAAGCCCAGA TGCCCACCAT

801

800

849

AGAACGAGCA ACCTTGACAA GAGATTTCTA CCTCTTTCCT GGCAATTGA .

Obr. 8

7

Obr. 9

SEQ ID NO:8

1
AGATCTCGAT
51
CGGATAACAA
101
GCTGCTGAAC
151
TATTGACAAT
201
CAGATTACTT
251
AATGACCAGG
301
CATGACAGAC
351
TATCTATGTA
401
GTCAAATGTG
451
TTTCAAAGAG
501
TCATATTTTT
551
GAATCATCCA
601
TCTCTTTAAA

RBS

Pro IL.18

RBS

Rasp!

CCCGCGAAAT
TTCCCCTCTA
CAGTAGAAGA
ACGCTTTACT
TGGCAAGCTT
TCCTATTTAT
AGTGACTGCC
CAAGGATTCT
AAAAGATATC
ATGAATCCGC
CCAGCGCAGC
GCTATGARAGG

CTTATTTTAA

TAATACGACT
GACCACACCT
CAATTGCATC
TTATAGCTGA
GAGAéCAAAC

CGACCAAGGG

GAGACAATGC

CAGCCGCGCG
CACGCTGTCG
CGGATAATAT
GTGCCGGGGC
GTACTTTCTT

AGAAAGAGGA

CACTATAGGG
taaggaggat
AACTTTGTGG
AGATGATGAA
TATCGGTCAT
AATCGTCCAC
GCCGCGAACC
GAATGGCCGT
TGTGAGRACA
CAAGGACACG
ACGATAACAA
GCATGCGAGA

CGAGCTAGGC

50
GAATTGTGAG
100
ataacatATG
150
CAATGAAATT
200
AACCTGGAAT
250
tCGTAATTTA
300
TATTCGAGGA
350
ATtTTCATTA
400
AACTATTICT
450
AQATEATEAG
' 500
AAGTCTGATA
550
GATGCAATTT
600
AGGAACGCGA
650
GATCGCAGCA
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TEATGTTCAC
701
taaataaaat
751
TTGTCCTCAT
801
TCTATCCAAT
851
TGCAATACAG

- 901

CATCACAGGG
951
TAGAAGAGAA
1001
GCTACCAGAC
1051
GTCTCATGGC
1101
BACCAGATGT
1151
AACTGCCTCA

© 1201
'CAGAGGTGCA

1251

" TGGAAGTGGC

1301
TACAAGACCC
1351
ACACAACGTG
1401
AACTCATCAC
1451
GTATTTCGGA
1501
AATGCCCAC
1551
CTGGCAATTG
1601
CCGCACTCGA
1651
GCCCGAARGE

TGTCCAAAAT
ccatgégcca
GAAGAATTCC
AAAGGAGAGA
AGTTTGACCA
ATGAAGGAGC
TCTGACAGCC
CAGAGCACARA
ATCCTGGAGG
GCTGCTTTAT
GTCTGAAGGA
AACCGTGGGE
CTCTTCACAG
ACGTGGAGAA
TCCTGGAGAG
ATGCTTCCAG
AGGTACAGCA
ATAGAACGAC
AAAATGGATC
GCACCACCAC

AAGCTGAGTT

*

5/31

GAAGACTAGT

ﬁcatcatcat
TGAGACTATG
AACRACCGCA
TCTGCCTCCE
TACTTGAGGG
AGGGATATGG
GTCCTCTGAC
GAATCTGCGG
GACACCATCT
CAAACCCAAG

AACTGETGGGT

TCATCTGAGA

GGACTTCATT
ACAGCACAAT
AAATATTCTT
ATCAT&TGAA
fGTCCATGAC
CGAATTCGAG
CACCACCACT

GGCTGCTGCC

ggaggatata

catcatggeG

TAAAGAAAGA

CACGCCTGGC
AGGAATGGAG
TCTGGACTAT
AGTCAGCGCT
AGCACATTCT
AACTGTGCAT
TCCAGATATT
GTCATCATTG
CAGAGACTCT
ACCTGGAGGA
GCTTTCTGCT
GGGCTCTATC
GETGCTGCCA
ACTCCAAGGG
ARGATATTTC
CTCCGTCGAC
GAGATCCGGC

ACCGCTGAGC

700
aTACCAgGaa
750
CCCTCAAGCT
800
GCTGAAGAGA
850
TCTCATCATA
900
CTGACTTTGA
950
AGTGTAGATG
1000
GAGGGCATTT
1050
TGGTACTCAT
1100
GATGAGAAAA
1150
CAACAACCGC
1200
TCCAGGCCTG
1250 .
CCAGCATCCT
1300
AGATGCTGTT
1350
CTTCAACGCC
1400
TTCATCACAC
1450
CCTAGAGGAA
1500
CCAAAGCTCA
1550
TACCTCTTTC
1600
AAGCTTGCGG
1650
TGCTAACAAA
1700
AATARCTAGC
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ATAACCCCTT GGGGCCTCTA AACGGGTCTIT GAGGGGITTT TTG

Obr. 10

T7 promotor v
AGATCTCGATCCCGCGAAATEI_'AA’I‘ACGAC'I‘CACTAT_Z;\IGGGGAATTG’I‘GAGCGGATAACAA

4964 —mmmmmdmeeeee + + + e +

TPCTAGAGCTAGGGCGCTITAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTT

Shine-Dalgarno Zacatek ProILl8
PTCCCCTCTAGACCACACCTHRaggaggatataacatATGGCTGCTGAACCAGTAGAAGA

5024 + + . + R N

AAGGGEAGATCTGGTGTGGAa tectectatat tgtaTACCGACGACT TGETCATCTTCT
b M A A E P V E D

CAATTGCATCAACTTTGTGGCAATGAAAT TTATTGACAATACCGCTTTACTTTATAGCTGA

5084 Frmmm et mm e e b

GTTAACGTAGTTGAAACACCGTTACTTTAAATAACTCTTATGCGAAATGAAATATCGACT

b ‘N ¢ I NF VAMEKTFEFIDNTTLTYTFTIATE

Zaddtek zralého IL18
AGATGATGAAAACCTGGAATCAGATTACTTTGECAAGCTTCGAGAGCAAACTATCGGTCAT

5144 o ——— e + + o e e e -

s TCTACTACTTTTGGACCTTAGTCTAATGAAAC CGTTCGAACTCTCGTTTGATAGCCAGTA
b D D ENDL E S DY F G XK L E S XK L s§ V I

ECETAATTTAAATGACCAGGTCCTATTTATCGACCAAGGGAATCGTCCACTATTCGAGEA

5204 me——eo- e e e 5 . —— +

aGCATTAAATTTACTGGTCCAGGATAAATAGCTCGTTCCCTTAGCAGGTGATAAGCTCCT
b R NL NDQVLPFIDOQG GNRZPTILFETD

CATGACAGACAGTGACTGCCGAGACARTGCGCCGCGARCCATETTCATTATATCTATGTA
Y Y — N + + —— e e

GTACTGTCTGTCACTGACEGCTCTGTTACGCGECECTTGETARAAGTAATATAGATACAT
b M ™D S DCRUDDNAZPRTIUFITISMZY

CAAGGATTCTCAGCCGCECEGAATGECCETAACTATTTCIGTCAAATGTGAAAAGATATC
5324 ~~——m- B + = + + +

5023

5083

5203

5263

5323

5383
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GTTCCTAAGAGTCEGCGCECCTTACCEECATTGATAAAGACAGTTTACACTTTTCTATAG
K DS QPRGMAVVTTITS S VEC CETZ KTS -

CACGCTGTCGTGTGAGAACAAGAT tATLAGTTTCARAGAGATGAATCCGCCGGATAATAT
5384 ~—w-—- +om + + e e F——~ 5443

GTGCGACAGCACACTCTTGTTCTAGTASTCAAAGTT TCTCTACTTAGGCGECCTATTATA
T L §$ ¢C ENXKI I SF X EMDNUPPDINTI -

CAAGGACACGAAGTCTGATATCATATTTTTCCAGCGCAGCGTGCCGGGGCACGATAACAA

5444 -~ + - + s + + 5503
GTTCCTGTGCTTCAGACTATAGTATAAAAAGGTCGCCTCGCACGGECCCCGTECTATTGIT

K b T X $S$DIIVFVFQRSVYV?P GHDNIEK -~

GATGCAATTTGAATCATCCAGCTATGAACGGTACTTTCTTGCATGCGAGARGGAACGCGA
5504 -w--—- oo + + + + + 5563

CTACGTTAAACTTAGTAGGTCGATACTTCCCATGARAGAACGTACGCTCTTCCTTGCGCT
M Q F E S § §Y EG Y FLACUETUZ XU ERD ~-

* TCTCTTTAAACTTATTTTAAAGAAAGAGGACGAGCTAGGCGATCGCAGCATEATGTTCAC

5564 + - A s e + + 5623

AGAGAAATTTGAATAAAATTTCTTTCTCCTGCTCGATCCGCTAGCGTCGTAATACAAGTG
L F XL I L KX EDPEILGDRSIMTZPFPT -
Defektni Shine-Dalgarno Zacatek kaspasy-4

TGTCCAARATGAAGACTAGTygaggatataaTACCAgGaatasdtanaatccatatgeca
5624 + + e ———e + * 5683

ACAGGTTTTACTTCTGATCAcctectatat tATGGTeCEtatttattttaggtacCeggt
vV Q N E D M G H -~

tcatcatcatcatcatggcGCCCTCAAGCTTTGTCCTCATGAAGAATTCCTGAGACTATE

5684 ~mmm—mmt * * + + Femn 5743
agtagtagtagtagtaccgCGECAGTTCCARACAGGAGTACTTCT' TAAGGACTCTEATAC

HHEHEHHOGALI XKLC?PEHEETFTLRILTC -

TMGAMGAdCTGAAGAGA‘PCTATCCAATAAAGGAGAGAAACAACCGCACAC GCCTGGC
5744 + + + + + +-~- 5803
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) ATTTCTTTCTCGACTTCTCTAGATAGGTTATTTCCTCTCTTICTTGGCETGTGCGGACCE

5804

5864

5924

5984

6044

6104

6164

XK ER AEEI Y PIXKIERUDNUDINZRTRTULA -

TCTCATCATATGCAATACAGAGTITGACCATCTGCCTCCGAGGAATGEAGCTGACTTTGA

— Fommm——— + + e + +--- 5863

AGAG’I‘AGTA’I‘ACG’I‘TATGTC‘TCAAAC'I‘GG'I‘AGACGGAGGCTCCTTACCTCGACTGAAACT
&t I I ¢CNTEXEVFDHUL P PRNGADVF D -

CATCACAGGGATGAAGGAGCTACTTGAGECTCTGCGACTATAGTGTAGATGTAGAAGAGAA

+ + + + + + 5923

GTAGTETCCCTACTTCCTCEATGAACTCCCAGACCTGATATCACATCTACATCTTCTCTT

I T ¢ M KEL L EGILDY SV DVETETDN -

TCTGACAGCCAGGGATATGGACTCAGCECTGAGGECATTTGCTACCAGACCAGAGCACAA
————— — + + + +--- 5983

AGACTGTCCETCCCTATACCTCAGTCECGACTCCCGTAAACGATCGTCTGEGTCTCGTGTT
L T A RDMESALIRAFA AT RPEHIK -

GTCCTCTGACAGCACATTCTTEGGTACTCATGTCTCATGECATCCTGGAGGGAATCTIGCGG

———————— - R + et e L L e +--- 6043

CAGGAGACTGTCGTGTAAGAACCATGAGTACAGAGTACCGTAGEACCTCCCTTAGACECT
5 §D §TFLVDLMSHGTISLESGTIECG -

AACTGTGCATGATGAGARAAAACCAGATGTGCTGCTTTATGACACCATCTTCCAGATATT

- + ——t : o + ——dme= 6103

TTGACACGTACTACTCTTTTTTGGTCTACACGACGAAATACTGTGGTAGAAGGTCTATAA

T VHDEX X PDVILL YDO®®TIVFQTITFP -

CAACAACCGCAACTGCCTCACTCTGAAGGACAAACCCARGGTCATCATTGTCCAGGCCTG

------ RO S 4 + + ¥ 6163
GTTETTCCCCTTGACGEAGTCAGACTTCCTETTTCCETTCCAGTAGTAACAGGTCCGGAC

N N R N CL 8L KD KU?P X VIIVQATC -

CAGAGGTGCAAACCGTEGEGAACTGTGEGTCAGAGACTCTCCAGCATCCTTGCAAGTGGEC

- - + + + + + 6223
GTCTCCACGTT'1‘GGCACCCCTTGACACCCAGTC‘I‘CTGAGAGGTCG’I‘AGGAACCTTCACCG»
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R GA NURGEDLWVYVRDS PASILEV A

CTCTTCACAGTCATCTGAGAACCTGGAGGAAGATGCTGTTTACAAGACCCACGTGGAGAA

6224 ~—=—w= o e + o o e R et e e

GAGAAGTGTCAGTAGACTCTTGGACCTCCTTCTACGACAAATGTTCTGGGTGCACCTCTT
S 8 §Q 8 S ENLEZEDA AV Y X T HUV E K

GGACTTCATTGCTTTCTGCTCTTCAACGCCACACAACGTGTCCTGGACGAGACAGCACAAT
6284 - + -+ + + —t—————— m——

CCTGAAGTAACGAAAGACGAGAAGTTGCGGTATGTTGCACAGGACCTCTCTGTCGTGTTA

D FI A F C S S TPHINUYV & WIRDSTM
GGGCTCTATCTTCATCACACAACTCATCACATGCTTCCAGAAATATTCTTGGTGCTGCCA
6344 e + + + - -

CCCGAGATAGAAGTAGTGTGTTGACTAGTGTACCGAAGGTCTTTATAAGAACCACCGACGGT

G 8§ I F I TQDLITCTFOQZXZYSWOCOCH

CCTAGAGGAAGTATTTCGGAAGGTACAGCAATCATTTGAAACTCCAAGGGCCAAAGCTCA

6404 -~ e e e + B e b

GEATCTCCTTCATAAAGCCTTCCATGTCGTTAGTAAACTTTGAGGTTCCCGGTTTCCGAGT
L EE V FRKVYV Q QS F ETUPRAI KABAZQ

AATGCCCACCATAGAACGACTEGTCCATGACAAGATATTTCTACCTCTTTCCTGGCAATTG

6464 ————mm oo e SN, o * * ———— e

TTACGGGETCGTATCTTCGCTGACAGEGTACTGTTCTATAAAGATCCGAGAAAGGACCGTTAAC
M P TIERILSMTIRYTFYLF P GN *

AAAATGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCAC

6524 ~——m—m T e + + + + —_— P
TTTTACCTAGGCTTAAGCTCGAGGCAGCTGTTCGAACGCCGECETGAGCTCGTGGTERTG

XK W I RIRAUPSTS L RPHSSTTTT

CACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGARAGGAAGCTGAGTTGGCTACTGCC
6584 + N + e 3 *

GTGGTGGTGACTCTAGGCCEACGATTGTTTCGGGCTTICCTTCGACTCAACCGACGACGE

6283

6343

6403

6463

6523

6583

6643
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b T 7 P ET R LLTX PERKTELSWLTL P =

T7 Terminator

ACCGCTGAGCAATANCTAGCATAACCCCTTGEGGCCTCTARACGEETCTTCAGEGGTTTY

6644 £x + b +* + 4 6703
5 'I'GGCGACTCGTTA'I‘TGATCG’I‘ATTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAAC’I‘CCCCAAAA
b P Ib, S NN *¥ HNPUL G P L NG S * @ V F -
10 §704 ~-- 6706
AAC
Obr. 11
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SEQ ID NO:9

1
ATGGCTGCTG
51
ATTTATTGAC
101
AATCAGATTA
151
TTAAATGACC
201
GGACATGACA
251
TTATATCTAT
301
TCITGTCAAAT
351
TAGTTTCAAA
401
ATATCATATT
451
TTTGAATCAT
501

.CGATCTCTTT

551

IGCATTATGTT CACTGTCCAA AATGAAGACT

601

AACCAGTAGA
AATACGCTTT
CfTTGGCAAG
AGGTCCTATT
GACAGTGACT
GTACAAGGAT
GTGAAAAGAT
GAGA?GAATC
TTTCCAGCGC
CCAGCTATGA

AAACTTATTT

AGACAATTGC
ACTTTATAGC

CTTGAGAGCA

TATCGACCAA

GCCGAGACAA

TCTCAGCCGC

ATCCACGCTG

CGCCGGATAA

AGCGTGCCGG

AGGGTACTTT

ATCAACTTTG
TGAAGATGAT
AACTATCGGT
GGGAATCGTC
TGCGCCGCGA
GCGGAATGGC
TCGTGTGAGA
TATCAAGGAC
GGCACGATAA

CTTGCATGCG

AGTGGAGGAT ATAATA

50
TGGCAATGAA
100
GAAAACCTGG
' 150
CATTCGTAAT
200
CACTATTCGA
250
ACCATTTTCA
300
CGTAACTATT
350
ACAAGATTAT
400
ACGAAGTCTG
450
CAAGATGCAA
500
AGAAGGAACG
550

- TAAAGAAAGA GGACGAGCTA GGCGATCGCA

600
CCAG
650

GAATAAATAA AATCCATGGG CCATCATCAT CATCATCATG GCATACTCAA

651
ACTTTGTCCT
701

CGTGAAGAAT

AGATCTATCC AATAAAAAAG
751 '
ATATGCAATA CAAAGTTTGA
801

TGACATCGTG GGGATGAAAA
851

TTGACGAAAA GAATCTCACA
901 '
TTTGCTGCCA GACCAGAGCA
951 ‘

CATGTCTCAT GGCATCCTAG
1001

TCCTGAGACT

AGAGAGGACC

TCACCTGCCT

GGCTGCTTCA

GCCAGGGATA

CAAGTCCTCT

AGGGAATCTG

GTGTAAAAAA

700
AATCATGATG
750

GCAGACGCCT GGCTCTCATC

GCAAGGAATG
AGGCCTGGGC
TGGAGTCAGT
GACAGCACGT

CGGAACTGCG

800
GGGCTCACTA
850
TACACTGTGG
900
GCTGAGGGCA
950
TCTTGGTACT
1000
CATAAAAAGA
1050
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AAARACCGGA
1051
CGCAACTGCC
1101
CTGCAGAGGT
1151
CCTTGGCAGT
1201
GTTTGCAAGA
1251
ACCACATAAC
1301
CGGAACTCAT
1351
GAAATATTTC
1401
CCAGATGCCC
1451
TTCCTGGCAA

Obr. 14

TGTGCTGCTT
TCAGTCTAAA
GARAAACATG
CATCTCTTCA
TCCACGAGGA
GTGTCCTGGA
CACATGCTTC
GGAAGGTACA
ACCATAGAAC

1464
TTGA

e
. L d L4

12/31
TATGACACCA

GGACARACCC
GGGAACTCTG
CAGTCATCTGi
GAAGGACTTC
GAGACCGCAC
CAGAAATATT
GAAATCATTT

GAGCAACCTT

TCTTCCAGAT

AAGGTCATCA

GGTCAGAGAC

AGAACCTGGA
ATTGCTTTCT
AAGGGGCTCC
CTTGCTéCTG
GAAGTTCCAC

GACAAGAGAT

ATTCAACAAC
1100
TTGTCCAGGC
1150
TCTCCAGCAT
1200
GGCAGATTCT
1250
GTTCTTCAAC
1300
ATCTTCATTA
1350
CCACCTAATG
1400
AGGCTAAAGC
1450
TTCTACCTCT

GCGCCEETGATGCCEGCCACGATCCETCCGCCETAGAGEATCGAGATCTCGATCCCGCGA
4921 —=—- - —————t b ——— + 4980
CGCGGCCACTACGGCCGETGCTACGCAGGCCGCATCTCCTAGC TCTAGAGCTAGGGCGCT

— —

A GDAGEHETDASGSG GYVEDT RTDTELTDP A K-~

T7 promotor
ARTITAATACGACTCACTATAGGGGAATTCTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGACCACA

TTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTTARGGGGAGATCTCGTGT

L I R L T I @ EL * ADNUZNSGST PTILDTEHTD-
Shine-Dalgarno Zalatek ProILl8
cCTtlaaggadgatataacatATGGCTGCTGAACCAGTAGAAGACAATTGCATCAACTTTG
5041 ~——mmmmim e e N fmmm e S —— O + 5100

GGAattcctcetatattgtaTACCGACGACTTGGTCATCTTCTGTTAACGTAGTTGARAC
L R R I *# HM A A EUPVEDNTZCTINDNTFYV-
TGGCAATGAAATTTATTGACAATACGCTTTACTTTATAGCTGAAGATGATGAAAACCTCE

5101 SR T ; + + 5160
ACCGTTACTTTAAATAACTGTTATGCGAAATGAAATATCGACTTCTACTACTTTTGGACC

A M X 'F I DNTT L Y F I A EDDENDNDLE-=-
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50

5161

5221

5281

5341

-5401
PETTCTAaTAATCAAAGTTTCTCTACTTAGGCCECCTATTATAGTTCCTGTGCTTCAGAC

5461

5521

5581

.
. L d e . LN L d [ . L
L] [ [ 4 L] L] L] L]
. ° LI L ] * L I L] .
L . L L] L] LR ] .
(XXX ) [ XX ) ee soe N o0 oe
13/31

Zacatek zralého ILLS8
AATCAGATTACTTTGGCAAGCTTGAGAGCAAACTATCGGTCATtCGTAATTTAAATGACC

_________ orm o e e e e e o - 3 -t

TTAGTCTAATGAAACCGTTCGAACTCTCGTTTGATAGCCAGTAaGCATTAAATTTACTGG

S DYPFP G XL EGSZXKLSVYVIRINIELDNDDQ

AGGTCCTATTTATCGACCAAGGGAATCGTCCACTATTCGAGGACATGACAGACAGTGACT

————————— drre - ——— - 1 < o+ g
Ulads T g 4 T

TCCAGGATARATAGCTGGTTCCCTTAGCAGGTGATAAGCTCCTGTACTGTCTGTCACTGA

v L # I D QG NUZRUPTULTPFZEDMMTD S DC

GCCGAGACAATGCGCCGCGRAACCATETTCATTATATCTATGTACAAGGATTCTCAGCCGC
- O * + e e e e o e +

CGGCTCTGTTACGCGGCGCTTGGTAaAAGTAATATAGATACAEGTTCCTAAGAGTCGGCG

R DN APRT®TTIUVFI I &M Y X DS QPR

GCGEAATCGCCGTAACTATTTCTGTCAAATGTGAAAAGATATCCACGCTGTCGTGTGAGA
~~~~~~~~~ e e e e e o e i o o
CGCCTTACCGGCATTGATARAGACAGT I TACACTTTTIC TATAGGTGCGACAGCACACTCT

¢G M AV T I SV EKCEZ XTI STUL S CEN

ACAAgATtATtAGTTTCAAAGAGATGAATCCGCCGGATAATATCAAGGACACGAAGTCTG

XK I I &8 FP X EM N P P D N I XK D T K 8 D
ATATCATATTTTTCCAGCGCAGCGTGCCGGGGCACGATAACAAGATGCAATTTGAATCAT
--------- e m e e e e e e e
TATAGTATAAAAAGCTCGCETCGCACGGCCCCETGCTATTGTTCTACGTTAAACTTAGTA

I I ¥ F R 8 V 2P G H D N K M @ F E S 8
CCAGCTATGAAGGGTACTTTCTTGCATGCGAGAAGGAACGCGATCTCTTTAAACTTATTT
————————— Foo e ———m + e +
GETCCATACTTCCCATEAAAGAACGTACGCTCTTCCTTGCGCTAGAGAAATTTGAATARR

s Y E ¢ ¥Y FL A CEIZ XU ERUDILUPFIZ RKUILTIHL

TAAAGAAAGAGGACGAGCTAGGCGATCGCAGCATLATGTTCACTGTCCAAAATGAAGACT
KU —— e : + ———

ATTTCTTTCTCCTECTCEATCCECTAGCEGTCETAaTACAAGTGACAGETTTTACTTCTGA

JRp—— -+ -
n 1

XK K E D E L 6 DR &SI MUPFP TV Q N ED *
Defektni Shine-Dalgarno Zacatek kaspasy-5
AGTggaggatataaTACCAgGRAtaadtazaatccatgGgecateatcatcatcatcaty

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640
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5941

6001

6061

6121

.
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14/31
_________ o o e o e e e e e e e e e

TCAcctcctatattATGGchttatttattttaggtacccggtagtagtagtagtagtac

W R I * Y Q E * I K 8§ M ¢ H H H H H H G
gcATACTCAAACTTTGTCCTCGTGAAGAATTCCTCGAGACTGTGTARARAAAATCATGATG
SRS S m—————— Femm e

cgTATGAGTTTGAAACAGGAGCACTICTTAAGGACTCTGACACATTITTTTTTAGTACTAC

- N
———————— 3 - +

I L K L ¢ P REEVFTULURILUCIZ XKXKI KNDNU HDE

AGATCTATCCAATAARAAAGAGAGAGGACCGCAGACCCCTGGCTCTCATCATATGCAATA
--------- ER + + ———————+
TCTAGATAGETTATTTTTTCTCTCTCCTEGCETCTGCCEGACCCAGAGTAGTATACGTTAT

<+ K
4

[—— b

I ¥ P I K KR EDURIRIRUILAULTIICNT- T

CAAAGTTTGATCACCTGCCTGCAAGCGAATGGGGCTCACTATGACATCGTCGGGGATGAAAA

- +
+ T

————————— e pomee e .
GTTTCAAACTAGTGGACGGACGTTCCTTACCCCGAGTGATACTGTAGCACCCCTACTTTT

- e

XK P D H L P ARNOGA AHRYUDTI VYV GG MIZEKXR

GGCTGCTTCAAGGCCTGGGCTACACTGTGGTTGACGAAAAGAATCTCACAGCCAGGGATA
————————— S o e e e e e e
CCGACGAAGTTCCEGACCCGATCTGACACCAACTGCTTTTCTTAGAGTGTCGGTCCCTAT

L L Q ¢ L G ¥ TV VD EIZ XKNZLTAZRDM
TGGAGTCAGTGCTGAGGGCATTTGCTEGCCAGACCAGAGCACAAGTCCTCTGACAGCACGT
--------- o e e e
ACCTCAGTCACGACTCCCCTARACCGACGCGTCTGETCTCGTGTTCAGGAGACTGTCGTGCA

E 8 VL R A F A AR PEUHIUX XS S D s TTF
TCTTGGTACTCATGTCTCATGGCATCCTAGAGGGAATCTGCGGAACTGCGCATAAAAAGA
--------- et L et S e
AGAACCATGAGTACAGAGTACCGTAGGATCTCCCTTAGACGCCTTGACGCGTATTTTTCT

L vV L M 8 H & I L EGTIO CGTAUHIZ KK KX

AAARACCGGATGTCCTGCTTTATGACACCATCTTCCAGATATTCAACAACCGCAACTGCC

+- . L
- - + —————— " - -

TTTTTCGGCCTACACCGACGAAATACTGTGGTAGAAGETCTATAAGTTGTTGCGCCTTGACGG
XK P DV L L YDTUTTIVF QI F NNIRINZUGCHL

TCAGTCTAAAGCACAAACCCAAGETCATCATTGTCCAGGCCTCGCAGAGGTGAARARCATG

_________ e o e o o e e am o ————— + +

AGTCAGATTTCCTGTTTGGGTTCCAGTAGTAACAGGTCCGGACGTCTCCACTTTTTGTAC

—————t

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180
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15/31
S L XD XK P KV I IV QA CRTGTEZKH G
GGGAACTCTGEGTCAGAGACTCTCCAGCATCCTTGGCAGTCATCTCTTCACAGTCATCTG

—-— + —— ————————— e R e ————— +

CCCTTGAGACCCAGTCTCTGAGAGGTCGTAGGAACCGTCAGTAGAGAAGTGTCAGTAGAC

E L WV RDS P A S L A V: I 5 8 VQ s 8 E

AGAACCTGGACGCAGATTCTGTTTGCAAGATCCACGAGGAGAAGGACTTCATTGCTTTCT

' + + ————t et

TCTTGGACCTCCGTCTAAGACAAACGTTCTAGGTGCTCCTCTTCCTGAAGTAACGAAAGA
¥ L E A DSV C K I HZETEI XKTDTFTIA F C
GTTCTTCAACACCACATARCGTGTCCTGGAGAGACCGCACRAGGGGCTCCATCTTCATTA

————————— Frm e * —————t + -

CAAGAAGTTGTCETETATTGCACAGGACCTCTCTGGCETGTTCCCCGAGETAGAAGTAAT

s § T P HN V 8 WRDUZRTURGSTZIV F IT

6240

6300

6360

CGGAACTCATCACATGCTTCCAGAAATATTCTTGCTGCTGCCACCTAATGGAAATATTTC -

--------- PSS NENEE SUTURNSEE S L S S A
GCCTTCAGTAGTGTACGAAGGTCTTTATAAGAACGACGACGGTGGATTACCTTTATAAAG

E L I T CVF Q K Y § CcC HLMETITFR
GGAACGTACAGAAATCATTTGAAGTTCCACAGGCTARAGCCCAGATGCCCACCATAGAAC

s el o o ——— Fom— e oo +
CCTTCCATGTCTTTAGTAAACTTCAAGGTGTCCGATTTCGGGTCTACGGGTGGTATCTTG

XK VvV Q R 8 F EV P QA XAQNMZPTTIZER

GAGCAACCTTGACAAGAGATTTCTACCTCTTTCCTGGCAAETGACTCGAGCACCACCACC
————————— TS W S ittt J
CTCGTTEGAACTGTTCTCTARAGATGGAGAAAGCACCGTTAACTGAGCTCGTGGTGETCG

A T L T R D F ¥Y L F P G N * L BE HEHKH

ACCACCACTGAGATCCEECTGCTAACAAAGCCCCAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCA
--------- oo em e e e e e e e e e e
TCETGETGACTCTAGECCEACGATTGTTTCEEECTTICCTTCGACTCARCCGACGACGET

H H * D P A A NKARIK E A E L A A A T
77 Terminator
CCGCTGAGCAATAMCTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTﬂT

5
*+

- -~ —— + e e +
GGCGACTCGTTATTGATCGTAT TGGGEARCCCCGEAGAT P TGCCCAGAACTCCCCARRRA

A E Q ¥ L A *¥* PL A S KRV LROGTFTL

6420

6480

6540

6600

6660
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TGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGT

ACGACTTTCCTCCTTGATATAGGCCA

5
Obr. 15
10
IL18/ Xasp5
0 1 2 4 18  hodiny
31
Pro
iraly
Obr. 16
15 '

SEQ ID NO:10

1 MOIFVKTLTG KTITLEVESS DTIDNVKSKI QDKEGIPPDQ QRLIFAGKQL
51 EDGRTLSDYN IQKESTLHLV LRDLRGGYFGK LESKLSVIRN LNDQVLFIDQ
101 GNRPLFEDMT DSDCRDNAPR TIFILSMYKD SQPRGMAVTI SVKCEKISTL

20 151 SCENKIISFK EMNPPDNIKD TKSDIIFFQR SVPGHDNKMQ FESSSYEGYF
201 LACEKERDLF KLILRKEDEL GDRSIMFTVQ NED

Obr. 17

25 SEQ ID NO:11
1 ‘ 50
ATGCAGATCT TCGTCAAGAC GTTAACCGGT AAAACCATAA CTCTAGAAGT
51 100

TGAATCTTCC GATACCATCG ACAACGTTAA GTCGAAAATT CAAGACAAGG
30 101 . : 150
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AAGGCATTCC
151
GARGACGGTA
201
ACATCTTGTC
251
AACTATCGGT
301
GGGAATCGTC
351
TGCGCCECGA
401
GCGGAATGGC
451
TCGTGTGAGA
501
TATCAAGGAC
551
GGCACGATAA
601 ,
CTTGCATGCG
651

GGACGAGCTA

701
AG

Obr. 18

ACCTGATCAA
GRACGCTGIC
TTAAGACTAA
CATTCGTAAT
CACTATTCGA
ACCATTTTCA
CGTAACTATT
ACAAGATTAT
ACGAAGTCTG
CARGATGCAA
AGARGGAACG

GGCGATCGCA

SEQ ID NO:12

1
AGATCTCGAT
51 '
CGGATAACAA
101

'CAGATCTTCG

151
ATCTTCCGAT
201
GCATTCCACC
251
GACGGTAGAA
301

CCCGCGARAT
TTCCCCTCTA
‘TCAAGACGTT
ACCATCGACA
TGATCAACAA

CGCTGTCTGA

17/31
CAAAGATTGA

TGATTACAAC
GAGGAGGGTA
TTAAATGACC
GGACATGACA
TTATATCTAT
TCTGTCAAAT
TAGTTTCAAA
ATATCATATT
TTTGAATCAT
CGATCTCTTT

GCATTATGTT

TAATACGACT
GACCACACCT
AACCGGTAAA
ACG?TAAGTC
AGATTGATCT

TTACAACATT

TCTTTGCCGE
ATTCAGAAGG

CTTTGGCAAG

AGGTCCTATT

GACAGTGACT
GTACAAGGA&
GTGAAARAGAT
GAGATGAATC
TTTCCAGCGC
CCAGCTATGA
AAACTTATTT

CACTGTCCAA

CACTATAGGG
TAAGGAGGAT
ACCATAACTC
GAARATTCAA
TTGCCGGTAA

CAGAAGGAGT

TAAGCAGCTC
200
AGTCGACCTT
250
CTTGAGAGCA
300
TATCGACCAA
350
GCCGAGACAA
400
TCTCAGCCGC
450
ATCCACGCTG
500
CGCCGGATAA
550
AGCGTGCCEG
. 600
AGGGTACTTT
650
TAAAGAAAGA
700
AATGAAGACT

50
GAATTGTGAG
100
ATAACATATG
150
TAGAAGTTGA
200
GACAAGGAAG
250
GCAGCTCGAG
. 300
CGACCTTACA
‘ 350
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TCTTGTCTTA
351
TATCGGTCAT
401
AATCGTCCAC
451

GQCCGCGAACC

501
GAATGGCCGT
551
TGTGAGAACA
601
CAAGGACACG
651
ACGATAACAA
701
GCATGCGAGA
751
CGAGCTAGGC
801
GGAGGATATA
851
CATCATGGCA
901
TGGTTCCCGA
951
ATAACAATCT
1001
TATAAAARAC

1051

GACAACAAAC
1101
GTAAGTTTAC
1151
GCTGGTTTAG
1201
ATCATTGGCA
1251
TAAGGACCTA
1301
GGGCAAGAAT
1351
GGGTGGCAAA

AGACTAAGAG
TCGTAATTTA
TATTCGAGGA
ATTTTCATTA
AACTATTTCT
AGATTATTAG
ARGTCTGATA
GATGCAATTT
AGGAACGCGA

GATCGCAGCA

ATACCAGGAA

TGGATGAARG
CAGGATTTIT
ATCGATTTAT
CAGACCATCT
TTCAGAAATA
CCACTTAGAC
TTAATGATGG

TCATCCAGAG

TGAGGAGATA

CTGCTCAAGA

GTTTATGGTA

GAGGGTACTT

AATGACCAGG

CATGACAGAC

TATCTATGTA

GTCAAATGTG

TTTCAAAGAG.

TCATATTTIT
GAATCATCCA
TCTCTTTAAA
TTATGTTCAC
TAAATAAAAT
CAAGATAAAC
TGAGAAATTT
TTATTAATTT
AAACTACATT
ATAATAGCCT
GAAGAGATCT
TAACACTTGT
AATTAATGGA
GAACAAAATG
TGAAGCCACT

AGCATAAGAA

TGGCAAGCTT
TCCTATTTAT
AGTGACTGCC
CAAGGATTCT
AAAAGATATC
ATGAATCCGC
CCAGCGCAGC
GCTATGAAGG
CTTATTTTAA
TGTCCAAAAT
CCATGGGCCA
AGTTTATTAC
TAARACTTGG
TTGGCATAGT
GTTGAGAGCG
TAGCCGTTCE
TGAAAAGAGG
TTTATGAACT
CTTCTTCEAC
AACACAATGA
CATAAGAAAA

GAAATTGAAT

GAGAGCAAAC
400
CGACCAAGGG
450
GAGACAATGC
500
CAGCCGCGCE
550
CACGCTGTCG
600
CGGATAATAT
650
GTGCCGGGGC
700
GTACTTTCTT
750
AGAAAGAGGA
800
GAAGACTAGT
850
TCATCATCAT
900-
AATTTTTATT
950
AGTAACAACA
1000
AGTATTTTTT
1050
TTAGTGAAAT
1100
TTGCCCAGAA
1150
TGGTTTCATT
1200
CTGTTTTGCA
1250
AATAATGTCA
1300
AGAAGGAAAC
1350
ACACTCGTAA
1400
AGGAAGTCAA
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© 1401

GTTCGAAAGA
1451
GTCGCCTTAA
1501
TAAACCCTAT

- 1551

CAAGAARAAA
1601
TTCCAGAACA
1651
TGAAAAACTA
1701
CTTTAGTAGG
1751
ACTGAACAGA
1801
TTTCACACCT
1851
GAATTGGTTG
1901
TTTTCGCGGAT
1951
AAAATTATCT

2001

TCGTAGAATG
2051
GGTCAGTTGA
2101

'GCCAATTAAC

2151
CCAAACCAGT
2201
ATGGTACGTA
2251
ACCATTATTA
2301
ACATGATTAG
2351
CTTGCCCCTT
2401
GCCAATGTCA
2451

AGACGAAGAA
GGGATCTACT
TTCAAAACgA
TATTCTTCTT

TACTAGCCGA

‘GATACCACTC

TCAACTTAAC
TTGATCCTAA
TTCAAACTAA
TTTACAGTGT

TAAGCTTAAA

CAGTTATTGA

TAACCGTTGT
AAGAATTTGA
GCTGTAAAAG
TATTGACGAT
AATGCTCTAA
TCCATTCATA
AAAAAATAAC
GGTGTTGTGA

AAAAAGGAAA

AAGAGCCAGG
TTCTGCCTTA
ATAGTTTATT
GGCTACGACC
GTTGGAAAGT
CAGTTGCGAA
CTTGGTGAAG
CTCTATACTA
TGACTCCTTT
GGTGAGAACG
TTTACCGAAC
GCGACTGGAG
GCCCTCACAG
AAAAAARCCT
ATAGGGTCCA
GARGATTATA
ATCTAAGCAG
TCAACAGATC
TCGAAAGTAT
TATTAATGAR

AAGCTGCGCA

AGCCAGATAT
AATGCGAAGT
GAAAGCAATG
AAGAGGACGC
AACGTTAAAT
ATCAGAATTA
TTGGCACTGT
CATGACAAGT
AGATGGTATC
GTGGCATAAG
GAGAATATTG
TAAACCTGAA
CAGCGCACTC
GAGGGTTCGA
TCAAATCGAA
AGAAGTTGCA
ATTTTAATAT
CGTATTIGAT
TGTTTAAGTC
ATCAATTTGG

ACAAGATTCA

1450
CACTTTCAGT
1500
ATTATCGGGA
1550
TCCAAATCTC
1600
GCAAGAATTC
1650
CATTGAATAC
1700
CCCGATGATG
1750
TTACATTCCA
1800
CCATTCAAAA
1850
ACGGCAGAAA
1900
ATATTCCGTA
1950
GTTCCACTTT
2000
ATCATCGAAG
2050
TCATTTATTT
2100
TCCCAGAAAA
2150
GAAGTTCTTG
2200
TACAGCAAAT
2250
CAAGACCTCC
2300
CCAAGAACGT
2350
AACGTTGAAT
2400
ATGCTCGTTT
2450
AGTGAAGATG
2500
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ARAACATTGG

2501

GAATTTGAAG
2551

CTATGCGTCT,

2601
TAAACGGTGA
2651
GAAGAAACCG
2701
TTCTGATGTT

- 2751

TCGACAATGT
2801
GAAACATCAT
2851
TGCTAGGTCA
2901
GCTCTGTCAT
2951
TTTAGAAAAT
3001
CGTTGTGGAC
3051
TTTACGAATA
3101
GAAGCTATTC
3151
ARAAGGAGTC
3201
AGCARAGAGGA
3251
AGAGATATTT
3301
ACCACTGAGA
3351
GCTGCCACCG
3401
GGTCTTGAGG

CGGTGAATAC

ACAGCGAGGA

CATTACAATC

AGTCGATGGC

ATGCTTTAGG

‘GAAAACGAGA

GAGCCTTGAC
CTGATGAGGA
TTTTCCACAG
TGTTCACTAC
ACAGGGGTTG
GAAGCTGAAG
TGACTTTGAT
AGAGTAATAA
CAGGAGCCAA
AGGTCAAGAG
CTGGTAAAGA
TCCGGCTGCT
CTGAGCAATA

34189
GGTITTTITTG

TATACGAARAT TACATGAACG CTTCGAGCAG

AGAAAAAGAA
ATACCAAGGA
GTGACATCCG
GAATACAATC
ATGTAAAAGA
GAACCAAAGA
AGATGTTATA
TTCCAGCCAC
GGETACCCATA
TTGETGGAGA
TCCTTTCAAC
GAAGARACTG
TGAAGAAGAT
AGGABRAGCCA
CAGATGAAGT
TQTAAACTAR
AACAAAGCCC

ACTAGCATAA

TACGATGACG
TATCAGTAAC
ATGATGAAGA
AAAAAAAGGA
TAATGAAGAA
TCAATGTTGA
CCAGCTCCAC
TCCATTGACA
ATTATGGTCA
ATATCTGATG
ACCCGGTGTA
GGAAGATGAA
GATGAAARAG
AGRGCAAGGA
TCGAGAGAAC
GCTCGAGCAC
GAAAGGAAGC

CCCCTTGGGG

2550
CAGAGGGGAA
2600
TATGATCCCC
2650
TGAGTACATT
2700
TCATAGAACA
- 2750
CTGCAAGAAR
2800
AGATCAACTA
2850
CTATCAATTA
2900
TATTCATTGC
2950
TTACATTGCA
3000
AGACTGTGTA
3050
TTTATGTTAT
3100
GGATGATTTG
3150
AGCAGGAGCA
3200
GAAGGTGAAG
3250
AGAAGACCAT
3300
CACCACCACC
3350
TGAGTTGGCT
3400
CCTCTAAACG




10

15

20

25

30

35

40

Obr. 19

T7 promotor
AGATCTCGATCCCGCGAAATTBATACGACTCACTATAQ@GGAATTGTGAGCGGATAACAA

4964 ~mmm—mae + + . + 4 +

TCTAGAGCTAGGGCGCTTTAATTATGCTGAGTGATATCCCCTTAACACTCGCCTATTGTT

Shine~balgarnc zaddtek Ub-IL1S8
TTCCCCTCTAGACCACACCTHERTgaggatataacat ATGCAGATCTTCGTCAAGACGTT

5024 S + + PR S

AAGGGGAGATCTGECTETAGAat tecteatatat tgtaTACGTCTAGAAGCAGTTCTGCAR
b ' M Q I F V X T L.

AACCGGTAAAACCATAACTCTAGAAGTTGAATCTTCCGATACCATCGACAACGTTAAGTC

5084

______ ot e b s e e e e e 3 + + 4 -

PPGECCATTTTGGTATTGAGATCTTCAACTTAGRAGECTATGETAGCTGTTGCAATTCAG
b T ¢ X T I TL EVESSDOTTIDNVIKS

" .GAAAATTCAAGACAAGGAAGGCATTCCACCTGATCAACAAAGATTGATCTTTGCCGGTAR

5144 ~ww--- o i e hm———— } ¢ - e

‘CTTTTAAGTTCTGTICCTTCCEGTAAGETGGACTAGTTGTTTCTAACTAGAARCGECCATT

b ' X I 0§ D XK E I P PDQOQRULTITFBAGK

GCAGCTCGAGGACGGTAGAACGCTGTCTGATTACAACATTCAGAAGGAGTCGACCTTAdA
5204 - + + - + + + +

CGTCGAGCTCCTGCCATCTTECGACAGACTAATGTIGTAAGTCTTCCTCAGCTGGAATGT

b Q LEDGRTTLSDTYNTIGOQE KTESTTSLH
Zacatek zralého IL1S8

TCTTGTCTTARGACTAAGAGGAGGGTACTTTGECAAGCTTGAGAGCARACTATCGGTCAT

5264

______ S e e b —————— +

—— +

AGAACAGAATTCTGATTCTCCTCCCATGAAACCEGTTCGAACTCTCEGTTTGATAGCCAGTA
b L VL RLRGGEGYP G XKL E S KIUL S VI

£CGTAATTTAAATGACCAGETCCTATTTATCGACCRAGGGAATCGTCCACTATTCGAGEA

5023

5083

5143

5203

5263

5323
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5324 —wmmm- e Fee 4

5384

5444

5504

5564

5624

5684

+
N
-

aGCATTAAATTTACTGGTCCAGGATAAATAGCTGGTTCCCTTAGCAGGTGATAAGCTCCT
R N L NDQVDLF I DQGUNURUPULTFTED

CATGACAGACAGTGACTGCCGAGACAATGCGCCGCCAACCATETTCATTATATCTATGTA

______ o } + + [y =

_GTACTGTCTGTCACTGACGECTCTGTTACGCGGCCCTTGEGTAARAGTAATATAGATACAT

M T D 8 DCRUDNAPA RTTIFTIISMY

CAAGGATTCTCAGCCGCECGGAATCECCGTAACTATTTCTGTCARATGTGAAARGATATC

- + + en e o : S +

GTTCCTAAGAGTCEECECGCCTTACCGGCATTCATAAAGACAGTTTACACTTTTCTATAG
X D S Q PR GM AV T ISV XC E K I 8

CACGCTGTCETGTGACAACAAGATEATEAGTTTCARAAGAGATGAATCCCGCCCGATAATAT

———— + — + e o AR

GTECGACAGCACACTCTTGTTCTAaTAaTCAAAGTTTCTCTACTTAGGCGGCCTATTATA
T L 8 CE N X JI I S F KEM©XNXUPUPUDNTI

CAAGGACACGAAGTCTGATATCATATTTTTCCAGCGCAGCGTGCCGGGGCACGATAACAA

------ e i o e e + [ ER——

GTTCCTGTGCTTCAGACTATAGTATAAAAAGGTCGCGTCEGCACGECCCCGTGCTATTGTT
XK DT X 8 DITZIVPFF QRSV P GHUDNK

GATGCAATTTGAATCATCCAGCTATGAAGGGTACTTTCTTGCATGCGAGAAGGAACGCGA

——————— N + ¥ e o e e + ———h——

CTACGTTAAACTTAGTAGGTCEATACTTCCCATCARAGAACGTACGCTCTTCCTTGCGCT
M Q F E 8§ S 8 Y¥YEGY F L ACEIZ KTERD

TCTCTTTAAACTTATTTTAAAGAAAGAGGACGAGCTAGGCEATCGCAGCATEATGTTCAC

S — - + + ! +

AGAGAAATTTGAATAAAATTTCTTTCTCCTGCTCGATCCGCTAGCEGTCEGTAQTACAAGTG

L F XKL I L XXKEUDZEZLGDRSTIMTFT

5443

5503

5563

5623

5683

5743
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23/31

Defektni Shine—Dalgarno_Zaéaték Upb-1

TETCCAAAATGAAGACTAGTggaggatataaTACCAgGRataadtaaaatceataggeca

5744 + e 4 + + +

5804

5864

5924

6044

6104

ACAGGTTTTACTTCTGATCAcctcctatattATGGTeCt tatttattttaggtacceggt

'V @ N E D * M G H

tecatcatcatcatcatggecATGEATGAAAGCAAGATAAACAGTTTATTACAATTTTTATT

o e 3 ———— &
g ¥ u +

- 4+ b o o
F o+

agtagtagtagtagtaccgTACCTACTTTCETTCTATTTGTCAAATAATGTTAAARATAL
H H HHHGMDPDESI KIDNSTIDLLOQTFTDL P

TGGTTCCCGACAGGATTTTTIGAGAAATTTTAAAACT TGGAGTAACRACAATAACAATCT

2 3 Fo o e e 1 - 3
+ 4 y +

K
+ -

ACCAAGGGCTGTCCTARARAACTCTTTAAAATTTTGAACCTCATTGTTGTTATTGTTAGA
G 8 R QD F L RNV F KT W S5 NNNDNTDNIL

ATCGATTTATTTATTAATTTTTGGCATAGTAGTATTTT T TTATAARAARACCAGACCATCT
—————— o B et oo om e s e e e B a——

TAGCTAAATAAATAATTAAARACCGTATCATCATAAAARAATATTTTTTCETCTGGTAGA

s I ¥ L LI F GIVVFF Y KU KUPUDHZERTL
AAACTACATTGTTGAGAGCCTTAGTGAAATGACAACAAACTTCAGAAATAATAATAGCCT

_____ + m + oS - -

TTTGATETAACAACTCTCGCAATCACTTTACTGTTGTTTGAAGTCTTTATTATTATCGGA

N Y I VESVYVSEMTTNTFI RDNDNIENSETL

TAGCCGTTGGTTGCCCAGAAGTAACTTTACCCACTTAGACCAACAGATCTTGARAAGAGE

1 3 Foomam o e K% +
4 4 T

+

ATCGGCAACCAACGGETCTTCATTCARATGGCTGAATCTGCTTCTCTAGAACTTTITCTCC
S RWoL PR S KV FTHIUL-DEZETZITU LI XKTRG

TEETTTCATTGCTGETTTAGTTAATCATCCTAACACTTGTTTTATGAACTCTGTTTTGCA

ko —— o - 3 +

- -
u +

ACCAAAGTAACGACCAAATCAATTACTACCATTGTGAACAAAATACTTGAGACAAAACGT

G F I 266LVNDOGNTU CPMNSUV VL Q

5803

5863

5823

5983

6043

6103

6163
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6164

6224

6284

6344

6404

6464

6524
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ATCATTGGCATCATCCAGAGAATTAATGGAGTTCTTGGACAATAATGTCATAAGGACCTA

R —— N 3 + &
e : - + + + + ¥

TAGTAACCGTAGTAGETCTCTTAATTACCTCAAGAACCTETTATTACAGTATTCCTGGAT
§ L A S S R ELMEFIULDNDNVIRT Y.

TGAGGAGATAGAACAAAATGAACACAATGAAGAAGGAAACCGECAAGARATCTGCTCAAGA

- o+
+

—imn——— EX + o+ +

ACTCCTCTATCTTGTTTTACTTGTGTTACTTCTTCCTTTGCCCGTTCTTAGACGAGTTCT

£ ET EQNGEUHNTETETGUNGA QTESA AGOQTD

TGAAGCCACTCATAAGAARAACACTCCTAAGGGTGGCARAGTTTATGGTAAGCATAAGAA

+ — N : + + + 3
+ ks + } + +

ACTTCGGTGAGTATTCTTTTTGTGAGCATTCCCACCGTfTCAAATACCATTCGTATTCTT
E A T H X KNTRZKGG XKV Y ¢ K HIXKIK
GAAATTGAATAGGAAGTCAAGTTCGAAAGAAGACGAAGAAAAGAGCCAGGAGCCAGATAT
CTTTAACTTATCCTTCAGTTCAAGCTTT&TTCTGCTTCTTTTCTCGGTCCTCGGTCTATA
XK' L N R K S 8 S K EDEE K S Q ? P D I

CACTTTCAGTGTCGCCTTAAGGGATCTACTTTCTGCCTTAAATGCCGAAGTATTATCCCGA

——
+

— - + o

GTGAAAGTCACAGCGGAATTCCCTAGATGAAAGACGEAATTTACGCTTCATAATAGCCCT

T F § VA LRDTLTLSATLTINTG ABTERTYTYRD

TAAACCCTATTTCAAAACCARTAGTTTATTGAAAGCARTGTCCAAATCTCCAAGARAAAR

3 1
+

& ——— + ———a

S

ATTTGGGATAAAGTTTTGGTTATCAAATAACTTTCGTTACAGGTTTAGAGGTTCTTTTTT
K P Y F X TN S L L X AM S XK S PRI KN

TATTCTTCTTGGCTACGACCAAGAGGACGCGCAAGAATTCTTCCAGAACATACTAGCCGA

- + ——— 3 O,
B v + - oo - +

ATAAGAAGAACCGATGCTGETTCTCCTGCGCCTTCTTAAGAAGGTCTTGTATGATCGGCT
I L L @ YDQ EDAQEVFFQNIILATE

GTTGGAAAGTAACGTTAAATCATTGAATACTGAAAAACTAGATACCACTCCAGTTGCGAA

6223

6283

6343

6403

6463

6523

6583
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6584 mmmmmbmomeet oo + -+ $emm 6643

CAACCTTTCATTCCARTTTAGTAACTTATGACTTTTTGATCTATCGTGAGETCAACGCTT
L E S NV X SLNTEZ XU LDTUTTU?PV A K -

ATCAGAATTACCCGATGATGCTTTAGTACGTCAACTTAACCTTCCTGAAGTTGECACTGT ]
6644 ~-—mmm T e et + — ——deme-— §703

TAGTCTTAATGGECTACTACGAAATCATCCAGTTGAATTGEAACCACTTCAACCGTGACA
$ EL PDDALVYVY GGQLNILGEVGETUV -

T’I‘ACVATTCCAAC‘I'GAACAGATTGATCCTAACTCTATACTACATGACAAGTCCA‘I‘TCAAAA
6704 ——mwwmi +- - + domm——t g +~-= 6763

AATGTAAGGTTGACTTGTCTAACTAGGATTGAGATATGATGTACTGTTCAGETAAGTTTT
Y I P T E Q I P PN S I L HDI K S I QN =~

TTTCACACCTTTCAAACTAATGACTCCTTTAGATGECTATCACGGCAGAAAGAATTRGETTG
6764 KRR — + R O +--- 6823

AAAGTGTGGAAACTTTGATTACTCGAGGAAATCTACCATAGTGCCGTCTTTCTTAACCAAL

F T P FPX L MTPULDOGITAEUZRTIGTEGC -

© TTTACAGTGTGETCGAGAACCGTGGCATAAGATATTCCCTATTT TCGEGATTAAGCTTAAR

6824 + + Rt DECETE T - S + 6883
. AAATG’I‘CACACCACTC'I’TGCCACCG’I‘A‘I‘TCTATAA‘GGCATAAAAGCCC’I‘AAT{I‘CGAAT‘I‘T

LQCGENGGIRYSVFSGLSL‘N-

TTTACCGAACGAGAATATTGGTTCCACTTTAARATTATCTCAGTTATTgAGCGACTGGAG
6884 ~mwwm—- o e o + e ——— + 6943

AAATGGCTTGCTCTTATAACCAAGGTGAAATTTTAATAGAGTCAATAACTCGCTGACCTC
L P N EN I GSTUL XL SQULDL SD WS -

TAAACCTGAAATCATCGAAGTCGTAGAATGYTAACCGTTGTGCCCTCACAGCAGCGCACTC

6944 —ormon o e o e e + + i At T === 7003
ATTTGGACT’:TAGTAGCTTCAGCATC‘I"I‘ACATTGGCAACACGGGAGTGTCG‘I‘CGCGTGAG

XK P E X@ I EV VYV ECNIZRTCDLMADLT®™™AD-®MZIEHES -
TCATTTATTTIGGETCAGTTGAAAGAATTTGAAAAAARACCTGAGGETTCGATCCCAGARRA
7004 + + + o+ + ~—t=e- 7063
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7064

7124

7184

7244

7304

7364

7424
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AGTAAATAAACCAGTCAACTTTCTTAAACTTTTTTTTGGACTCCCAAGCTAGGGTCTTTT
HL F G QL XK EFEZ KTI KUPEGSTIUPEK

GCCAATTAACGCTGTAAAAGATAGGGTCCATCAAATCGAAGAAGTTCTTGCCAAACCAGT

et 0 o e 0 0o s e e o o e e e o s + 3

CGGTTAATTGCGACATTTTCTATCCCAGGTAGTTTAGCTTCTTCAAGAACGETTTGGTCA

»

P I N AV KD RV HQTIUETEVILWAIE KUZPYV

TATTGACGATGAAGATTATAAGAAGTTGCATACAGCAAATATGGTACGTAAATGCTCTAA

[ + +

e 4 +

ATAACTGCTACTTCTAATATTCTTCAACGTATGTCGTTTATACCATGCATTTACGAGATT
I Db EDY X XKL HTADNMMU VRIKC S K

ATCTAAGCAGATTTTAATATCAAGACCTCCACCATTATTATCCATTCATATCAACAGATC

A — + N o +
L + + 0 g + +

TAGATTCGTCTAAAATTATAGTTCTGGAGCTCGGTAATAATAGGTAAGTATAGTTGTCTAG
s X ¢ I L I S R P P PL L STIHTINIZ RS

CGTATTTGATCCAAGAACGTACATGATTAGAAARRATAACTCGAAAGTATTGTTTAAGTC

+ . —— + ———
——— } P— + Fommm— + R

GCATAAACTAGGTTCTTGCATGTACTAATCTTTTTTATTGAGCTTTCATAACAAATTCAG
vV F D P R TYMTIIRIKNNUGSI KU VDL F K S
AACGTTGAATCTTGCCCCHTGETETTATEATATTAATGAAATCAATTTGGATGCTCATTT
————— o ——— e m b e e Foem e
TTGCAACTTAGAACGGGGaACCACAACACTATAATTACTTTAGTTAAACCTACGAGCAAA

T L NL AP WOCGCDTINZETINTILDA ARTLEL

GCCAATGTCAAAARAGGAAAAAGCTGCCGCAACAAGATTCAAGTGAAGATGARAACATTICG

______ oo e v 1t e e s b S 2 S e e v o oo 3

} —— $
+ - +

CGGTTACAGTTTTTTCCTTTTTCGACGCGTTGTTCTAAGTTCACTTCTACTTTTGTAACC

P M 8 KX EXKA2AZAZQOQDS SEDENTIG

CGGTGRAATACTATACGARATTACATGAACGCTTCGAGCAGGAATTTGARGACAGCCAGGA

+ + -+ 4 ————— +
+ y + + ¥

GCCACTTATGATATGCTTTAATGTACTTGCGAAGCTCGTCCTTAAACTTCTGTCGCTCCT

7123

7183

7243

7303

7363

7423

7483
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G EYYTXKULHETRTEFTETG QETFTETDSTETE -

AGARAAAGAATACGATGACGCAGAGGGEAACTATGCETCTCATTACAATCATACCAAGGA
7484 —wmom- e e TR + + + bo—m 7543

TCTTITTCTTATGCTACTECEGTCTCCCCTTGATACCGCAGAGTAATGT TAGTATGGTTCCT
E K BE Y DDA E G NY A S HYNUHTIZ KD -

TATCAGTAACTATGATCCCCTAAACGETGAAGTCGATGGCETGACATCCCGATGATGARAGA

7544 KR - + - + + + +--— 7603
ATAGTCATTGATACTAGGEGATTTCCCACTTCAGCTACCGOACTETAGGCTACTACTTCT

I S NYDPULNGEVD'GVT S8 DDED -

TGAGTACATTGAAGAAACCCGATGCTTTAGCCARTACAATCAARAARAGGATCATAGAACA
7604 +* + - + + e e e Fwwm 7663

ACTCATGTAACTTCTTTGGCTACGAAATCCCTTATGTTAGTTTTTTTCCTAGTATCTTGT
B Y X EETDALGN®T®TIXXRITIEH -

TTCTCATGTTGAAAACGAGAATGTAAAAGATAATGAAGAACTGCAAGAAATCGACAATGT

7664 ~~ Fomm—— + + + —————t -~ 7723
AAGAC’I'ACAACTTTTGCTCT’I‘ACATT‘I'TCTATTACTTC’I‘TGACGTTCT‘I"I‘AGCTGT‘I‘ACA

§ D VENENYXDXNXEELQETIDNDNUV -

GAGCCTTGACCAACCAAAGATCAATGTTGAAGATCAACTAGAAACATCATCTCGATGAGGA

7724 ==~ B oo . + + eedee 7783

CTCGGAACTGC'I‘TGGT’I.‘TCTAG’I‘TACAACTTC‘I‘AGTTCATCTTTGTAGTAGACTACTCC'I‘
S L D EP X I NVEJDOQTILETSSDZETE -

AGATGTTATACCAGCTCCACCTATCAATTATGCTAGGTCATTTTCCACAGTTCCAGCCAC

7784 ~—m——-n o e + + —————t ~d=e— 7843
TCTACAATATGETCGAGETGGATAGT TAATACGATCCAGTAAAAGCGTGTCAACGTCEETGE

D VI PAPPINTYARS ST FSTVPEPAT -

PCCATTGACATATTCATTGCGCTCTGTCATTGTTCACTACGGTACCCATAATTATGGTCA
7844 + + + 4 + ——fe=— 7903

AGGTAACTGTATAAGTAACGCGAGACAGTAACAAGTGATGCCATGGGTATTAATACCAGT
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P L TY 8 LR SVIVHYGTHENYGH

TTACATTGCATTTAGAAAATACAGEGETTCTTGETCEGAGAATATCTGATGAGACTGTGTA
7904 == + + + o+ + 7963

AATGTAACGTAAATCTTITATGTCCCCAACAACCACCTCTTATAGACTACTCTGACACAT
Y I AFREKTYRGCWW®RTISDETTVY -
COTTCTGGACGAAGCTGAAGTCCTTTCAACACCCGETATAT T TATGTTATTTTACGAATA

7964 —ewwmm S tatatt + + + + +-=- B023
GCAACACCTGCTTCGACTTCAGGARAGTTGTGGGCCACATAAATACAATAAAATGCTTAT

vV vVvVoDEAEVDLSTPGWwFMILZPFYETY ~

TEACTTTGATCAAGAAACTGGGAAGATGAAGCATCATTTGCAAGCTATTCAGAGTAATAL

8024 ~-~=ww + 4 + + + + 8083
ACTGAAACTACTTCTTTGACCCTTCTACTTCCTACTAAACCTTCGATAAGTCTCATTATT

D F DEETGI XKMIEKDDILEH ?ATIUGQSU NN -

TGAAGAAGATGATGAAAAAGAgCAGGAGCAARAACGAGTCCAGGACCCARAGGAAAGCCA

8084 —-w—-— o + —————t e + + 8143
ACTTCTTCTACTACTTTTTCTCGTCCTCETTTTTCCTCAGETCCTCGETTTCCTTTCAGT

E E DD EI KEIQEOGQU XSGV QEP XE S Q =~

AGAGCAAGGAGAAGGTGAAGAGCAAGAGGAAGEGTCARGAGCAGATGAACTTCGAGAGAAC
8144 —-w-r-u= o + + + + —te—- 8203

TCTCETTCCTCTTCCACTTCTCEGTTCTCCTTCCAGTTCTCGTCTACTTCAAGCTCTCTTG
E Q G E G E EBEQEEGQ E QM X F EIRT -

AGAAGACCATAGAGATATTTCTGGTAAAGATGTAAACTAAGCTCEAGCACCACCACCACC
8204 - bt o oo e e +- Fmm—— + + 8263

TCTTCTGGTATCTCTATAAAGACCATTTCTACATTTGATTCGAGCTCGTGGTGETEGTGE
E D HRDTI S GG X D V N
ACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCG

8264 - o + + + - + 8323
TEETGACTCTAGGCCGACGATTETTTCEGECTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGETGGC
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T7 terminadni sekvence
CTGAGCAATAACEAGCATAACCCCTTGGGGCC‘I‘C’I‘AAACGGGTC’I‘TGAGGGGT‘I‘TTT’I‘Q

8324 * t + + + + 8382
GACTCETTATTGATCGTATTEGGCAACCCCCEAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAARAC

300C 37°C
1 2 3 4 1 2 3 4 C

e o B,

4
e, ity o agroh, R s 1 e . ) \ d :
R e L CR—
y o SRR el &4 W i o d

Ub-1lidsky IL-18, 3 hod ' ¢. Kontrola - ProILl8/Kasp4d
Ub-1idsky IL-18/Ubp-1, 0 hod

Ub-1lidsky IL-18/Ubp-1, 3 hod Western: Anti IL-18
Ub-lidsky IL-18/Ubp-1, 18 hod
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Obr. 21

Detekce IFN-gamma z bunék KG-1 stimulovanych po dobu 24 hod
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. Detekce IFN-gamma z lidskych PBMC stimulovanych po dobu 24
hod IL-18

1200

1000 +

L —4= 1P §55
800 ¢

"-E‘ 1P 684
'g_: r ke LP 570
£ s00t —R-LP 574
z

™~ i

400 %

200 ¥

[ 1 10 100 4000 10000

IL-18 {(ng/mi)

Popis riznych vzorkl lidského/my&iho IL-18 (rtzné

polozky/konstrukty)

r

| LP555d (standard) E. coli ICE-$tépeny (in vitro)
|

| LP623 kaspasa 4 koexprimovanad (in vivo)
|

|
- |
| LP554 E. coli mysi IL-18 ICE-&tépeny (in vitro) |
| ]
. | LP559 E. coli exprimovany zraly IL-18 obsahujici N-koncovy l
| methionin ‘ |
| |
- L
LP574 E. coli exprimovany zraly IL-18 obsahujici N-koncovy
: 10 methionin
'r -
: | LP579 Pichii exprimovany secernovany zraly IL-18 |
- | |
|LP584 E. coli IL-18/ICE bicistronickd koexprese (in vivo) |
— |
|LP594 E. coli ICE-$tépeny (in vitro) |
s F , i
|LP613 E. coli kaspasa 4 $tépend (in vitro) |
| |
r |
|LP614 E. coli ICE koexprimovand (in vitro) ]
lr :
|
|




10

15

20

- 25

30

35

40

<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met Ala Ala
1

Lys Phe Ile

Leu Glu Ser

© 35
Arg Asn Leu
50
Leu Phe Glu
65

e

(XXX 2R ]
L]
XX X4

L] [ ]
aos e LXK J .o sese

Seznam sekvenci

SMITHKLINE BEECHAM !

7PUSOB PRIPRAVY FYZIOLOGICKY AKTIVNIHO
IL-18 POLYPEPTIDU

P51137

k urdéeni

timto

60/211,832
2000-06-15

60/224,128
2000~08~10

60/264,923
2001-01-30

12

FastSEQ pro Windows verze 3.0

1

193

PRT

Homo sapien

1
Glu Pro Val Glu Asp Asn Cys Ile Asn Phe Val Ala Met
‘ 5 10 15
Asp Asn Thr Leu Tyr Phe Ile Ala Glu Asp Asp Glu Asn,
20 25 30
Asp Tyr Phe Gly Lys Leu Glu Ser Lys Leu Ser val Ile
40 45
Asn Asp Gln Val Leu Phe Ile Asp Gln Gly Asn Arg Pro
55 60
Asp Met Thr Asp sér Asp Cys Arg Asp Asn Ala Pro Arg
70 . 75 80
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Thr Ile Phe

Val Thr

Glu Asn Lys

113

Lys Asp Thr
130

His Asp Asn

145

Leu

Ala Cys

Glu Asp Glu

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
atggctgetg
aatacgettt
cttgagageca
gggaatcgtc

accattttca

“tetgtcaaat

gagatgaatc
agcgtgeegg
cttgcatgeg
ggegategea

Ile Ile

. 85 °
Ile
100
Ile

Ser
Ile
Ser

Lys

Lys Met

Ser

Val

Ser

Asp

Gln

Met

Lys Cys

Phe Lys
120
Ile Ile
135

Phe Glu

150

Glu Lys
165
Leu Gly

180

2
582
DNA

Glu

Asp

Arg Asp

Arg Ser

Glu

105

Glu

Phe

Ser

Leu

Ile

Tyr Lys Asp Ser Gln

%0
Lys Ile

Met Asn

Phe Gln

Ser
155
Lys

Ser

Phe
170

Met Phe

185

Homo sapien

2
aaccagtaga
actttatage
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaaaagat
cgceggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gcattatgtt

<210> 3

<211> 157
<212> PRT
<213> Homo sapien

<400> 3

Tyr
1

5

agacaattgce
tgaagatgat
cattegtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgctg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctcttt
cactgtccaa

atcaactttg
gaaaacctggi
ttaaatgacc
gacagtgact
tctcagecge
tecgtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact

10

Arg

Thr Leu
110

Asp

Ser

Pro
125

Ser

Pro
Arg Val
140
Tyr

Glu Gly

Leu Ile Leu

fhr Val Gln

180

tggcaatgaa
aatcagatta
aggtcctatt
gcecgagacaa
gcggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga,
ag

Gly Met

Ser Cys

Asn Ile

Pro Gly

Phe
160
Lys

Tyx

Lys
175

Asn Glu

atttattgac
ctttggcaag
tatcgaccaa
tgegeecgega
cgtaactatt
tagtttcaaa

tttccagege

agggtacttt
ggacgagcta

Phe Gly Lys Leu Glu Ser Lys Leu Ser Val Ile Arg Asn Leu Asn

15

2Asp Gln Val Leu Phe Ile Asp Gln Gly Asn Arg Pro Leu Phe Glu Asp

60
120
180
240
300
360
420
480
540
582
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Met
Ile

Ser

65

Ile

Ser

Met

Lys

Gly
145

Met

Glu

Tle

Thr

Thr

65

Glu

Ala

Met

Lys

Asn

Thr
Ser
50

val
Ser
Asp
Gln
Glu

130
Asp

Asp
35

Met
Lys
Phe
Ile
Phe

115
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gly His

Glu Phe

Lys Glu
35

Glu Phe

50

Gly Met

Glu Asn

\

Thr Arg

Ser His
115

Lys Pro

130

Arg Asn

20

Ser

Tyx

Cys

Ile
100
Glu

Asp

Sex

4

282
PRT

Asp
L?s
Glu
Glu
85

Phe
Ser

Leu

Ile

Cys
Asp
Lys
70

Met

Phe

Ser

Phe

Met
150

Homo sapien

4
His

Leu
20

Arg
Asp
Lys
Leu
Pro
100
Gly

Asp

Cys

His

5

Arg

Asn

His

Glu

Thr

85

Glu

Ile

Val

Leu

His
Leu
Asn
Leu
Leu
70

Ala
His
Leu

Leu

Ser

Arg
Sex
55

Ile
Asn
Gln
Ser
Lys

135
Phe

His
Cys
Arg
Pro
55

Leu
Arg
Lys
Glu
Leu

135
Leu

Asp
40

Gln
Ser
Pro
Arg
Tyx
120

Leu

Thr

His
Lys
Thr
40

Pro
Glu
Asp
Ser
Gly
120

Tyr

Lys

Asn
Pro
Thr
Pro
Ser
105
Glu

Ile

Val

Gly
Glu
25

Arg
Arg
Gly
Met
Ser
105
Ile

Asp

Asp

Ala Pro
Arg Gly
Leu Ser
75

Asp Asn
%0

Val Pro
Gly Tyr

Leu Lys

Gln Asn

Ala
10

Arg
Leu
Asn
Leun
Glu
90

Asp

Cys

Thr

155

Leu

Ala

Ala

Gly

Asp

75

Ser

Ser

Gly

Ile

Pro

Arg
Met
60

Cys
Ile
Gly
Phe
Lys

140
Glu

Lys
Glu
Leu
Ala
60

Tyx
Ala
Thr
Thr
Phe

140
Lys

Thr
45

Ala
Glu
Lys
His

Leu

<125

Glu

Asp

Leu

Glu

'Ile

45
Asp

Ser
Leu
}he
Val
125

Gln

val

Ile

Val

Asn

Asp

Asp
1190

Asp

Cys
Ile
30

Ile
Phe
Val
Arg
Leu
110
His
Ile

Ile

Phe
Thr
Lys
Thr
95

Asn

Cys

Glu

Pro
15
Tyr

Cys

-Asp

Asp
Ala
95

Val
Asp

Phe

Ile

Ile
Ile
Tle
80

Lys
Lys

Glu

Leu

His
Pro
Asn
Ile
Val
80

Phe
Leu
Glu

Asn

Val
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145

Gln Ala Cys

Pro Thr Ser
Ala
195

Ser

Glu Asp
Sexr
210
Ile

Cys
Ser Phe
225
Cys Cys

Thxr Pro Arg

Thr Arg Tyr

275

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
atgggccatc
agactatgta

- cgectggete

gactttgaca
gaagagaatc
gagcacaagt
atctgecggaa
cagatattcea
caggectgea
gaagtggect
gtggagaagyg
agcacaatgg
tgctgecace
aaagctcaaa
ggcaattga

<210>
<211>
<212>

150

Arg Gly
165
Leu Glu
180
Val Tyxr

Thr Pro

Ile Thr

Ala
Val
Lys
His

Gln

Asn

Ala Ser

Arg Gly

Ser

Glu
170
Gln

Leu

Ser

185

Thr His
200
Asn Val
215

Leu Ile

230

Glu
245
Lys

Leu

Ala
260

Phe Tyr

5
849
DNA

Glu

Ala

Leu

Val Phe

Gln Met

Val

Ser

Thr

Arg

Pro

Glu Lys

Trp Arg
Phe
235
val

Cys

Lys
250

Thr Ile

265

Phe Pro

280

Homo sapien

5
atcatcatca
aagaaagagc"
tcatcatatg
tcacagggat
tgacagecag
cctctgacag
ctgtgcatga
acaaccgcaa
gaggtgcaaa
cttcacagtc
acttcattge
gctctatett
tagaggaagt
tgcccaccat

6
282
PRT

tcatggcecgee
tgaagagatc
caatacagag
gaaggagcta
ggatatggag

cacattettg

tgagaaaaaa
ctgecctcagt
ccgtggggaa
atctgagaac
tttectgctet
catcacacaa
atttcggaag
agaacgactg

Gly Asn

‘ctcaagettt

tatccaataa
tttgaccate
cttgagggte
tcagcgetga
gtactcatgt
ccagatgtge
ctgaaggaca
ctgtgggtcea
ctggaggaag
tcaacgeccac
ctcatcacat
gtacagcaat

tccatgacaa

Trp Val

Ser Glu

190
Phe
205
Ser

Asp

Asp Thx

220

Gln Lys Tyr

Gln Gln Ser

Glu Arg Leu

Arg
Asn

Ile

160
Asp Ser
175
Leu Glu

Ala Phe

Met Gly

Ser Trp
240
Phe Glu
255

Ser Met

270

gtcctecatga
aggagagaaa
tgecteecgag
tggactatag
gggcatttge
ctcatggecat
tgctftatga
aacccaaggt
gagactctce
atgctgttta
acaacgtgte
gcttccagaa
catttgaaac
gatatttcta

agaattcectyg
caaccgcaca
gaatggagct
tgtagatgta
taccagacca
cctggaggga
caccatctte
catcattgte
agcateccttyg
caagacccac
ctggagagac
atattcttgg
tcecaagggece
cctettteet

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720
780
840
848




10

15

20

=25

-

30

35

40

Met

Glu
Ile
Thr
Val
65

Glu
Ala
Met
Lys
Asn
145
Gln
Pro
Ala
Cys
Ser

225
Cys

'Val

Thr

<213>

<400>

Gly
Glu
Lys
Lys
50

Gly
Lys
Ala
Ser
Lys
130
Arg

Ala

Ala

Asp.

Ser
210
Ile
Cys

Pro

Arg

His
Phe
Lys
35

Phe
Met
Asn
Arg
His
115
Pro
Asn
Cys
Ser
Ser
195
Ser
Phe
His
Gln

Asp
275

<210>
<211>
<212>

Homo sapien

His
Leu
20

Arg
Asp
Lys
Leu
Pro
100
Gly
Asp
Cys
Arg
Leu
180
Val
Thr
Ile
Leu
Ala

260
Phe

849
DNA

His His

5
Arg

Glu
His
Arg
Thr
85

Glu
Ile
Val
Leu
Gly
165
Ala
Cys
Pro
Thr
Met
245

Lys

Tyr

Leu

Asp

Leu

Leu

70

Ala

His

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Val

Lys

His

Glu

230

Glu

Ala

Leu

His
Cys
Arg
Pro
55

Leu
Arg
Lys
Glu
Leu
135
Leu
Lys
Ile
Ile
Asn
215
Leu
Ile

Gln

Phe

His
Lys
Arg
40

Ala
Gln
Asp
Ser
Gly
120
Tyx
Lys
His
Ser
His
200
Val
Ile

Phe

Met

Pro

280

L2 J

L]
es0e o

Gly
Lys
25

Arg
Arg
Gly
Met
Ser
105
Ile
Asp
Asp
Cly
Ser
185
Glu
Ser
Thr
Arg
Pro

265
Gly

LX)

Ile
10
Asn

Leu

Asn
Leu
Glu
90

Asp
Cys
Thr
Lys
Glu
170
Gln
Glu
Trp
Cys
Lys
2590

Thr

Asn

Leu
His
Ala
Gly
Gly
75

Ser
Ser
Gly
Ile
Pro
155
Leu
Ser
bLys
Arg
Phe
235

Val

Ilg

Lyé

Asp
Leu
Ala
60

Tyr
val
Thr
Thx
Phe
140
Lys
Trp
Ser
Asp
Asp
220
Gln

Gln

Glu

Léu

Glu

Cys

Ile

. 30

Ile

Leu
Phe
Ala
125
Gln
Val
Val
Glu
Phe
205
Arg
Lys

Lys

Arg

Ile
Tyx
Val
Arg
Leu
110
His
Ile
Ile
Arg
Asn
190
Ile
Thxr
Tyr

Ser

Ala
270

Pro
15

Tyxr
Cys
Asp

Val

Ala
95

Val

Lys
Phe
Ile
Asp
175
Leu
Ala
Arg
Ser
Phe

255
Thr

Arg

Pro
Asn
Ile
Asp
80

Phe
Leu
Lys
Asn
Val
160
Ser
Glu
Phe
Gly
Cys

240
Glu

Leu
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<213> Homo sapien

<400> 7

atgggccatc
agactgtgta
cgectggetce
cactatgaca
gaaaagaatc
gagcacaagt
atctgeggaa
cagatattca
caggectgea
gcagtcatct
gaggagaagg
cgcacaaggg
tgctgecceace
aaagceccaga

ggcaattga

atcatcatca
aaaaaaatca
tcatcatétg
tecgtggggat
tcacageeag
cctetgacag
ctgcgecataa

acaaccgcaa

gaggtgaaaa
cttcacagte
acttecattge
gctcecatett
taatggaaat

tgcccaccat

<210> 8

<211> 1743
<212> DNA
<213> Homo sapien

<400> 8

agatctcgat

.ttccecteta

caattgcatc
agatgatgaa
tegtaattta
catgacagac
caaggattcet
cacgctgteg
caaggacacyg
gatgecaahtt
tectctttaaa
tgtccaazaat
tcatcatcat
taaagaaaga
tctcatcata
catcacaggg
tctgacagcd
gtcectetgac

cccgegaaat

gaccacacct

aactttgtgg
aacctggaat
aatgaccagg
agtgacégcc
cagccgegeyg
tgtgagaaca
aagtctgata
gaatcatcca
cttattttaa
gaagactagt
catcatggceg
gctgaagaga
tgcaatacag
atgaaggage
agggatatgg
agcacattct

tcatggcata
tgatgagatc
caatacaaag
gaaaaggctg
ggatatggag
cacgttcttyg
aaagaaaaaa
ctgectecagt
acatggggaa
atctgagaac
tttetgttet
cattacggaa
atttcggaag

agaacgagca

taatacgact
taaggaggat

caatgaaatt

cagattactt
tecctatttat
gagacaatgce
gaatggeegt
agattattag
tcatattttt
gctatgaagg
agaaagagga
ggaggatata
cccteaaget
tctatccaat
agtttgacca
tacttgaggg
agtcagcget
tggtactcat

[ 4
se0 e L

ctcaaacttt
tatccaataa
tttgatcacc
cttdaaggcc
tcagtgetga
gtactcatgt
ccggatgtge
ctaaaggaca
ctctgggtca
ctggaggcag
tcaacaccac
ctcatcacat
gtacagaaat

accttgacaa

cactataggg
ataacatatg
tattgacaat
tggcaégctt
cgaccaaggg
gccgegaace
aactatttct
tttcaaagag
ccagcgeage
gtactttett
cgagctagge
ataccaggaa
ttgtccteat
aaaggagaga
tctgecteeyg
tctggactat
gagggcattt
gtctcatgge

gtcctegtga
aaaagagaga
tgcctgcaag
tgggctacac
gggecatttge
ctcatggecat
tgctttatga
aacccaaggt
gagactctee
attctgtttyg
ataacgtgtc
gcttccagaa
catttgaagt
gagatttcta

gaattgtgag
gctgetgaac
acgetttact
gagagcaaac
aatcgtccac
attttcatta
gtcaaatgtg
atgaatccge
gtgcegggge
gcatgecgaga
gatcgcagea
taaataaaat
gaagaattce
aacaaccgca
aggaatggag
agtgtagatg
gctaccagac
atcctggagg

agaattcctyg
ggaccgcaga
gaatggggcet

tgtggttgac

tgccagacca
cctagaggga
caccatctte
catcattgte
agcatccttg
caagatccac
ctggagagac
atattcttge
tccacagget
cctctttect

cggataacaa
cagtagaaga
ttatagctga
tatcggteat
tattcgagga
fatctatgta
aaaagatatc
cggataatat
acgataacaa
aggaacgcga
ttatgttéac
ccatgggcea
tgagactatg
cacgectgge
ctgactttga
tagaagagasa
cagagcacaa
gaatctgegg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
849

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
‘660
720
780
840
200
960
1020
1080
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aactgtgecat
caacaaccgce
cagaggtgca
ctetteacag
ggacttcatt
gggctctate
cctagaggaa
aatgcccace
aaaatggatc
caccaccact
acégctgagc
ttg

gatgagaaaa
aactgcctca
aaccgtgggg
tcatctgaga
gctttctget
ttcatcacac
gtatttecgga
atagaacgac
cgaattcgag
gagatccgge
aataactagc

<210> 9

<211> 1464
<212> DNA
<213> Homo sapien

<400> 9

atggctgetyg
aatacgcttt
cttgagagca
gggaatcgte
accatttteca
tctgtcaaat
gagatgaatc
agcgtgecgyg
cttgeatgeg
ggcgatcgea
gaataaataa
cgtgaagaat
agagaggacc
gcaaggaatg
tacactgtgg
tttgotgcea
ggcatcctag
tatgacacca
aaggtcatca
tctccageat
gtttgcaaga
gtgtectgga
cagaaatatt
gaagttccac

aaccagtaga
actttatagc
aactatcggt
cactattega
ttatatctat
gtgaaaagat
cgceggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gcattatgtt
aatccatggg
tcetgagact
gcagacgect
gggcteacta
ttgacgaaaa
gaccagagca
agggaatctg
tcttecagat
ttgtecagge
ccttggecagt
tccacgagga
gagaccgcac

cttgctgetg

aggctaaagc

aaccagatgt
gtctgaagga
aactgtgggt
acctggégga
cttcaacgee
aactcatcac
aggtacagca
tgtcecatgac
ctccgtcgaé
tgctaacaaa
ataacccctt

agacaattgce
tgaagatgat
cattcgtaat
ggacatgaca
gtacaaggat
atccacgcetg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa
ccatcatcat
gtgtaaaaaa
ggctcteatce
tgacatcgtg
gaatctcaca
caagtcctct
cggaactgcg
attcaacaac
ctgcagaggt
cafctcttca
gaaggacttc
aaggggctce
ccacctaatg
ccagatgece

gctgctttat
caaacccaag
cagagactct
agatgctgtt
acacaacgtg
atgcttecag
atcatttgaa
aagatattte
aagcttgegg
gcccgaaagg
ggggcctcta

atcaactttg
gaaaacctgg
ttaaatgacc
gacagtgact
tctecagecge
tcgtgtgaga
acéaagtctg
tttgaatcat
aaacttattt
aatgaagact
datcatcaﬁg
aatcatgatg
atatgcaata
gggatgaaaa
gccagggata
gacagcacgt
cataaaaaga
cgcaactgec
gaaaaacatg
cagtcatctg
attgctttet
atcttecatta
gaaatatttc
accatagaac

gacaccatct
gtcatcattyg
ccagecatcect
tacaagaccé
tcctggagag
aaatattctt
actccaaggg.
tacctettte
ccgecactega
aagctgagtt
aacgggtett

tggcaatgaa
aatcagatta
aggtcctatt
gccgagacaa
gcggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
agtggaggat
gcatactcaa
agatctatcc
caaagtttga
ggctgcttca
tggagtcagt
tettggtact
aaaaaccgga
tcagtctaaa
gggaactctyg
agaacctgga
gttcttcaac
cggaactcat
ggaaggtaca
gagcaacctt

tccagatatt
tcecaggectyg
tggaagtgge
acgtggagaé
acagcacaat

ggtgctgcca'

ccaaagctca
ctggcaattyg
gcaccaccac
ggctgetgece
gaggggtttt

atttattgac
ctttggcaag
tafcgaccaa
tgcgeegega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttecagege
agggtacttt
ggacgagcta
ataataccag
actttgtect
aataaaaaag
tcacctgecet
aggcctggge
gctgagggcea

catgtctcat.- -

tgtgetgett
ggacaaacce
ggtcagagac
ggcagattct
accacataac
cacatgctte
gaaatcattt
gacaagagat

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1743

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440




10

15

20

25

30

35

40

ttctacctet ttectggeaa ttga

Met

Vval

Lys

Gln

Ser

65

Leu

Phe

Asp

Lys

Glu

145

Glu

Phe

Ser

Leu

Ile
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln
Glu
Glu
Leu
50

Thr
Glu
Ile
Cys
Asp
130
Lys
Met

Phe

Ser

-Phe

210
Met

Ile
Ser
Gly
35

Glu
Leu
Ser
Asp
Arg
115
Ser
Ile
Asn
Gln
Sex
195

Lys

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

10
233
PRT

Homo sapien

10
Phe

Ser

20
Ile

Lys
Gln
100
Asp
Gln
Ser
Pro
Arg
180
Tyr

Leu

Thr

11

702
DNA

Val

Asp

Pro

Gly

Leun

Leu

85

Gly

Asn

Pro

Thr

Pro

165

Ser

Glu

Ile

val

Lys
Thr
Pro
Arg

Val
70

Ser

Asn

Ala

Arg

Leu

150

Asp

Val

Gly

Leu

Gln
230

Homo sapien

Thr

Ile

Asp

Thr

55

Leu

Val

Axrg

Pro

Gly

135
Ser

Asn

Pro

Tyr

Lys

215
Asn

Leu
Asp
Gln
40

Leu
Arg
Ile
Pro
Arg
120
Met
Cys
Ile
Gly
Phe
200

Lys

Glu

Thr
Asn
25

Gln
Ser
Leu
Arg
Leu
105
Thr
Ala
Glu
Lys
His
185
Leu
Glu

Asp

Gly
10
Val

Arg

vAsp

Arg
Asn
90

Phe
Ile
Val
Asn
Asp
170
Asp

Ala

Asp

Lys

Lys

Leu

‘Tyx

Gly
75

Leu
Glu
Phe
Thxr
Lys
155
Thr
Asn

Cys

Glu

Thr
Ser
Ile
Asn
60

Gly
Asn
Asp
Ile
Ile
140
Ile
Lys
Lys

Glu

Leu
220

Ile
Lys
Phe
45

Ile
Tyx
Asp
Met
Ile
125
Sexr
Ile
Ser
Met
Lys

205
Gly

Thr
Ile
30

Ala
Gln
Phe
Gln
Thr
110
Ser
Val
Ser
Asp
Gln
190

Glu

Asp

Leu Glu
15
Gln Asp

Gly Lys
Lys Glu
Gly Lys
80
Val Leu
95
Asp Ser
Met Tyr
Lys Cys
Phe Lys
160
Ile Ile

175
Phe Glu

Arg Asp

Arg Serx

14864
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<400> 11

atgcagatct
gataccatcg
caaagattga
attcagaagg
cttgagagca
gggaatcgtce
accatttteca
tctgtcaaat
gagatgaatc
agcgtgecegyg

" cttgeatgeg
" ggegatcgea

tcgtcaagac
acaacgttaa
tctttgecgg
agtcgacctt
aactatcggt
cactattcga
ttatatctat
gtgaaaagat
cgccggataa
ggcacgataa
agaaggaacg
gcattatgtt

<210> 12

<211> 3419
<212> DNA
<213> Homo sapien

<400> 12

agatctcgat

ttececectcta

aaccggtaaa
gaaaattcaa
gcagctcgag
tecttgtetta
tcgtaattta
catgacagac
caaggattct
cacgctgteg
caaggacacg
gatgcaattt
tectetttaaa
tytccaaaat
tcatcatecat
tggtteccga
atcgatttat
aaactacatt
tagccgttgg
tggtttcatt
atcattggca
tgaggagata

ccegegaaat
gaccacacct
accataactc
gacaaggéag
gacggtagaa
agactaagag
aatgaccagg
agtgactgce
cagccgegeg
tgtgagaaca
aagtcfgata
gaatcatcca
cttattttaa
gaagactagt
catcatggca
caggattttt
ttattaattt
gttgagageg
ttgececagaa
gctggtttag
tcaﬁccagag

gaacaaaatg

gttaaccggt
gtcgaaaatt
taagcagcte

acatcttgte

‘cattcgtaat

ggacatgaca
gtacaaégat
atccacgetg
tatcaaggac
caagatgcaa
cgatctettt
cactgtccaa

taatacgact
taaggaggat
tagaagttga
gcattccacc
cgctgtctga
gagggtactt
tcctatttat
gagacaatgce
gaatggecegt
agattattag
tcatattttt
gctatgaagg
agaaagagga
ggaggatata
tggatgaaag
tgagaaattt
ttggcatagt
ttagtgaaat
gtaagtttac
ttaatgatgyg
aattaatgga

aacacaatga

aaaaccataa
caagacaagg
gaagacggta
ttaagactaa
ttaaatgacc
gacagtgact
tctecagecge
tcgtgtgaga
acgaagtctg
tttgaatecat
aaacttattt
aatgaagact

cactataggg
ataacatatg
atcttecgat
tgatcaacaa
ttacaacatt
tggecaagett
cgaccaaggyg
gcegegaace
aactatttct
tttcaaagag
ccagcgceage
gtactttctt
cgagctaggce
ataccaggaa
caagataaac
taaaacttgg
agtatttttt
gacaacaaac
ccacttagac
taacacttgt
gttecttggac

agaaggaaac

ctctagaagt
aaggcattce
gaacgctgte
gaggagggta
aggtcctatt
gccgagacaa
gcggaatgge
acaagattat
atatcatatt
ccagctatga
taaagaaaga
ag

gaattgtgag
cagatctteg
accatcgaca
agattgatct
cagaaggagt
gagagcaaac
aatcgteccac
attttcatta
gtcaaatgtyg
atgaateccge
gtgcegggge
gcatgcgaga
gatcgcagca
taaataaaat
agtttattac
agtaacaaca
tataaaaaac
ttcagaaata
gaagagatct
tttatgaact
aataatgtca
gggcaagaat

tgaatcttec
acctgatcaa
tgattacaac
ctttggecaag
tatcgaccaa
tgcgecgega
cgtaactatt
tagtttcaaa
tttecagege
agggtacttt
ggacgagceta

cggataacaa
tcaagacgtt
acgttaagtce
ttgeecggtaa
cgaccttaca
tatcggtecat
tattcgagga
tatctatgta
aaaagatatc
cggataatat
acgataacaa
aggaacgcga
ttatgttcac
ccatgggcea
aatttttatt
ataacaatct
cagéccatct
ataatagecct
tgazaagagyg
ctgttttgea
taaggaccta
ctgctcaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

60
120
iso
240
300
360
420
480

540

600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
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tgaagccact
gaaattgaat
cactttcagt
taaaccctat
tattcttett
gttggaaagt
atcagaatta
ttacattcca
tttcacacct
tttacagtgt
tttaccgaac
taaacctgaa

fpatttattt

gccaattaac
tattgacgat
atctaagcag
cgtatttgat
aacgttgaat
gccaatgtca
cggtgaatac
agaaaaagaa
tatcagtaac
tgagtacatt
ttectgatgtt
gagcecttgac
aéatgttata
tccattgaca

“ttacattgca

cgttgtggac
tgactttgat
tgaagaagat
agagcaagga
agaagaccat
accactgaga
ctgagcaata

cataagaaaa
aggaagtcaa
gtcgecettaa
ttcaaaacca

ggctacgacce

aacgttaaat
ccecgatgatyg
actgaacaga
ttcaaactaa
ggtgagaacyg
gagaatattg
atcatcgaag
ggtcagttga
gctgtaaaag
gaagattata
attttaatat
ccaagaacgt
cttgecectt
aaaaaggaaa
tatacgaaat
tacgatgacg
tatgatccce
gaagaaaccy
gaaaacgaga
gaaccaaaga
ccagctccac
tattecattge
tttagaaaat
gaagctgaag
gaagaaactg
gatgaaaaag
gaaggtgaag
agagatattt
ftceggetget
actagcataa

acactcgtaa
gttcgaaaéa
gggatctact
atagtttatt.
aagaggacgc
cattgaatac
ctttagtagg
ttgatccfaa
tgactecttt
gtggcataag
gtteccacttt
tcgtagaatg
aagaatttga
atagggtceca
agaagttgea
caagacctee
acatgattag
ggtgttgtga
aagctgecgea
tacatgaacg
cagaggggasa
taaacggtga
atgectttagg
atgtaaaaga
tcaatgttga
ctatcaatta
gctctgtcét
acaggggttg
tccttteaac
ggaagatgaa
agcaggagca
agcaagagga
ctggtaaaga
aacaaagcce

ccecettgggg

gggtggcaaa

agacgaagaa’

ttctgeetta
gaaagcaatg
gcaagaattc
tgaaaaacta
tcaacttaac
ctctatécta
agatggtate
atattecgta
aaaattatet
taaccgttgt
aaaaaaacct
tcaaatcgaa
tacagcaaat
accattatta
aaaaaataac
tattaatgaa
acaagattca
cttcgageag
ctatgegtct
agtcgatgge
gaatacaatc
taatgaagaa
agatcaacta
tgctaggtea
tgttcactac
ttggtggaga
acccggtgta
ggatgatttyg
aaaaggagtc
aggtcaagag
tgtaaactaa
gaaaggaagc
cctctaaacg

gtttatggta

‘magagccagg

aatgcgaagt
tccaaatcte
ttccagaaca
gataccactc
cttggtgaag
catgacaagt
acggcagaaa
ttttecgggat
cagttattga
gcccotcacag
gagggttcga
gaagttcttg
étggtacgta
tccattcata
tcgaaagtat
atcaatttgg
agtgaagatg
gaatttgaag
cattacaatc
gtgacatceg
aaaaaaagga
ctgcaagaaa
gaaacatcat
ttttccacag
ggtacccata
atatctgatg
tttatgttat
gaagctatte
caggagccaa
cagatgaagt
gctcgagecac
tgagttgget
ggtcttgagy

agcataagaa
agccagatat
attatcggga
caagaaaaaa
tactagecga
cagttgcgaa
ttggcactgt
ccattcaaaa
gaattggttyg
taagcttaaa
gcgactggag
cagcgeacte
tceccagaaaa
ccaaaccagt
aatgctctaa
tcaacagatc
tgtttaagte
atgctegttt
aaaacattgg
acagcgagga
ataccaagga
atgatgaaga
tcatagaaca
tcgacaatgt
ctgatgagga
tteccageeac
attatggtca
agactgtgta
tttacgaata
agagtaataa
aggaaagcca
tcgagagaac
caccaccace
gctgecaceg
ggttttttg

1380
1440
1500

© 1560

1620

1680

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3419
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