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Mutantni proteiny, zpusob jejich pripravy, farmaceutické

prostfedky, které je obsahuji, a jejich pouziti

Oblast techniky
Vynalez se tykd mutantnich proteint, zpisobu jejich
pifipravy, farmaceutickych prost¥edkt, které je obsahuji a

jejich pouzZiti.

Dosavadni stav techniky

Replikace viru deficitu lidské imunity (HIV) zAavisi na
funkci virového transaktivadniho proteinu Rev. Protein Rev je
akumulovan v jaderném prostoru hostitelské bunky a vaZe se
pfimo a specificky na vysoce strukturovanou sekvenci RNA,
nazyvanou odezvovy element Rev (RRE), ktery se vyskytuje na
kazdé nelplné sestfiZené virové mRNA. Po navazéni, molekuly
proteinu Rev konglomeruji pravé na RRE a spojuji se
s hostitelskym kofaktorem nutnym pro transaktivaci Rev,
nazyvanym eukaryotni inicia&ni faktor 5A (eIF-5A; starsi
nadzev: eIF-4D). Vysledkem tohoto spojeni je jaderné-
cytoplasmatickd translokace nelplné sestfiZené virové mRNA,
nasledovné umoZiujici expresi virovych strukturnich proteina
(napf¥. Gag, Pol, Env) a dale replikaci viru.

Mutantni proteiny Rev s transdominantnimi (dominantné

negativnimi) fenotypy jiZ byly popséany (viz. napf. WO

RNA, nejsou vSak schopny funk&niho spojeni s jejich bunéclnym
kofaktorem, a to kvlli mutaci v aktivadni doménd proteinu
Rev.

eIF-5A je endogenniAprotein, potfebny pro normalni
funkci bufiky. JiZ bylo pripraveno né&kolik jeho raznych
variant (napf. J. Biol. Chem. 264 (1989) 18527 - 18530; Mol.
Cell. Biol. 11 (1991) 3105 - 3114) a vSechny tyto varianty
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vykazuji neZadouci vliv na normalni buné&né funkce, napf. na

bunéé&ny rist.

Podstata vynédlezu

Nyni bylo zjisténo, Ze lze pripravit takové mutantni
formy proteinu eIF-5A, které neblokuji endogenni funkci
nativniho eIF-5A, a normdlné nevykazuji aktivitu proteinu
eIF-5A, inhibuji vSak funkci proteinu Rev; maji tedy vzhledem
k funkci proteinu Rev inhibujici fenotyp.

Toto zjisténi je velmi pfekvapujici, nebot se
nepredpokladalo, Ze faktor, ktery je neaktivni v bun&&ném
prostfedi pfirozeném pro jeho nemutovanou formu, by mohl
-vykazovat inhibujici efekt vi¢i metabolickym pochodtm
zah&jenym vnéjéim mikroorganismem, jakym je virus. Také se
nepfedpoklddalo, Ze takové mutantni formy proteinu eIF-5A
véetné gend tohoto proteinu by vibec mohly existovat, protoZe
protein eIF-5A je nezbytny pro bun&&nou regulaci (Biofactors
4 (1993) 95-104; TIBS 18 (1993) 475-479). Bylo predpokléadano,
Zze takové proteiny v&etn& jejich gent by byli toxické vadi
bunce, zatimco v3ak geny a proteiny, které jsou predmétem
tohoto vyndlezu (obzvla3té M13, M14 a MI13A) jsou neaktivni,
netoxické a inhibuji protein Rewv, nap¥iklad jeho funkci

v ramci viru HIV, a tim i replikaci HIV.

P¥edmétem tohbto vyndlezu jsou mutantni formy proteinu
~elF-5A,--ktere -postradaji -svoji~prirozenou-buné&&nou aktivitu ~—== =" "=
eIF-3A (v textu nazyvand - endogenni funkce eIF-5A) a zarovef
inhibuji funkci proteinu Rev, a maji tedy inhibiéni fenotyp
vzhledem k funkci Rev; déle jsou ptredmé&tem tohoto vyndlezu
jim odpovidajici geny a p¥isludné sekvence DNA a cDNA, které
je kéduiji. '
Vyhodné jsou mutanty, které jsou podstatné zbaveny

endogenni funkce eIF-5A. Zde uvad&nym eIF-5A je vyhodné
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lidsky eIF-5A a jeho mutanty jsou vyhodné& zaloZeny na lidské

nativni formé& eIF-5A. Zde uvadénym virem HIV je vyhodné jeho
forma HIV-1.

Mutantnimi proteiny se podle vyndlezu rozumi polypeptidy
vCetné svych modifikovanych forem, jako jsou alelické
modifikace nebo jejich fragmenty &i derivaty schopné
inhibovat funkci proteinu Rev a které vyhodné& nedisponuji
témeér Zadnou endogenni funkci eIF-5A. Pro farmaceutické ucely
se pouzivaji vyhodné& ve vysoée Cisté formé&, tedy podstatné
zbavené substanci z nitrobun&&ného prosttedi.

Mutace zahrnuji vyhodné uUsek nebo vice usekl na
polypeptidickém fetézci, zadinajici ptribliZn& na drovni
odpovidajici aminokyseliné &. 130 v nativnim genomu eIF-5A
(obr. 3, identifikadni &. sekvence - 17), zejména v Useku
zhruba mezi aminokyselinou &. 135 a koncem molekuly,
pfedev3im vSak mezi &. 135 a &. 139.

Odpovidajici geny nebo sekvence DNA nebo cDNA jsou
ukazany naptiklad v tabulce &. 2 pfedev3im pro mutanty eIF-
SAM13, eIF-5AM14 a eIF-5AM13A; dale jimi mohou byt takové
geny Ci sekvence, které za pfisnych podminek hybridizuiji se
sekvencemi kédujicimi zminéné proteiny nebo geny &i sekvence,
které s nimi nehybridizuji pouze v disledku dégenerace
genetického kédu, a zarovei vyhodné& nehybridizuji s geny a
sekvencemi odpovidajicimi nativnim formam.

Pfedmétem vynalezu jsou dale prokaryotni a eukaryotni

hostitelské buniky, do kterych jsou transformované nebo
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vySe, a to tak, Ze hostitelskd buiika je schopna provést
expresi téchto genl nebo sekvenci DNA nebo cDNA. Dale jsou
predmétem vyndlezu biologicky funké&ni plasmidové nebo virové
vektory DNA, obsahujici gen nebo sekvenci DNA nebo cDNA
definované vySe. Predmé&tem vynadlezu jsou také prokaryotni

nebo eukaryotni hostitelské butiky, které jsou stabilné
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transformované nebo transfektované vektory DNA vySe
uvedenymi.

Predmétem tohoto vynadlezu je dale zplUsob pfipravy geni
nebo sekvenci DNA nebo cDNA definovanych vysSe, a to vcetné
isolace pfisfugnéhé nativniho genu zwodpdvidaiiciho o
expresniho systému, jeho naklonovani do pfisludSného systému,
provedeni pozZadované genetické mutace a izolace vysledného
mutantu z klond s poéadovanou mutaci.

' Vynalez dale zahrnuje zplsob produkce vy3e definovanych
proteinli, ktery zahrnuje kultivaci prokaryétnich nebo
eukaryotnich hostitelskych bunék za pfitomnosti vhodnych
Zivin a za vhodnych kultivaénich podminek, transformovanych
nebo transfektovanych geny nebo sekvencemi DNA nebo cDNA
definovanymi vySe, a to takovym zplUsobem, ktery umozZiuje
hostitelskym bunkam produkci proteinu a popfripadé izolaci
vysledného polypeptidického produktu exprese.

Vynédlez rovnéZ zahrnuje farmaceutické prost¥edky
obsahujici vysSe definované proteiny, spolecné alespoil
s jednim farmaceuticky vhodnym nosicem, s pomocnou latkou
nebo pouze s fedidlem. Nosicem mohou byt rovnézZ bunky
izolované z pacientova téla a upravené in vitro pred jejich
aplikaci. Vyndlez dé&le zahrnuje pouZiti vySe definovanych
proteind nebo genl &i sekvenci DNA nebo c¢DNA kédujicich tyto
proteiny pfi 1éCb& onemocnéni vyvolanych retroviry, u kterych
funkce jejich proteinu Rev z&visi na funkci eIF-5A, jako jsou
viry HIV, HTLV-I a HTLV-II. Predmétem vyndlezu je také jejich
] 1 V@G € L ClL - POUZ L L1 -PLO=PLipLaviu. LECLIVd =P L O - mo cvinin v
1éCeni onemocnéni zplsobenych retroviry, u kterych funkce
jejich proteinu Rev zavisi na funkci eIF-5A, jako jsou viry
HIV, HTLV-I a HTLV-II.

Postupy a metody nutné pro uskutelnéni zde uvadéného
vynalezu jsou v oboru zndmé. Ackoli jejich p¥iprava zde neni
konkrétné uvedena, slouceniny, reakéni &inidla, vektory,

bunécné linie apod., kterych je zapotfebi pro uskutecénéni




tohoto vynalezu, jsou v3eobecn& zndmé a bé&zné& dostupné nebo
je lze ziskat jiZ konvenénimi metodami ze znamych a bé&zné
dostupnych zdroji nebo jim podobné zdroje mohou byt

- pfipraveny konvenénimi metodami z jinych obecné& znamych a

bézZné dostupnych zdroju.

Pfiklady provedeni vynélezu

a) Priprava mutantd eIF-5A

Lidské& cDNA kédujici eIF-5A (J. Cell Biol. 123/6, 1309 =
1320/(1993)) byla inzertovana jako HindIII fragment do
jediného restrikéniho mista HindIII vektoru M13mpl8
(Pharmacia, Svédsko). Odpovidajici jednofet&zcova DNA byla
pouZita pro mutagenezi metodou ,oligonukleotidem Fizené
mutageneze in vitro, verze 2% (Amersham, UK). Sekvence v3ech
mutantd byly ureny sekvencovdnim DNA s pouZitim Sequenase
2.0 z United States Biochemicals. Dale byla v bufikdch COS
provedena exprese vSech mutovanych gend kédujicich eIF-5A
(viz. Tabulka &. 1), nésledovanad imunoprecipita&ni analyzou
specifickou pro eIF-5A, kterou byla potvrzena pritomnost

poZadovaného produktu exprese.
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Tabulka 1
Mutanty eIF-5A
Mutant Pozice Mutace vazani Rev komplementace
(ak) (ak) in vitro v kvasinké&ch

peF-5AM1 4,5,6 DLD—EDL nz. ano
peF-5AM2 9,10 TG—>DL nz. ano
peF-5AM3 15,16,17 SAT—ADL nz. ano
peF-5AM4 22,23,24 CSA—->GDL - ne
peF-5AMS 43,44,45 MST—IDL - ne
peF-5AM6 46,47, 48 SKT—-LDL - ne
peF-5AM7 64,65 FT—>DL - ne
peF-5AM8 69,70 YE—DL - ne
peF-5AM9 75,76 ST—->DL - - ne
peF-5AM10 98,99,100 YLS—LDL - ne
peF-5AM11 104,105,106 DSG—>QDL nz. ano
peF-5AM12 126,127 KY—>DL nz. ano
peF-5AM13 135,136 IT—>DL + ne
peF-5AM14 138,139 LS—>DL + ne
peF-5AM15 141,142,143 MTE—>IDL nz. - ano
‘peF-5AM16 149,150 TK—DL - ne

* peIF-5A13A je protein o 140 aminokyselinach (ak) po deleci
C-terminadlu proteinu peIF-5A. Jeho sekvence je: nativni od
aminokyseliny &. 1 aZ po &. 134 a dale aminokyseliny: DLCCLP.

. V8echny ostatni mutanty jsou vzniklé substitucil aminokyselin.
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+ znac¢i aktivitu nativni, - znadi Zadnou aktivitu, nz. znaci

nestanovovano.

Nukleotidové sekvence specifickych oligonukleotidd
jsou uvedeny
16).

pouZitych pro pfipravu uvedenych 17 mutanta

v Tabulce 2 (identifikacni &. sekvence 1 az Posledni
mutant, M13A, byl pfipraven za pouziti stejného
oligonucleotidu jako M13; chyba v postupu mutageneze v3ak

zpusobila vznik mutantu M13A. ‘ _
Je nutno vzit na zFretel, Ze uvedené sekvence nukleotidd

jsou pouze reprezentativnimi ukdzkami pro 17 pfipravenych

mutantl, a Ze je mozZno pripravit identické mutanty z celé

fady jinych sekvenci, vezmeme-1li v Uvahu napf. odchylky od

standardniho genetického kédu.




Tabulka 2

Oligonukleotidy pouzité pro ptipravu mutantd eIF-5A

Ml: 5’- GGC AGA TGA AGA TCT CTT CGA GAC AGG - 3~

M2: 5°- CTT GGA CTT CGA AGA TCT AGA TGC AGG - 3°

M3: 5 - GCA GGG GCC GCA GAT CTC TTC CCA ATG C - 3°

M4: 5°- CCC AAT GCA GGG AGA TCT ATT ACG TAA G - 37

M5: 5°- CGT CGA GAT AGA TCT TTC GAA GAC TGG - 3°

M6: 5°- CGA GAT GTC TAC TTT AGA TCT TGG CAA GCA CG - 37

M7: 5°- GGT ATT GAC ATA GAT CTT GGG AAG AAA TAT G - 3°

M8: 5°- GGG AAG AAA GAT CTA GAT ATC TGC CCG - 3°

M9: 5°- GAT ATC TGC CCA GAT CTT CAT AAT ATG G -3’

M10: . 5- GGC ATC CAG GAT GGG TTA GAT CTA CTG CTC CAG GAC
AGC G -3°

M1l: 5°- CTG CTC CAG GAA GAT CTG GAG GTA CGA G -3°

M12: 5°- GAG ATT GAG CAA GAT CTC GAC TGT GGA G -3°

M13: 5°- GAA GAG ATC CTA GAT CTG GTG CTG TCT GCC - 37

M14: 5°- CCT GAT CAC GGT AGA TCT TGC CAT GAC AGA GG - 3°

M15: 5°- GCT GTC TGC CAT AGA TCT GGA GGC AGC TG - 3°

M16: 5°- GCA GCT GTT GCA GAT CTG GCC ATG GC - 37

b) Testovani buné&lné aktivity eIF-5A nmutantt eIF-5A

v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae

Sekvence kédujici eIF-5A byly inzertovany do
restrik&nich mist BamHI a Xbal kvasinkového shuttle-vektoru
PRSGAL za pouZiti technologie polymerazové feté&zove reakce
(PCR). Pro u&ely testovani komplementaclni kapacity rdznych
mutantd éIF—SA v kvasinkovém kmeni Saccharomyces cerevisiae
neobsahujicim eIF-5A byla pouZita plasmidova technologie

publikovand v Mol. Gen. Genet. 244, 646 - 652 (1994).
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Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 1; nékolik mutanta eIF-5A,
zv143té od pelF-5AM4 aZ po pelF-5AMI1O0 a dale pelF-5AM13,

pelF-5AM16 a pelF-5AM13A bylo identifikovano jako nefunkcni
mutanty prgteinu_eIF—SA.

c) Vazani in vitro nefunk&nich mutovanych proteind eIF-5A

k transaktivadnimu proteinu Rev viru HIV s pouzitim testu

zmé&ny pohyblivosti v gelu

Geny nativni a vééch nefunk&nich forem proteinu eIF-5A
byly inzertovany mezi restrikéni mista BamHI a EcoRI
prokaryotniho expresniho vektoru pGEX-3X (Pharmacia)

s pouZitim polymerdzové Ietézové reakce a déle byla provedena
jejich exprese ve formé& flaznich proteind obsahujicich
glutathion—s—transferézu (GST) v Escherichia coli,
nasledovana purifikaci. Rizné flzni proteiny GST-eIF-5A byly
dadle pouZity v testech zmény pohyblivosti v gelu spolu s RRE
" RNA ozna&enou izotopem *?P a s rekombinantnim proteinem Rev
(Nature 342, 816-819(1989)), podle postupu popsaného
v Zasopise Biochemistry 32, 10497-10505 (1993).

Jako prvni byl testovan vliv nativniho proteinu GST-elF-
5A na komplex RRE:Rev. Jak je ukazano na obrazku 1A, ptidavek
proteinu GST-eIF-5A do reak&ni smé&si RRE RNA obsahujicil Rev
umoznil detekci komplexu o vy33i molekulové hmotnosti a o
jednozna&né sniZené pohyblivosti (Obr. 1A, pruhy 5 a 4).

Tento nebyl detekovatelny za inkubace RRE RNA spolu s GST

" ReBS 5&” Samotaym GST=eIF-5A" (Obr: “1A;-pruhy:2 @a~3) === = o s -

Dale bylo testovano, zda odezva specifickd pro protein
eIF-5A zAavisi na pritomnosti aktivacdni domény
v transaktivacnim proteinu Rev. Za G&elem tohoto zjisténi
byly pouzity jiZz dfive popsané mutantni proteiny Rev9Ald a
RevllAl4 (Biochemistry 32, 8945-8954 (1993)). Oba tyto

proteiny obsahuji vnit¥ni deleci v blizkosti C-terminalu a
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vykazuji vacéi RRE RNA specifickou vaznou afinitu a
specificitu, ktera je porovnatelnd s nativni formou Rev.
Dilezité je, e z proteinu Rev9Al4 byla zcela odstranéna
aktivadni doména, kterd v3ak v proteinu Revl1Al4 byla
sachovana. NiZ8i molekulové hmotnost obou proteini zpusobila
posun prouzkd komplexu RRE:protein, ktery bylo obtiZné urcit
pfi testu zmé&ny pohyblivosti v gelu. Vysledky v3ak
jednoznacné ukazuji, ze mutant s odstranénou aktivadéni
doménou Rev9Al4 neni schopen interakce s GST-eIF-5A (Obr. 1A,
pruhy 6 a 7). Naproti tomu pridavek GST-eIF-5A k reakéni

smé&si RRE:Rev11Al4 zpGsobil novy vysledek (Obr. 1A, pruhy 8 a
9; pomaleji se pohybujici bod v pruhu 9), ktery indikuje
interakci eIF-5A s aktivacni doménou Rev.

Nakonec byly podle stejného postupu testovany vazebné
schopnosti rtznych nefunkénich mutantnich proteint eIF-5A.
‘Jak plyne z obrazku 1B, vét3ina mutantnich proteinl GST-elF-
5A ztratila schopnost rozliSovat komplex RRE:Rev (pruhy 4 az
10 a pruh 13). T#i nefunkéni mutantni proteiny: GST-elIF-
5AM13, GST-eIF-5AM14 a GST-eIF-5AM13A, vsak prokazuji vazani,
které je porovnatelné s vazanim nativniho proteinu eIF-5A
(Obr. 1B, pruh 3 a 11, 12 a 14).

Vysledky tedy ukazuji, Ze mutanty eIF-5AM13, eIF-5AMI14 a
eIF-5AM13A vyhovuji poZadavkim pro inhibitory funkce HIV-1
Rev, a to vzhledem: )

(1) ke ztraté& endogenni funkce proteinu eIF-5A (viz.
—. -- komplementaci--v-kvasinkdch,--Tabulka. I), .8 mcuccme o o e -
(2) k vazebné aktivité& vici proteinu HIV-1 Rev (viz vazani

Rev in vitro; Tabulka I a Obréazek 1B).

d) Konstitutivni inhibice replikace HIV-1 v lidskych T -

butikdch retrovirdlné zprostfedkovanym genovym transferem

transdominantnich mutant eIF-5A.
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Pro ucely testovani inhibié&nich fenotypl proteinl
eIF-5AM13, eIF-5AM14 a eIF-5AM13A byly pfislusné sekvence
kédujiciveIF—SA inzertovany do restrikéniho mista Xho I
retrovirélﬁiho"vektoru pBC 1@0} sbaleny in vitro v
za pouziti buné&cné linie Am 12 a preneseny do lidskych T
- bun&k CEM pro konstitutivni expresi, jak je popsana
v Proc. Natl. Acad. Sci. 89, 9870-9874 (1992). Exprese
nativniho genu eIF-5A, genu kdédujiciho eIF-5AM9 a
samotného retroviralniho vektoru bylo vyuzZito pro
referen&ni porovnani v téchto experimentech.

Rovné? byly provedeny experimenty s HIV-1l, a to za
pouziti TCID o hodnoté& 2000/ml kmene HIV-1 SF2. Desaty
den po infekci SF2 byly odebrany vzorky z kultivaéniho
média pro test replikace HIV-1 pomoci stanoveni proteinu
p24 Gag za pouziti testu ELISA. Jak je ukazano na Obrazku
2, replikace HIV-1 byla podstatné sniZena v kazdé ze tri
nezavisle klonovanych buné&&nych linii CEM (oznacené jako
A, B, C) produkujicich eIF-5AM13, eIF-5AM14 nebo elIF-
5AM13A (Obrazky 2c; 2D a 2E; vlevo), a to v porovnani
s bufikami CEM, produkujicimi mutantni protein eIF-5AM9
(CEM-eIF-5AM9; Obr. 2B). Maximalni virova replikace byla
zjisténa v butikdch CEM produkujicich parentdlni vektor
pBC140 (vektor CEM; Obr. 2A) nebo nativni protein eIF-5A
(CEM-eIF-5Awt; Obr. 2A). Pozorované inhibujici vlastnosti

nebyly zpGsobeny obecnou inhibici buné&&né proliferace,

" co? dokladuiji srovnatelné podty bund&k” vexperimentech:--— -

(Obr. 2; vpravo).

7avérem, tyto experimenty prokazuji, ze (1)
konstitutivni exprese proteintd eIF-5AM13, eIF-5AM14 nebo
eIF-5AM13A nem& v lidskych T - buiikdch CEM toxické ucinky
a (2) ?e eIF-5AM13 , eIF-5AM14 a eIF-5AM13A jsou
inhibitory replikace HIV-1.
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HIV je predominantnim etiologickym pivodcem AIDS
(syndromu ziskané imunodeficience); HTLV-I zpusobuje mimo
jiné ATL (leukémii T - buné&k dospélych); HTLV-II souvisi
etiologicky s n&kterymi pfipady variantni leukémie
vlasovych T - bun&k. Bylo zjité&no, Ze transaktivatory
HIV Rev a HTLV-I Rex jsou duleZité pro virovou replikaci
v médiu. Dale bylo prokdzano, Ze HTLV-I Rex je schopen
funk&né nahradit protein Rev v HIV. Navic, Rev a Rex jsou
proto moZnymi cily pro terapeutickou intervenci u
postiZenych pacientd. Mutantni formy e¢IF-5A podle
vynalezu uc¢inkuji jako efektivni‘kompetitivni inhibitory
nativni formy Rev nebo/a funkce nativniho Rex v disledku
schopnosti Rex funk&né nahradit Rev v HIV. Vzhledem
k tomu tyto mutantni formy eIF-5A mohou byt také
efektivnimi inhibitory replikace HIV nebo/a HTLV-I nebo/a
HTLV-II. Mohou byt tedy pouZity k ochrané& lymfoidnich
nebo/a myeloidnich bunék pacientﬁ vystavenych infekci a
proto mohou byt pouZity pro 1é&bu onemocnéni zpUsobenych
HTLV-I a HTLV-II nebo HIV, a to v&etné& AIDS a ARS nebo
ARC (syndromu nebo komplexu souvisejiciho s AIDS). Také
mohou byt pouZity pro lé&bu onemocnéni zpUsobenych AIDS
protoZe jsou schopny inhibovat ¢innost proteind HTLV-I
Rex a HIV Rev. Tato vlastnost miZe byt obzvlasté
prosp&3na u pacientl infikovanych vice nei jedinYm
virovym patogenem a dale u téch, u kterych neni zjisténo,
kterym z té&chto dvou pavodcl jsou infikovani.

Tento vyndlez je tedy urcen pro profylaxi a terapii
virovych a obzvlasté& retrovirovych onemocnéni, jako jsou ATL,
AIDS, ARS (nebo ARC), infekce zplUsobené viry jako jsou SIV
(opi&i virus deficitu imunity) jako je SIVpae, FIV (koCicli
virus deficitu imunity), EIAV (kofisky virus infekéni anémie),
virus visna, virus deficitu imunity hové&ziho dobytka a

zejména lidskd retrovirovad onemocnéni, zv143té lidska
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retrovirovad onemocnéni zpusobena patogeny regulovanymi geny
rex nebo rev nebo jejich ekvivalenty, jako je ATL, AIDS a ARS
(nebo ARC). zvléastni pozornost si zasluhuje multivalentni

’ vyuziti represorového efektu, nebot toto vyuziti je vyhodné

pti lécbé nasobnych, obzvlaste podvojnych virovych infekci, .

. jak lze cCasto pozorovat napriklad u osob uzivajicich

intravendézné drogy a infikovanych soucasné HIV a HTLV-I nebo
pfi 1é&bé& infekci zplsobenych jednim patogenem za zvySeného
rizika dal3i infekce, jako je infekce HIV &i v pripadé
profylaxe za takovych situaci, kdy je zapotfebi ochrany proti
infekci zpQsobené spektrem rtiznych virovych kmenu.

Terapeutické moZnosti tohoto vynalezu jsou zcela z¥ejmé,
nebot potladeni naptiklad funkce Rex u HTLV-I a funkce Rev u
HIV blokuje virovou replikaci, a tak zabrané&nim tvorby
infek&nich virovych &&stic sniZuje virovou z4tézZ a
predpoklada se tedy, Ze prodluzuje latentni obdobi infekce.
Buiiky osob infikovanych virem HIV, majici ve svém genomu
zaintegrovany gen kédujici mutantni represor eIF-5A, zlstanou
funkéni a tyto osoby budou neomezend& dlouho uchranény pfed
projevem symptomd onemocn&ni bez potfeby dalsi dlouhodobé
terapie.

7 tohoto pohledu jsou geny podle vynalezu samy O sobé
1é&ivy urlenymi pro. jednorazové nebo vicerdzové davkovani
budto prlmo in vivo nebo nepfrimo in vitro, vyhodné jako
soudast vektoru, napfiklad retroviralniho nebo plasmldoveho,
a to ve formé& vhodné pro dosazeni pfenosu ve funkéni formé& do

e o o .Cilovych_sav&ich bunék. Napfiklad inzerce genu kodujlc1ch

tyto inhibitory virové replikace miZe byt provedena in vitro

do bunék pacientl pfimou implantaci do genomu lymfoidnich
nebo/a myeloidnich bunék odebranych z téchto pacientl a tyto
bufiky mohou byt pacientovi dodany po provedeni inzerce.
vVzhledem k tomu, Ze HTLV-I a HTLV-II, stejn& tak jako i HIV
se replikuji v raznych typech T - bunék, potom onemocnéni‘

kterd zptsobuji, budou vhodné& lé&ena. T - bunky jsou proto
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pozadovanymi cilovymi bufikami pro genetickou modifikaci
vyuzivajici geny podle vyndlezu. Dale, monocytni a
makrofagové buriky, které jsou cilovymi bufikami pro infekci
HIV, jsou také vhodnymi cilovymi bufikami pro tuto modifikaci.
Vyhodné se provaddi modifikace hematopeotickych kmenovych
bunék, ¢imZ se zajisti dlouhodob& ochrana bunééného potomstva

nasobného hematopoetického rodu.

Jedno vyuzZiti uvedeného souvisi s konceptem genové
terapie uverejnénym T. Friedmanem v Science, 244, (1989),
1275 nebo P.M. Lehnem v Bone Marrow Transplant 1 (1987) 243,
Hematopoetické kmenové buiiky jsou izolovany naptriklad
z pacientd postiZenych AIDS/ATL, kultivovany in vitro a
mutantni geny podle vyndlezu, kédujici inhibitor funkce,
ktera mé& byt potladena, jmenovité& funkce Rev/Rex, jsou
implantovdny do té&chto bunék za pouziti retrovirovych
vektort. Tyto bufiky, nyni jiZ resistentni va&i virim, jsou
vraceny do imunitniho systému puvodniho pacienta, kde se
oCekavé jejich proliferace vzhledem k jejich ziskané
selektivni vyhod& v porovnédni s ostatnimi kmenovymi bufikami .
V pozadovaném Case se bude populace hematopoetickych buné&k
skladat vyhradné z bunék produkujicich represni faktor a bude
resistentni vG&i virGm.

Postupy k dosaZeni uvedeného jsou jiZ v oboru znamé,
viz, napf. USP 4°868°116. Vektory, napfiklad retrovirové nebo
plasmidové vektory pro pfenos mutovanych genli podle vyndlezu
uvefejnéﬁ; nebo k nim existuji odkazy, napfiklad v Science
244 (1989) 1275. Naptriklad r@zné transdominantni geny
kédujici Rev nebo/a Rex JiZ byly inzertovany do retrovirovych
vektorovych systémi. Po pF¥enosu genu prostfednictvim
retrovird do lidskych buné&&nych linii infikovanych nap#. HIV
je inhibiéni efekt mutantt zfejmy na inhibici produkce virt.

Zminény terapeuticky koncept je pfikladem intraceluldrni

do cilovych sav&ich bunék, jako jsou bufiky kostni_dfens, JSOU o mr nmae
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imunizace vysvétlené v praci D. Baltimora v Nature, 335,
(1988), 395. Souhrnem reCeno, tento koncept zahrnuje inzerci
genu, ktery kéduje represor n&které Fivotnd dilezité funkce
. zvoleného viru, do prlslusnych c1lovych bunek ktere tento

'v1rus 1nf1ku3e (napr ur¢ité T - bunky a monocytnl a
makrofagové bunky v pfipadé viru vyvolavajiciho AIDS).
Pouziti tohoto konceptu pfi terapii represorem kteréhokoli
viru je vé&zano na podminku, Ze pouZité vektory pro geny
kédujici tyto mutantni proteiny a pouzZité metody pro inzerci
téchto vektora do nédlezitych bunék, identifikované jako
modely, budou predstavovat efektivni a bezpecny intrabuné&&ny
systém pfenosu pro vyuZiti u lidi i u zvitat. Pred
experimentdlnim ovéfenim tohoto konceptu tedy stoji pouze
etické prekdzky, které v soulasné dobé zabrafiuji genové
terapii. Prvni takové experimenty na osobach ji# v3ak byly

- zah&jeny, a to se zam&Fenim na bezpednost a vlastni terapii
(viz. G.T. Nabel, Human Gene Therapy, 5, (1994), 79-82).
Ocekava se, Ze ve velmi kratké dob& po ovéreni neskodnosti
tohoto postupu, budou tyto prukopnické experimenty
nasledovény podobnymi experimenty s terapeutickymi cily, a to -

. pfedeviim za stava ohroZujicich Zivot, jako je onemocné&ni
AIDS a Ze tento vynalez se ukase jako velmi vhodny pro
vyuZiti bé&hem té&chto experimentl (viz. nap#. T. Friedman,
Science 244 (1989), 1279, druhy sloupec: ,Infek&ni

onemocnéni“) .

_u“ﬁDaléimnzpﬁsobem=vyuéitiw%ohotowvynéfezu*je“ThZéfbéﬁ;_“h”

. nikoli genu, nybrz pfimo represniho proteinu podle vynalezu
do cilovych bunék. Oralni nebo parenteralni podéni se provadi
b&Znym zplsobem umozZnujicim intraceluldrni penetrac1, a to
napr. prostfednictvim lipozdémi. V prlpadech takového vyuziti
bude presna davka samozfejmé& zaviset na pouZité slouc¢ening,
zpisobu podani a poéadovéné 1éEb&; uréeni nejvhodné&jsi davky

v dané situaci je v moZnostech kvalifikovaného odbornika.
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Je tfeba vzit na zfetel, Ze v pfedchozim textu uvedeny
vynadlez miZe podléhat riznym kombinacim nebo zm&nam jeho

formy &i jednotlivych detaild, aniz by doslo k odklonu od

‘rozsahu tohoto vynalezu. Také je nutno vzit na ztetel, Ze do
rozsahu tohoto vynalezu spadaji také dalsi mutanty mimo zde
uvedenych, a to v&etn& mutantd patfici mezi mutanty jiz
zkonstruované a zde uvedené, které vsak zatim nebyly
charakterizovany, ale mohou byt shledany po detailn&jsim
zkoumani jako inhibujici nebo/a multivalentni, a dale dalsi
mutanty, které odpovidaji vyZe uvedenym principlim, ale nejsou

zde specificky uvedeny.




Popis obrazkl:

Obrazek 1:

Obréazek 2:

Obrazek 3:
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In vitro experiment posunu RNA v gelu.
FP = volna sonda; eIF-5A (-) = bez eIF-5A.

Experimenty s HIV-1. Hodnoty p24Gag Jjsou
ukazany vlevo. Polty bunék u pfislusnych

experimentl jsou ukdzany napravo:

CEM-vektor / eIF-5A wt
. CEM-eIF-5AM9
CEM-eIF-5AM13
CEM—eIF~5AM14

m o O w Yy

CEM-eIF-5AM13A

(Sekvehce &. 17): Sekvence cDNA a aminokyselin

nativniho lidského eIF-5A (J. Biol. Chem. 264
(1989) 1581) (Sekvence &. 17); aminokyselina
lysin zndzorné&nd na pozici &. 50 je
posttransladn& zmodifikovéna na hypusin.
Aminokyseliny nativniho eIF-5A, které byly
zmutovany podle pfehledu v Tabulce 1 jsou
uvedeny v kurzivé. Specifické pouZité
oligonukleotidy (Tabulka 2, Sekvence ¢. 1 az
&. 16) odpovidaji nasledujicim pozicim

nukleotid v Obrézku 3 (Sekvence &. 17):

M1l: 3-29 (27 nukleotidd)
M2: 12-38 (27 nukleotidu)
M3: 34-61 (28 nukleotidl)
M4: 54-81 (28 nukleotidl)

M5: 120-146 (27 nukleotidu

)
M6: 123-154 (32 nukleotidu)




M7:
M8 :
MO:

M10:
TM11:
M12:
M13:
M1l4:
M15:
M16:

178-208
196-222
211-238
277-316
301-328
364-291
391-420
399-430
411-439
433-458

M13A:391-421

18

(31
(27
(28
(40

(28~

(
(28
(30
(32
(29

(26

(30

nukleotidd)
nukleotid)
nukleotidl)

nukleotid)

nukleotidd)”

o

nukleotidid)
nukleotidu)
nukleotidl)
nukleotid®)

nukleotidid)

nukleotidn,

pozice C.

409

je bez translace, a je nasledovana kodénem

STOP na pozicich 422-424), vysledkem jsou

zm&ny aminokyselin uvedené v Tabulce 1

v sekvenci nativniho proteinu.
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Seznam sekvenci

Informace o sekvenci &. 1 (M1):
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 27 paru bazi

(B) Typ:

(C) Reté&zec: dvojity

(D) Topologie: lineédrni
(ii) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne
(vi) Pavodni zdroj: ‘

(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace o zvefejnéni:

(H) Cislo dokumentu:-

(I) Datum podéni:—

(J) Datum zvefejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence ¢. 1l:
GGC AGA TGA AGA TCT CTT CGA GAC AGG

Informace o sekvenci &. 2 (M2):
(1) Charakteristika(sekvence:

(B) Délka: 27 pard bazi

(B) Typ:

(C)—Retézec:.dvojity  ..._ .. _._

(

D) Topologie: linearni

ii) Druh molekuly: cDNA

(
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne

(

vi) Pavodni zdroj:

(A) Organismus: Synteticky
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(X 4 (XXX J

Informace o zvefejnéni:

(H) Cislo dokumentu:-
(I) Datum podani:-
(J) Datum zvefejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence &. 2:
CTT GGA CTT CGA AGA TCT AGA TGC AGG

Informace o sekvenci &. 3 (M3) :

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 28 part bazi
(B) Typ:
(C) Retézec: dvojity
(D) Topologie: linearni
ii) Druh molekuly: cDNA

(
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne

(

vi) Pavodni zdroj:

(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace O zverejnéni:

(H) Cislo dokumentu:-

(I) Datum podani:-

(J) Datum zvefejnéni:-
(x1) Popis sekvence: Sekvence &. 3

GCA GGG GCC GCA GAT CTC TTC CCA ATG C

Informace o sekvenci &. 4 (M4) :
(i) Charakteristika sekvence:
~ (A) Délka: 28

(B) Typ:

(C) Reté&zec: dvojity
(D

) Topologie: linedrni




e e — o (I)—Datum-poddnii=. o e -
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(1ii) Druh molekuly: CDNA
(iii)Hypotheticky:.Ne
(iii)Antisense: Ne
(vi) Pavodni zdroj:
7 (A) oOrganismus: Synteticky
(x) Informace o zvefejnéni:

(H) Cislo dokumentu:-

(I) Datum podani:-

(J) Datum zvefejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence C. 4:
CCC AAT GCA GGG AGA TCT ATT ACG TAA G

Informace o sekvenci &. 5 (M5S):

(1) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 27 part bazi
(B) Typ:
(C) Retézec: dvojity

)
(D) Topologie: lineérni
(ii) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne
(vi) Pﬁvodni.zdroj:
(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace o zvefejnéni:
(H) Cislo dokumentu:-
(J) Datum zvefejnéni:-
(xi) rPopis sekvence: Sekvence &. 5:

CGT CGA GAT AGA TCT TTC GAA GAC TGG
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Informace o sekvenci &. 6 (Mo) :
(1) Charakteristika sekvence:
) Délka: 32 part bazi
) Typi T Ce
) Reté&zec: dvojity
) Topologie: linearni
(ii) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne
(vi) Pivodni zdroj:
(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace o zverejnéni:
(H) Cislo dokumentu:-
(I) Datum podani:-
(J) Datum zverejnéni:-

(x1) Popis sekvence: Sekvence &. 6:

CGA GAT GTC TAC TTT AGA TCT TGG CAA GCA CG

Informace o sekvenci &. 7 (M7)

(1) Charakteristika sekvence:
(A
(B

) Délka: 31 para bazi
) Typ:

C) Retézec: dvojity

)

—

Topologie:. linedrni

_(ii) Druh molekuly: DNA__ o« oo .
111)Hypothet1cky: Ne
iii)Antisense: Ne
vi) Pavodni zdroj :
(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace o zverejnéni: |

(H) Cislo dokumentu:-
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(I) Datum podéni:-
(J) Datum zvefrejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence &. 7:
" GGT ATT GAC ATA GAT CTT GGG AAG AAA TAT G

Informace o sekvenci &. 8 (M8):
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 27 péart bazi
(B) Typ:
(C) Retézec: dvojity -
'(D) Topologie: linedrni
(ii) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne
(vi) PGvodni zdroj:

(A) Organismus: Synteticky
(x) Publikac¢ni informace:

(H) Cislo dokumentu:-

(I) Datum podani:-

(J) Datum zverejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence ¢. 8:
GGG AAG AAA GAT CTA GAT ATC TGC CCG

Informace o sekvenci &. 9 (M9):

oo f{i)_Charakteristika. sekvence:— .. .._ N

(A) Délka: 28 part bazi
(B) Typ:

“kcfnﬁetézeéf d&éjitfﬁ )
(D) Topologie: linedrni

(1i) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
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(iii)Antisense: Ne
(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace o zvefejnéni:
"~ "(H) Cislo dokumentu:- = ' T o
(I) Datum podéni:-
(J) Datum zvefejnéni:—

(xi) Popis sekvence: Sekvence &. 9:
GAT ATC TGC CCA GAT CTT CAT AAT ATG G

Informace o sekvenci ¢&. 10 (M10):
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 40 parua bazi
(B) Typ:

(C) Reté&zec: dvojity
(D) Topologie: linedrni
ii) Druh molekuly: cDNA

(
(iii)Hypotheticky: Ne
(1iii)Antisense: Ne
(vi) Pavodni zdroj:

(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace o zvefejnéni:

(H) Cislo dokumentu:-

(I) Datum podani:-

(J) Datum zvefejnéni:-

o (xi)___Popis. sekvence: Sekvence ¢._ 10:

GGC ATC CAG GAT GGG TTA GAT CTA CTG CTC CAG GAC AGC G
Informace o sekvenci ¢. 11 (Mil):
(1) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 28 part béazi
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(B) Typ:

(C) Reté&zec: dvojity

(D) Topongie: linedrni
(ii) Druh molekuly: cDNA

'(ii{3ﬁypo£5étick§: Ne W

(iii)Antisense: Ne
(vi) PlOvodni zdroj:

(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace o zverejnéni:

(H) Cislo dokumentu:-

(I) Datum podani:-

(J) Datum zvefejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence &.

CTG CTC CAG GAA GAT CTG GAG GTA CGA G

Informace o sekvenci &. 12 (M12):
(1) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 28 part bazi

(B) Typ:

(C) Retézec: dvojity

(D) Topologie: linearni
(1i) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
(1ii)Antisense: Ne
(vi

vi) Pavodni zdroj:

(x) Informace o zvefejnéni:
(H) ¢islo dokumentu: -
(Ij Datum podéni:~
(J) Datum zvefejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence ¢&.

11:

12:
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GAG ATT GAG CAA GAT CTC GAC TGT GGA G

o

Informace o sekvenci &. 13 (M13):

(1) Charakteristika sekvence:

i

(A) Délka: 30 pé&rl bazi
(B) Typ:
(C) Reté&zec: dvojity
(D) Topologie: lineérhi
(1i) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne
(vi) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Synteticky
(x) Informace o zvefejnéni:
(H) Cislo dokumentu:-
(I) Datum podé&ni:-
(J) Datum zvefejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence &. 13:
GAA GAG ATC CTA GAT CTG GTG CTG TCT GCC

Informace o sekvenci ¢&. 14 (M14):
(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 32 part bazi

(

Ret&zec: dvojity ..

A)
(B) Typ:
C)
(D)
ii) Druh molekuly: cDNA

Topologie: lineérni
(

(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne

(vi) Pavodni zdroj:

(A) Organismus: Synteticky
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(x) Informace o zverejnéni:
(H) Cislo dokumentu:-
(I) Datum podéni:-
(J) Datum zvefejnéni:-

kai) Popfé sekvence: Sekvence &. 14:

LA X )
L] [ 2

L ] L
9600 000

CCT GAT CAC GGT AGA TCT TGC CAT GAC AGA GG

Informace o sekvenci ¢&. 15 (M15):
(1) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 29 péart bazi

(B) Typ:

(C) Reté&zec: dvojity

(D) Topologie: lineéfni
(ii) Druh molekuly: cDNA
(1ii)Hypotheticky: Ne
{iii)Antisense: Ne
(vi) Pavodni zdroj:

(A) Organismus: Synteticky
(x) Publikac¢ni informace:

(H) Cislo dokumentu:-

(I) Datum podani:-

(J) Datum zvefejnéni:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence <. 15:

GCT GTC TGC -CAT AGA TCT GGA GGC AGC TG

Informace o sekvenci &. 16 (M16):
(i) Charakteristika sekvence:

) Délka: 26 pa&ru bazi .

) Typ:

) Reté&zec: dvojity

)

'Topologie: linedrni
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(ii) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne
(Visz&yodni zdroj:
"*(A)v Or;;ﬁismﬁs:.Syntetick§v
(x) Informace o zvefejnéni:

(H) Cislo dokumentu:-

(I) Datum vyplnéni:-

(J) Datum publikovani:-

(xi) Popis sekvence: Sekvence C. 16:
GCA GCT GTT GCA GAT CTG GCC ATG GC

Informace o sekvenci ¢&. 17 (wt):
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 465 parua bazi (a 154 aminokyselinovych zbytkd)
(B) Typ: cDNA
(C) Reté&zec: dvojity
(D) Topologie: linearni

(ii) Druh molekuly: cDNA
(iii)Hypotheticky: Ne
(iii)Antisense: Ne
(vi) PGvodni zdroj:

(A) Organismus: Homo sapiens
(x) Informace o zvefejnéni:

(H) Cislo dokumentu:J. Biol. Chem. 264 (1989) 1578-

L S — ,_l 58_3. i mmvmmi el nTmam et mEmm swma Emm < vEmmTmEmmRm e S @ im R e e ¢ i it ¢ et . Se mm zmma v e mwanee

(I) Datum podani:-

»

(J) Datum zvefejnéni: 1989

(xi) Popis sekvence: Sekvence C. 17:
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PATENTOVE NAROKY
1. Mutantnl proteln eIF S5A, ktery inhibuje funkci Rev, a

tlm vykazuje inhibi&ni fenotyp vzhledem k funkci Rev nebo gen

nebo sekvence DNA nebo sekverice cDNA kédujici tento protein.

2. Protein podle naroku 1, ktery nedisponuje podstatnou
endogenni funkci eIF-5A nebo gen nebo sekvence DNA nebo

- sekvence cDNA kédujici tento protein.

3. Protein podle naroku 1 nebo 2, kterym je protein elF-
5AM13, elIF-5AM14 nebo eIF-5AM13A nebo gen nebo sekvence DNA

nebo sekvence cDNA kédujici tento protein.

4. Prokaryotni nebo eukaryotni hostitelské bunka,
vyznadujicili se t i m, Ze je transformovéna. nebo
transfektovana genem nebo sekvenci DNA nebo sekvenci cDNA
podlé naroku 1 nebo 2, a to takovym zpisobem, ktery
hostitelské buiice umozfiuje expresi tohoto genu nebo sekvence

DNA nebo sekvence cDNA.

5. Biologicky funkéni plasmid nebo virovy vektor DNA,
vyznad¢ujici se tim ze obsahuje gen nebo

sekvenci DNA nebo sekvenci cDNA podle n&roku 1 nebo 2.

6. Prokary6tdf“hebd&eukarydtnfﬂhostiteiskéwbuﬁka;~—;=-mm_+m—_—-h
vyznadujici se tim ze je stabilné

transformovana nebo transfekto&éna biologicky funkénim

plasmidem nebo virovym vektorem DNA obsahujicim gen nebo

sekvenci DNA nebo sekvenci cDNA podle naroku 1 nebo 2.

7. ZpUsob pfipravy genu nebo sekvence DNA nebo sekvence

cDNA podle naroku 1 nebo 2, vy z n a Eujici se
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t i m, Ze zahrnuje izolaci odpovidajiciho nativniho genu
z prisludného expresniho systému, inzerci tohoto genu do
pfisludného klonovaciho systému, provedeni pozadované

genetické mutace a ziskani vysledného mutantu z klont

obsahujicich poZadovanou mutaci.

8. Zpusob produkce proteinu podle naroku 1 nebo 2,
vyznadcujilci se t i m, Ze zahrnuje kultivaci
prokaryotnich nebo eukaryotnich bunék transformovanych nebo
transfektovanych genem nebo sekvenci DNA nebo sekvenci cDNA
podle naroku 1 nebo 2 za vhodnych iiVnYCh podminek, a to tak,
e hostitelské bufice je umoZn&na exprese proteinu a popiipadé

také izolace pozadovaného polypeptidického produktu exprese.

9. Farmaceuticky prostfedek vy zn a ¢ u j ici se
t i m, Ze obsahuje protein podle naroku 1 nebo 2 spolu

s alespon jednim farmaceuticky prijatelnym nosicem,

s pomocnou latkou nebo s fedidlem nebo ve formé bunék
odebranych z pacientova téla a zpracovanych in vitro pfed

jejich navracenim do téla.

10. PouZiti proteinu podle naroku 1 nebo 2 nebo genu nebo
sekvence DNA nebo sekvence cDNA kédujici tento protein
pfi 1é&b& onemocnéni zplsobenych retroviry, jejichZi funkce

Rev zavisi na eIF-5A.

IIT““Pouiftinroternu=podie»néfoku=~wnebow2wnebowgenuqneborw_"_

sekvence DNA nebo sekvence cDNA kédujici tento protein

p¥i 1é&b& onemocnéni zpusobenych HIV, HTLV-I nebo/a HTLV-II.

12. Protein podle naroku 1 nebo 2 nebo gen nebo sekvence DNA
nebo sekvence cDNA kédujici tento protein pro pouziti jako

l1éc¢ivo.
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13. PouZiti proteinu podle naroku 1 nebo 2 k pripravé léciva
pro lé&bu onemocnéni zplisobenych retroviry, jejichZz funkce

Rev zavisi na eIF-5A.

e el
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Obr. 3

10 | | 30 : 50 % 3
ATG GCA GAT GAC TTG GAC TTC GAG ACA GGA GAT GCA GGG GCC TCA GCC ACC
Met Ala Asp AsSp Leu Asp Phe Glu Thr Gly aAsp Ala Gly Ala Ser Ala Thr*®’.
1 . 10 .

70 _ 90
TTC CCA ATG CAG TGC TCA GCA TTA CGT AAG AAT GGC TTT GTG GTG CTC AAA
Phe Pro Met Gln Cys Ser Ala Leu Arg Lys Asn Gly Phe Val Val Leu Lys
20

110 130 , 150

GGC CGG CCA. TGT AAG ATC GTC GAG ATG TCT ACT TCG AAG ACT GGC AAG CAC

Gly Arg Pro Cys Lys Ile Val Glu Met Ser Thr Ser Lys Thr Gly Lys His
: 40 50

: 170 190
E GGC CAC GCC AAG GTC CAT CTG GTT GGT ATT GAC ATC»TTT ACT GGG AAG AAA
Gly His Ala Lys Val His Leu Val Gly Ile Asp Ile Phe Thr Gly Lys Lys

210 230: : : 250
TAT GAA GAT ATC TGC CCG TCA ACT:CAT.AAT:ATG.GAT.GTC CCC AAC ATC AABRA
Tyr Glu Asp.Ile Cys Pro Ser Thr His. Asn Met:'Asp.Val .Pro Asn Ile. Lys -
: 70 S 80

270 ' 290
AGG AAT GAC TTC CAG CTG ATT GGC ATC CAG.GAT GGG TAC CTA TCA CTG CTC -
Arg Asn Asp Phe Gln Leu Ile Gly Ile Gln Asp Gly Tyr Leu Ser Leu Leu
90 . 100

310 ' 330 350
CAG GAC AGC GGG GAG GTA CGA GAG GAC CTT CGT CTC CCT GAG GGA GAC CTT
Gln Asp Ser Gly Glu Val Arg Glu Asp Leu Arg Leu Pro Glu Gly Asp Leu
: 110

. 370 _ 390 4
GGC AAG GAG ATT-GAG-CAG AAG TAC GAC TGT GGA GAA GAG ATC CTG ATC-ACG___-.
Gly Lys Glu Ile Glu Gln Lys Tyr Asp Cys Gly Glu Glu Ile Leu Ile Thr
120 - 130

10 430 ' . 450

GTG CTG TCT GCC ATG ACA GAG GAG GCA GCT GTT GCA ATC AAG GCC ATG GCA

Val Leu Ser Ala Met Thr Glu Glu Ala Ala Val Ala Ile Lys Ala Met Ala
140 ‘ 150

Lys End




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

