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Lrolovany polynukleotid, ktery koduje savdi Z cyto 7 polypepiid, expresivni
vektor, protilitks a zplsob jeji piipravy

Oblast techniky

Tento vynalez patit do skupiny rlistovych faktor ril, cytokinind,
ovliviiujicich bund&ny metabolizmus svou vazbou na srotein, 1. plsobi zejména
na pm}'iferzwi a diferenciaci bungk, zejn*em na proliferact a m:xwm::iam bundic
Cytokininy jsou dileZité pfi obnovén rméalnich hladin krevpich bunék u

pacienti trpicich anemii nebo pomiupu;mah chemoterapii nadorovyeh
onemocndni.

Dosavadni stav techniky

Proliferace a diferenciace bundk mnohobunéénych organizmi je fizena
hormony a polyp::,pmiy rlstovych faktorfy Tyto difusni molekuly umoimup
burtkam Vm}fwmm komunikovat a fungovat ve vzajemneé souhfe pft tvorbe a

regeneraci pokozenych tkani. Priklady hormontt a ristovych faktort vietné
gtﬁromwch hormonfl {napf. estrogen, testosteron), parathyroudni hormon,
folikuly stimulujict hormon, interleukiny, z kre vnich destifek i“d'vf}?«‘;’:ﬂ‘f;" ristovy
faktor (PDGY = platelet derived growth factor), epidermalni r f»s m@ faltor
(BEGF = c,pzdumal arowth factor), granulocyt - makrofag kolonie stimt wiugict
faktor (GM - CSE), erythropoietin (EPO) a kaleitonin.

Hormony a riistové fakiory ovliviiuji bunéény metabolizrnus vazbou na
pr e;»'ste:,iny Témito proteiny mohou byt integralni mem branové proteiny, jeZ jsou
napojeny na signalni cesty v busikdch, tak 2‘5_&} maﬁ‘ze medidtorové systémy.
Ostatni tHidy proteinti jsou rozpusiné molekuly stejne & jako transkripéni faktory.
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Stiedem zvldfintho zajmu jsou cytokininy, molekuly, které podporuji
proliferaci a/nebo diferenciact bunék. Piklady cytokinint zahrnuyi erythropoetin
(BPQ), ktery stimuluje vyvoj Servenych krvinek, thrombopoetin {TPO), ktery
stimuluje vyvoj bundénych linii makrofagh a granulocytove kolonie stimulugict
faktor (G-CSF), ktery stimuluje vyvoj neutrofill. Tyte cytokinny jsou dulezite
pii obnové normalnich hladin krevnich bundk u pacientil trpicich anemii nebo
podstupuyicich chemoterapi nadorovych onemocnéni. Aktivity téchto
cytokininQ demonstrované in vivo pfedstavugl jef ich abrovsky kmicky
potencial a pottebu daliich cytokininh, cytolanin agonistd a cytokmin
antagonistd.

Podstata vwnalezu

Navrhovany vynalez se obraci na tuto potfebu zajifténi nového
polypeptidu nazvaného cytokmnu podobny takior 7 { cvtokinine-tike factor 7},
dale zde uvadény jako Z cyto 7 a pfibuzné sloudeniny a metody.

Tedy jednou strankou navrhovaného vynalezu je zapstt zolovany Z cyto
7 polypeptid majict sekvence aminokyselmn, jak 1e dale uvedeno. Jsou mamy
lidskd 1 my$ cDNA. Lidskeé sekvence jsou definovany SEQ ID ¢ T a2, AT
mikleotid a sekvence aminokyselin jsou definovany SEQ ID € 11 a 12,

Nukleotidovd sekvence SEQ ID & 1 obsahuje otevieny &tect rAmec
kodujici polypeptid s ptiblizng 180 aminokyselinami s podatednim Met, jak jo
viddt v SEQ ID & 1 a SEQ ID & 2. Pedpovézend signalni sekvence je sloZena z
arninokyselinovych zbytkd 1 aZ 20 a vysledny pedpokdidany zraly Z cyto 7
polypeptid je reprezentovan sekvenci ammnokyselin sahajici od zbytku
aminokyseliny 21, glutaminu ke a véeiné zbytku aminokyseliny 180
fenylalaninu, té% reprezentovany SEQ 1D & 14, Udaje mapujicl peptidy
ukazuji, Fe zraly 7 eyto 7 miide byt sloZen z mnoha N-koncovyeh zralych
variant obsahujicich sekvence aminokyselin sahajici od zbytku aminokyseliny
23, argininu ke a véeind zbytku aminokyseliny 180 SEQ ID & 2, 1€2
definovaného SEQ D & 36; sekvenci aminokyselin sahatici od zbytku
aminokyseliny 27 serinu ke a vietné zbytku aminokyseliny 180 SEQ D& 2, ez
definovaného SHQ D & 37 sekvence aminokyseln definovane zbytkern

aminokyseliny 30, lysinem ke a viemé zbytku ammokyselimy 180 8BQ e 2,
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1% definovancho SEQ 1D & 38: sckvence aminokyselin sahajici od
aminokyseliny 28 lysinu ke a vietné zbytku arm mokyseliny 180 SEQIDE 2,
také definovany SEQ ID & 41 a sekvence aminokyseln sahajici od Zbytku
aminokyseliny 53 methioninu ke a véetnd zbytku aminokyseliny 180, také
definovany SEQ ID & 42, Jediné pozorované §tépent na karboxylovém konei je
fenylalanin v poloze 180, ktery mitke byt oddtépen. To se m fize stat u viech
vy$e definovanych zralych Z cyto 7 polypeptidd, jejichz pitklad je ukazan SEQ
ID &. 43, Dalii varianty lidského Z cyto 7 jsou definoviny SEQ ID & 15 2z 25.
v dodateéném vyjadieni obsahuje dale polypeptid afinitni ptivések.

SEQ ID & 11 a 12 definujl my8i Z eyto 7, kde zraly protein saha od
aminokyselinovych zbytkd zbytku aminokyseliny 21 histidinu ke a vetné
zbytku aminokyseliny 180 fenylalaninu, také definovany SEQ 1D & 39 nebo
jako nahradniho spojovaciho mista od zbytku aminokyseliny 23, arginnu, ke a
véeind zbytku aminokyseliny 180 také definovany SEQ ID ¢. 40. Navrhovany
vynalez je 18 tvoien polypeptidy, které maji sekvenci ammokyselin alespon z
50 % identickou, rad&ji z 95 %, 97 % nebo 99 % identickou s vyie
definovanymi Z cyto 7 polypeptidy.

i f

Daldi vyjédieni navrhovaného vynalezu se tyka peptidu nebo polypeptidu,

i

jeho# aminokyselinova sekvence epitop nesouct &ast Z eyto 7 polypeptidu ma
vyie popsanou sekvenci aminokyselin. Peptidy nebo polypeptidy maj ol
sekvenci aminokyselin epitop nesouci Zdsti Z cyto 7 polypeptidu navrhovan
vynalezu viems Zasti takovych polypeptidd s alespofi deviti, radéji alespo
vice, nejlépe alespod 30 aZ 50 aminokyselinami, atkoll epitop nesouct
polypeptidy jakékoli délky a¥ do a vdetné tplné sekvence aminokyselin
polypeptidu navrhovaného vyndlezu popsaného vyie jsou téz obsaZeny v
prezentovaném vynélezu. Piiklady uvedenych polypeptidd jsou definovany

YTy, M
i SH

sekvencemi aminokyselin SEQ 1D & 25 - 35. Jsou €2 narokovany kterckoli z

7

boe CO
PR

t&ch polypeptidd, jeZ jsou pfipojeny k jinému polypeptidu nebo nosne moickule.

Navrhovany vynalez dale obsahuje polypeptid definovany SEQ ID & 15
a% 25, kde aminové konee uvedenych polypeptidi jsou modifikovany a zréinaji
bud u zhytku aminokyseliny 3, argininem; zbytku ammokyseliny 7, serinem;
zhytlku aminokyseliny 8, lysinem; zbytku ammokysehmy 10, lysinem nebo
zbytku aminokyseliny 33 methioninem.
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Navthovany vynalez dale obsahuje polypeptid, kde polypeptid je

polypeptid definovany SEQ ID €. 2,12, 148225 a 36 a2 42, przmm? sekvence
aminokyselin konéi u woleucini pii Lnytsu %mmmw selin 179 8EQIDE 2, u
zbytku aminokyselin 159 SLQ D¢ 14 a2 25, kiery odpom«i& mym:a
aminokyselin 157 SEQ 1D €. 36, zby thu ammokyselin 133 8EC 1,

18 “?4

».»-

De&d
zbytku aminokyselin 150 SEQ ID ¢ 38, zbytku &mmﬂmf&e’hn ”w‘i} "‘33% Q
39, zbytku ammokyseln 157 SEQ 1 1D & 40, zZbytku aminokysehn 152 SEC
&. 42, zbytku aminokyselin 127 SEQ 1D & 42,

ez dale obsahuje izolovany peptid nebo polypeptid z
vyke popsanych peptidii nebo gxoiypegmé majici sekvenct aminokyselin
modifikovanou adici, delect afebo pfemistdnim jednoho nebo vice zbytkl
aminokyselin a ktery Hdi biologickou aktivitu uvedencho peptidu nebo

polypeptidu

Navrhovany vyna

Dalgim zfetelemn vynalezu je zajistit chimericky paivnepiid skladaiici se
nezbyind z prvni a druhé asti spojenych peptidovou vazbou. Prvni £ast
chimerického polypeptidu obsahuje nezbytné (a) Z cyto 7 polypeptid, 1k 1e
popsan vyse , (b) allelické varianty vyse nwp«;azwch polypeptidll. Druha cast
chimerického polypeptidu obsahuje nezbytné jiny polypeptid tak jako afinitnt
piivések. V jednom vyjadient je afinitnim pi“?vési«:ﬁ*n mmunoglobuln By
polypeptid. Vynalez té zajiituje expresivnl vektory l(i:#df‘ﬁvaﬁﬁ chimerickym:
polypeptidy a hostitelské burtky transfektované pro produk ch:menckyc?*
polypeptidd.

Dalii aspekt navrhovaného vynalezu opatitje pro izolovane molekuly
nukleové kyseliny obsahujict polynukleotid vybrany ze skupiny sestavajicl z (a)
nukleotidové sekvence kodujici vyde popsané Z cyto 7 pmiymp“;a“v* (b}
nuldeotidové sekvence kodujict polypepiidy SEQ [D & 14 2240 a(¢)
nukleotidové sekvence komplementami ke kterékoli 2 nukleotidovych sekvenci
v {a) nebo (b}. |
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Nasledujici vyjadient vynalezu z&ﬁ*}rr;?zjres izc&iqs'vgx}é moiak;u%y mkmum u
kyseliny, kterd obsahuje polynukleotid may ict nukleo tidovou sekvenci fsi@g;fgn z
90 % identickou, radsji # 95 %, 97 Y%, 98 %% nebo 99 % mr':’ntxcﬁgu ke kterékoh
z nukleotidovych sekvenci v (a), (b) nebo {c} uve;x;ia;fﬁ}}?h'w%iﬁ ﬂeb? ,
polynukleotid, kiery hybridizuje za pi’isn}'/ch éyi?mdzgaamch p:gé{z": mek na
polynukleotid majici nukleotidovou sekvenct (,3;}-« { h) nebo {s} vyée uvaies_mu..
Pridavné vyjadieni nukleovych kyselin p?@dklﬁé@n@hg vynalezu se vztahuie k-
irolované molekule nukleowé kyseliny obsahujict am mnokyselnu epitop nesouet
Lasti Z cyto 7 polypeptidu.

V dal¥im aspektu tohoto vynalezu je zaj itén e@mgi%é vﬁkt?r @hw}*%m
(a) transkripéni promotor, (b) DNA segment kddujict vyse pepsaz}ﬁs:pcaiypepnd,
& ( ¢) transkripdni termindtor, kde promotor DNA segment & terminator Jsou
pperativné spojeny.

V ttetim aspekiu vynalezu je zajisténa kultivovana eukarvoticka burika,
do niz byl vpraven expresivni vekior, jak je uvedeno vyse, phitemz tato burika
exprimuje protemn polypeptidu kédovandho DNA segmentem.

¥ dalsim vyjadreni navrhovaného vynalezu je wolovana protilatka, ktera
se specificky vaZe k vyde popsanému Z cyto 7 polypeptidu. Narokowvan e téz
zplsob plipravy protilatek, které se vazou k Z cyte 7 polypeptidu zahrnujict
ockovani savce Z cyto 7 polypeptidenm nebo 2 cvio 7 eptiop nesoucim
polypeptidem tak, Ze savec produkuye proti polypeptidu protilathy a tyto
protilitky 1sou 1zolovany.

Tyto a ostatni aspeldty vynalezu se stanou Zejmymi v odkazech k
nasledujicimu podrobnému popisu

Nauka vSech zde citovanych odkazil je v pném rozsahu uvedena zde v
odkazech.
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Termin afinitni piivasek je zde poukit k oznadeni segmentu poiypeptidu,
ktery miize byt pfipojen k druhému polypeptidu za Géelem purifikace nebo
detekee druhého polypeptidu nebo zaji¥téni poloh pro pfipojent druhého
polypeptidu k substratu. V principu jakykoli peptid nebo protein, pro kiery fe
dostupna protilatka nebo jiné specificky vazané Cimidlo mize byt pouzit jako
afinitni pHvisek. Afinitni pfivésky obsahuji polyhistidinovy isek, protemn A
[Nilsson et al, EMBO I 4 1075 (1985); Nilsson et al, Methods Enzymol,

198 - 3 (1991)], glutathion S transferazu [Smith and Johnson, Gene 67 31
(1988)], Glu-Glu afinitni pfivdsek {Grussenmeyer et al , Proc. Natl. Acad. S¢f
1S4 82 - 7952 - 4 (1985)], substanci P, FLAG™ peptid (Hopp et al,,
Biotechnology 6 - 1204 - 10 (1988), peptid vazajici streptavidin, nebo jmy
antigenni epitop nebo vazebnou doménu. Viz obecnd Ford et al., Protein
Expression and Purification 2: 95 - 107 (1991). DNA kddujicl afinitni piivésky
jsou dostupné od komerénich dodavatelt (napf. Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ).

Termin , alelickd varianta™ oznaduje kterékoli dvé nebo vice alternativnich
forem gentt obsahujicich stejny chromozomalni lokus. Alelicka variabilita se
zvySuje, pfidemz mutaci a vysledkem miZe byt fenotypicky polymorfizmus v
populacich. Genové mutace mohou byt skryte (nedochazi ke zméné v
kédovaném polypeptidu) nebo mohou kédovat polypeptidy, kieré maji
sménénou sekvenci aminokyselin. Termin alelickd varianta je zde t¢Z pouzit k
omaceni proteinu kodovaného alelickou variantou genu.

Termin ,,expresivni vektor” omaduje DNA molekuly, linedmi nebo
cirkulami, ktera obsahuje segment kodujie! uréity polypeptid operativnd spojeny
5 piidavnymi segmenty tak, aby byla zajifténa jeho transkripce. Takové
piidavné segmenty mohou obsahovat promotor a sekvence terminatoru a
mohou piipadné obsahovat jeden nebo vice potatki replikace, jeden nebo vice
selektivnich marker(l, zesilovag transkripce, polyadenyladni signal a podobné,
Bxpresivni vektory jsou obvykle odvozeny od plazmidu nebo virové DNA, nebo
mohou obsahovat prvky obojl.
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Termin . izolovany®, je-li uZit v souvislosti s molekulou polynukieotidu,
omaduje, z¢ polynukieotid byl odebréan z jeho piirozeného genetického
prostiedi, tudiZ bez jinych okolnich nebo ne¥adoucich kodujicich sekvenci, a
nachazi se ve formé vhodné pro pouZiti v systémech produkee proteint
metodami genového inZenyrstvi. Takové izolované molekuly jsou ty, které byly
separovany z jejich pfirozencho prostiedi a zahmuji cCDNA a genom icke klony.
Tzolované DNA molekuly tohoto vynalezu neobsahuji ostatni geny, § nimiz [S0U
obvykle vazany, ale mohou obsahovat piirozent se objevujici 5'a 3’
nepieloZitelné Useky jako jsou promotory a term inatory. Identifikace vazanych
tisekdl je ziejma odbomikim v oboru. Viz naptiklad Dynan and Tyan, Nafure
316 774 - 78 (1985). Je-liv souvislosti s proteinem uZit termin izolovany™,
mamena to, ¥e byl protein nalezen v podminkdich jinych, neZ je jeho piirozend
prostiedi, jako je oddéleni z krve a pvifeci tkénd. V prednostni formé izolovany
protein ve své podstate neobsahuje jiné proteiny, zejmeéna jiné proteiny
avitectho ptivodu. To je upfednostiiovano pro zaji§téni proteind ve vysoce

v

purifikované formé, napf. vy Cistota ne 95 %, radéji vyEsi Sistota neZ 99 %

Termin ,,operativné vizany™, pokud se tykd DNA segmentll znarend, 7e
segmenty jsou uspoiadany tak, sby jejich funkee byla v souladu se zamySlenym
{iteler, napt, transkripce zading v promotoru a pokracuje pres kédovact
segmoent k termmatora.

hrmm ,polynuklectid™ znamena jedno- nebo dvoufetdzovy polymer
demxyﬂbomddemidovﬁfch nebo ribonukleotidovych bazi &tenych od §' k 3
konci. Polynukleotidy obsahujl RNA a DNA a mohou byt izolovany z
plirodnich zdroji syntetizovanych in vitro, nebo plipravenych z kombinace
ptirodnich a syntetickych molekul.

Termin ,, komplementy polynukieotidovych molekul™ oznaluje
polynukicotidové molekuly, které majf komplementamni sekvence bazi a
opadinou orientaci ve srovnani s referendni sekvenci. Naptiklad sekvence 5'
ATGCACGGG 3' je komplementami k ' CCCGTGCAT 3.
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Termin ,,degenerovana nukleotidova sekvence™ omaduje sekvenci
nukleotid@, kters obsahuje jeden nebo vice degenerovanych koda (jak lze
srovnat & referendni polynukleotidovou molekuloy, jei kdduje polypeptid),
Degenerovany kod obsahuje odligné triplety nukleotidty, ale kdduje stejny
zbytek ammnokyseliny (napt. GAU a GAC triplety oba kodugi Asp).

Termin promoter” oznaduje ¢ast genu obsahwicich DNA sekvence,
ktera zaji¥t'we vazbu RNA polymerdzy a miciact transkripee. Promotorove

I

sckvence s¢ obvykle, ale ne vidy, nachazi v 5" nekddujicich Gsecich gentl.

Termin , sekreéni signalni sekvence™ oznaduje sekvenct DNA, ktera
koduje polypeptid (,sekredni peptid™), jenZ _;aka soucast vétiiho polypeptidu
sméruje vat&i polypeptid skrz sekre estu buriky, v niZ je syntetizovan, VEtdi
peptid je obvykle $tépen, aby se odstranil sekrednd peptid béhem pfenosu
sekredni cestou.

Termin , receptor” oznacuje s burikou spojeny protein, ktery se vaze k
bioaktivni molekule (napt. ligand) a zprostfedkovava Géinek ligandu na buriku.
Membranove vazané receptory jsou charakterizované multioblastni strukturou
obszhujici extracelulami oblasini véazajict ligand a intracelulami efektorovou
oblast, ktera je typickou soucasti v signaini transdukei. Vazbou ligandu na
receptor dochazi ke konformadnt zméné v receptoru, ktera zpusobi interakee
mezi efektorovou oblasti a jinou (ymi) molekulou (ami) v buiice. Tato mterakee
opét vede ke zméne v metabolizmu buitky. Metabolicke deje, které jsou vazany
na mterakce receptor - ligand, zahrnujf genove transkripee, fosforylac,
deforforylact, zvysuje se produkcee eyklického AMP, mobilizace bunééného
vapniku, mobilizace membrénovych lipidl, bunééna adheze (soudrinost),
hydrolyza inositollipidh a hydrolyza fosfolipidi ’\Aﬁohf: jaderné rs.,cgpmnr téz
predstavuji roultioblastni struktura, obsahuiji ammnovy konec, transaktivadni
oblast, oblast VdJ!,deCI DNA a oblast vazajici igand. Obecnd receptory mohou
byt membranové vazané, cyvtosolické nebo jademe; monomerické (napft.
receptor thyroid stimuluyictho hormonu, beta-adrenergicky receptor) nebo
multimerické (napt. PDGF receptor, receptor ristového hormonu, 1L - 3
receptor, GM - CSF receptor, G - CSF receptor, receptor erythropoetmu a [L - 6
receptor).
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Termin . komplement/antikoraplement par oznaduje neidenticke
skupiny, které za vhodnych podminek tvofi nekovaleningé spojené stabilni pary.
Napiiklad biotin a avidin (nebo streptaviding jsou prototypickymi zastupe
komplement/antikomplement paru. Jiné prikladng komplement/antikomplement
pary zahrnuji receptor/ligand pary, protilatka/antigen (nebo hapten nebo epitop)
pary, antikodujici/kodugict polynukleotidove pary a podobné. Tam, kde je
poradovana naslednd disociace komplement/antikornplernent ma*zz Je
komplement/antikomplement par prednostng vizan afintton < 107 M.

_Rozpustny protein™ je protein polypeptid, ktery neni vazan k bundéné
membrané.

¥ preferovanych stdlesndnich tohoto vynalezu budou izolovand
polynuldeotidy hybridizovany za pisnych podminek na podobné velké tseky
DNA SEQ ID & 1 nebo sekvenci kni komplementarni. Obecné piisné
podminky jsou voleny tak, aby teplota byla asi o 5 °C niZ8i, nez bod tepeincho
tani (T = thermal melting point) specifické sekvence pi1 definované iontové
sile a pH. Ty, je teplota (pfi definované iontové sile a pH), pfi niz 50 % cllove
sekvence hybridizaje na dokonale padnouei vzorek. Typ ickd prisné podminky
jsou takové, pii nichZ je koncentrace soli pFiblizné 0,02 M nebo méné pfi pH 7
a teploté alespoii ast 60 °C. Jak bylo uvedeno dfive, jzolovane polynukieotidy
tohoto vynalezu obsahuji DNA a RNA. Metody olace DNA a RNA jsou dobfe
mamy v oboru. Celkova RNA miiZe byt piipravena za pouziti guanidin Hel
extrakee nasledované izolaci centrifugaci v CsCl gradientu {Chirgwin ef al.,
Biochemistry 18 52 - 94 (1979)]. Poly (A)" RNA je pfipravena z celkové RNA
7a pouriti metody dle Aviv and Leder, Proc. Nail. Acad. Sci. USA 69 1408 -
1412 (1972). Komplementami DNA (¢DNA) je pfipravena z poly (A)" RNA
poufitim znarnych metod. Polynukleotidy kéduicl Z cyto 7 polypeptidy jsou
pak identifikovany a izolovany napiiklad hybridizaci nebo PCR.

Navic polynukleotidy tohoto vynalezu mohou byt syntetizovany pouditim
DNA syntetizitorli. Béné je pouZivana fosforamiditova metoda. Je-ii pro
aplikaci jako je syntéza genu nebo genovych fragm entl: poZadovana chemicky
syntetizovand dvoufetézova DNA, pak je kaZdy komplementarni fetézec tvofen
odd&lend. Priprava kratkych gent (60 az 80 bp) je technicky piimodara a mize
byt provazena syntetizovanim komplementarnich fetézet a poté jerich spojenim.
Pro piipravu delfich genit (> 300 bp) viak musi byt pouZita spe Halni strategie,
proto¥e schopnost parovani kazdeho cyklu behem chemické syntézy DNA je
¥idka 100 %. K prekondni tohoto problému byly sestaveny synteticke geny
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{dvoufetdzove), ato v modularni formé 2 edr1ofeiézov§ch ﬁe@neniﬁfaa’&é}ce
20 a3 100 nukleotidd. Kromé toho protein kodujict sekvence, symteticke geny
mohou byt oznaceny koncovymi sekvencemi, jeZ usnadniuji nzerci do |
restrikénich endonukleazovych mist klonovaciho vektoru a mohly byby’t |
pfidany jiné sekvence obsahujici signaly pro spravnou iniciaci a terminact
transkripce a translace.

Viz Glick, Pernard R. and Jack J. Pasternak, Molecular Biotechnology,
Principles & Applications of Recombinant DNA, (ASM Pr;gs, W &shmgwn, D.
C. 1994), Ttakura, K. et al. Synthesis and use of synthetic {ahgmuaimm%es“
Anni. Rev. Biochem. 33 - 323 - 356 (1984), and Climie, S. ef al. Chemical
synthesis of the thymidylate synthase gene. Proc. Natl Acad. Sci. US4 87 . 633
- 637 (1990).

Odbornikiim v oboru bude zfejmé, Ze sekvence uvedené vSEQIDC 1 a
2 ptedstavuii jednoduchou lidskou alelu. Existuje mnoho plirozend se
vyskytujicich zralych N - kencovych variant, které maji vedouct sekvenci
rozitépenou na odlisnych pozicich. Obsahuji sekvence definované SEQ ID &
14, 36, 37 a 38. Alelické varianty téchto sekvenci mohou byt klonovany
sondovaci cDNA nebo poskytnuty genovymi knihovnami od riznych
jednotlivedt podie standartnich procedur. Piiklady variant lidského Z cyto 7 jsou
reprezentovany polypeptidy SEQ 1D €.: 15 -25.

Myii Z eyto 7 cDNA a protein jsou uvedeny SEQ ID & 112 12 Zraly Z
cyto 7 polypeptid je definovan SEQ ID £ 39 a 40,

Tento vynalez dale t&7 zajist'uje doplitkové proteiny a polynukleotidy z
jinyeh druhd (,species orthologs™). Zvlaint pozornost zashuhuji Z cyto 7
polypeptidy 2 jinych druhti saved, zahmujicich mygi, veplove, ovdi, hovézd, psi,
kotidi, kofiské a ostatnich primatds. , Species orthologs™ lidskeho Z cyto 7
proteinu mohou byt kionovany za pouZiti informaci a sloucenin, které poskytuje
tento vynalez v kombinact s konvendénimi technikami klonovani. Napfiklad
cDNA miiZe byt klonovéana pouZitim mRNA ziskané z tkang nebo bunéiného
typu, ktery exprimuje protem. Yhodné zdroje mRNA mohou byt naptikiad
identifikovany pomoct metody Nothernova pfenosu s nukleotidovymi sondami
uspofadanymi ze sekvenci zde zvefeinénych. Protem kédwici cDNA miZe pak
byt izolovana riiznymi metodami jako sondovanim s Uplnou nebe Cdstednon
lidskou nebo my#t cDNA nebo s jednou nebo vice degenerovanymi
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nukleotidovymi sondami zaloZenymi na zde uvedenych sekvencich. cDNA
miiZe byt té klonovana pouZitim polymerdzové fetdzové reakee nebo PCR
(Mullis, U. 8. Patent No. 4, 683, 202), pouditim matrici uspofadanych ze zde
uvedenych sekvenci. V daldich metodach miZe byt cDNA knthovna pouZita ke
transformaci nebo transfekei hostitelskych bunék a exprese pfislusne cDNA
mie byt detegovana pomoci protilatky k piisluSnému proteinu. Podobné
techniky mohou byt téz poufity k izolact genovych kiont. Jak je pouzit a
narokovén jazyk _izolovany polynukleotid, ktery koduje polypeptid, uvedeny
polynukleotid je definovan SEQ ID ¢ 2 obsahuje véachny alelicke varanty a
_species orthologs™ polypeptidu SEQ ID & 2.

Tento vyndlez zajiétuje t¢Z izolované proteinové polypeptidy, které jsou
madné homologni viiéi protenovym polypeptidlim SEQ ID & 2 ajejich
species orthologs™. ,,Izolované® znamend protein nebo polypeptid nachazejic
se v jinych podminkéach neZli jeho pfirodnim prostfedi, tak jako oddélené z krve
a zviteci tkand. Je davdna pfednost tomu, aby izolovany polypeptid byl v
podstatd bez ostatnich polypeptidii, zvIasté jsou-li Zivoineho pavodu
(zvitectho). Je preferovano zajistit polypeptidy ve vysoce purilikované form £,
napt. vy§di stupefi Cistoty neZ 95 %, lépe vyS&i stupeii Cistoty nez 99 %. Termin
_znaéné homologni® (,,substantially homologous™) je zde poufit k oznadeni
polypeptidil, které maji 50 %, radéji 60 %, nejlépe alespon 80 % sekvence
identické se sekvenci ukazanou v SEQ 11D & 2 nebo jejich ,species orthologs™.
Zadandj¥ je, aby takové polypeptidy byly alespoft z 90 % identicke, nejlépe z
95 % nebo vice identické se SEQ ID &. 2 nebo jejich ,species orthologs™.
Procento identity sekvence se uréuje konvenénimi metodami. Viz napiiklad
Altschul er gl Bull Math, Bio. 48 603 - 616 (1986) a Henikoff, Proc. Natl,
Acad. Sci. US4 89 10915 - 10919 (1992). Strucné feceno, dvé sekvence
aminokyselin jsou sefazeny za 0delem optimalizace orientace Zlabkll, poukitim
.2 gap opening penalty of 10, a gap extension penalty of 1 and the -blossom
67 Hlabkova matrice dle Henikoffa a Henikoffa (tamtéZ), jak je ukdzano v
tabulce 2 (aminokyseliny jsou cznadeny standardnimi jednopismenkovymi
kédy). Procento identily je pak vypotteno jake:

celkovy poéet identickych protdskd

x 100

[délka delst sekvence plus podet
jamek wnesenych do deldi sekvence
za éelem sefazeni dvou sekvenci]
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Identita sekvenci polynukleotidovych molekul je sestavena stejnymi
metodami uZivajicimi pomér uvedeny vyie.

Znadné homologni proteiny a polypeptidy jsou charakterizovany tim, e
maji jednu nebo vice substituci, deleci nebo adici aminokyselin. Tyto zmény
jsou ngjspis mené piirozend, jsou to konzervativni substituce aminokyselin (viz
tabulka 3) a jin¢ substituce, které vyznamné neovliviiuji konformaci nebo
aktivitu proteinu nebo polypeptidu; malé delece typicky od jedné do 30
ammokyselin a mald prodlouZeni aminovych nebo karboxylovych konef tak,
jako methioninovy zbytek aminového konce, maly vazebny peptid do 281 20 a¥
25 zbytkli nebo malé prodlouZeni usnadfiujic purifikaci (afinitnf pHvések), tak
jako polyhistidinovy Usek, protein A [Nilssonetal, EMBOJ 4. 1075 (1985);
Nilsson et al., Methods Enzymol. 198 : 3, (1991)], glutathion S transferaza
[Smith and Johnson, Gene 67 : 31, (1988)], nebo jind antigenni epitop nebo
vazebna doména. Viz obecné Ford ef al, Protein Expression and Purification
295 - 107 (1991). DNA kdduyjict afutni piivésky jsou dostupné od
komerénich dodavatell (napt. Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).
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Tabulka 3.

Konzervativni substituce aminokyselin

Zasadité: arginin
lysin
histidin
Kyselé: kyselina glutamova

kyselina asparagova

Polami: glutamin
asparagin

Hydrofobnt: leucin
izoleuem
valin

Aromaticke: fenylalanm
tryptofan
tyrosin

Male: glyem
alanin
SErin
threonmn
methionin

Esencialni aminokyseliny pfitorané v polypeptidech tohoto vynalezu
mohou byt identifikovany pomoci postupii znamych v oboru tak jako mising
cilend mutageneze nebo alaninem snimana mutageneze {(alanine - scanning
mutagenesis) [Cunningham and Wells, Science 244. 1081 - JORS (1989); Bass
etal. Proc. Natl Acad. Sci, USA 88 4498 - 4502 (1991)]. V nov&jsich
technikéach jsou uvadény jednoduché alaninove mutace u kazdeho zbytku v
molekule a vysledné mutované molekuly jsou testovany z hiediska hiologicke
aktivity (napt. ligand vazajicl a signalni transdukee), aby byly identifikovany
aminokyselinové zbytky, které jsou rozhodujic pro a tivitu molekuly. Mista
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mterakce ligand - protein mohou byt t€Z uréena alanyzou krystalovyeh struktur,
které se uréuji takovyrni technikami, jako jsou nuklearni magneticka rezonance,
krystalografie nebo fotoatimitni znadent. Viz napfikiad de Vos et al, Science
2551306 -312{1992); Smither al., J Mol Biol 224 : 899 - 504, 1992;
Wlodaver et al, FEBS Leti 309 : 59 - 64 (1992). Identity esencialnich
aminokyselin mohou byt té% vyvozeny z analyzy homologh s piibuznymi
proteiny.

Mnohodetné substituce ammnokyselin mohou byt provedeny a testovany
pomoet znamych metod mutageneze a tfidéni, tak jak je uvedenoe v Reidhaar -
Olson and Sauer, Science 241 : 53 - 57 (1988) nebo Bowie and Sauer, Proc.
Natl Acad Sci. USA 86 - 2152 - 2156 (1989). Kratee, tito autof1 uvadél
metody pro soudasné provedeni ndhodnych mutaci dvou nebo vice pozic v
polypeptidu, vybér funkéniho polypeptidu a nasledné sekvencovani
mutagenizovanych polypeptidii za tcelem urlent spektra pfipustnych substituci
na kazdé pozici. Jiné metody, které mohou byt poulity, zahraugi fagove
zobrazeni, napt. Lowman ef al, Biochem. 30 10832 -~ 10837 (1991); Ladner ef
al. U S. Patent No. 5, 223, 409; Huse, WIPO Publication WO 92/06204 a
mistné fizené mutageneze, Derbyshire er al, Gene 46 : 145 (1986); Ner et al..
DNA T 127 (1988},

Vyse uvedené metody mutageneze mohou byt kombmovany s vysoce
aéinnymi metodami tHdéni {,seriningu™) pro deteke: klonovanych,
mutagenizovanych proteint v hostitelskyvch burtkach. Nejvhodngl stanoveni v
tomto ohledu zahmuji zkousky bunééng proliferace a niZze uvedené zkousky s
vazanym ligandem, jehoZ podstatou je biosenzor. Mutagenizované molekuly
DNA, které koduji aktivni proteiny nebo jejich &asti (napf. ligand vazicl
fragmenty), mohou byt znovu ziskény a rychle selkvencovany s pouZitim
moderniho zafizeni. Tyto metody umomiyji rychle uréit dbleZitosti jednotiivych

o

zbytk{ aminokyselin ve sledovaném polypeptidu a mohou byt pouZity u
polypeptidd nezname struktury.

PouZitim vyse diskutovanych metod mize béiny odbormnik v oboru
ptipravit rizné polypeptidy, které jsou znaéné homologni viéi SEQ 1D €. 2
nebo jejim alelickym variantam a udrzuii s1 viastnosti proteinu standardniho
typu. Jak je vyiddieno a nArokovanoe v tomto jazyce ,polypeptid defmovany
SEQ ID & 2 zahrmuje viechny alelicke varianty a | spectes orthologs™

polypeptidu,
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Dalsi vyjadieni tohoto vynalezu zajist'uje pro peptid nebo polypeptid
obsahujicim cpi‘mp nesouci ¢ast polypeptidu tohoto vynalezu. Epitop téio &asi
polypeptidu je¢ imunogennim nebo antigennim epltopem yéivmptidu tohoto
vynalezu. Oblast proteiny, k niZ se protilatka miZe vazat, je definovana jako
Lantigenni epiop”. Viz napfiklad Geysen, H M. et al., Proc. Nati Acad Sci
/S84 81 : 3998 - 4002 (1984).

Pokud se jedna o vybér peptidl nebo polypeptidd nesoucich antigennt
epitop (napf. ktery obsahuje oblast proteinové molekuly, na ni se mii¥e vézat
protilatka), jsou v oboru dobi'e znamé ty relativng kratké synteticks peptidy,
které mmitugi dast pm‘tcmz.we sekvence 2 j*-;(‘:-ll vhodné pro rutinni ziskavani
antiséra, které reaguje s ¢astedng imitovanym profeinem. Viz Sutchiffe, J. G. et
al. Science 219 : 660 - 666 (1983, Pupixav schopné vyvolavat protemn reaktivai
sérum, jsou Casto zastoupeny v primami sekvenci proteinu, mohou byt
charaktuxmvuny pomoci skupiny {skupinou) nékolika ; eﬂmdu hyeh pravidel a
nejsou vazany blizko imunodominantnich oblasti neporudenych pm@mu {napf.
mmn@germmh epitopil) ani u aminovych nebo karboxylovyeh koned. Peptidy,
které jsou prilis hydrofobni a ty, které maji Sest nebo méné zbyikd, jsou obvykle
netdmné pi1 vebuzovani protilatek, které se vaZou na imitovany protein; deléi
rozpustne pephidy, zviasté ty, které obsahwi prolinové zbytky, jsou cbwykle
uénne.

Peptidy nesoucs antigennt epitop a polypeptidy tohoto vynalezu jsou proto
uziteéné pro imunizaci véetnd monoklonalnich g mmwtek které se specificky
vazou k polypeptidu tohoto vynalezu. Peptidy nesouct antigenni epitop a
polypey&tidy tohoto vynalezu obsahuyy ji srzkvwce aiegpcm devity, radéji mezi 15 aZ
as1 30 ammnokyselin, v nichZ jsou obsaZeny sekvence aminokyselin polypeptidu
tohoto vynalezu. Nieméné »*aepf?d'y e ?m polypeptidy obsahujici delfi &dst
sekvence aminokyseliny tohoto vynalezy, ktera obsahuje od 30 do 56
aminokyselin nebo jakoukol délku aZ do a vietng upim aminoyselneyeé
sekvence poiypeptzdu tohoto vynalezu, jsou take uZitedné pro vzbuzovani
protilatek, které rreaguji s protemem. Nejlépe, je-ii aminokyselinova sekvence
epitop nesouciho peptidu vvbrana tak, aby zajistila podstatnou rozpustnost ve
vodnich rozpoustédiech (napf. sekvencim obsahwici relativné hydrofilni zbvtky
a hydrotobni zbytky, je nejvhodnéiéi se vyhnout); sekvence obsahuici
proimové zbytky, jsou zvidsid vhodné. Viechny polypeptidy uvedené v seznamu
sekvenct obsahuji antigenni epttopy za ddelem pouziti podle toheto vynalezu,
mieméné zvladt upravend antigenni epitopy zahrmuji peptidy definované SEQ
¢ 27 -35,
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Polynukleotidy, obecné cDNA sekvence wvadéného vwndlezu kdduji vyie
popsané polypeptidy. Urdith cDNA sekvence, ktera kdduje polypeptid tohoto
vynilezu, je sloZena ze série kodond, kazdy aminokyselinovy zbytek
polypeptidu je kddovan kodonem, piidemz kazdy kodon se sklada ze tii
nukleotidfi. Aminokyselinové zbytky jsou kodovany jejich piislugnymi kodony,
jak vidime dale.

Alanin (Ala) je kodovan GCA, GCC, GCG nebo GCT;

Cystein (Cys) je kédovan TGC nebo TG,

Kyselina asparagové (Asp) je kodovana GAC neho GAT;
Kyselina glutamova (Glu) je kédovana GAA nebo GAG;
Fenylalanin (Phe) je kédovan TTC nebo TTT;

Glyein (Gly) je kodovan GGA, GGC, GGG nebo GGT,

Histidin (His) je kédovan CAC nebo CAT,

Tsoleucin (Ile) je kddovan ATA, ATC nebo ATT,

Lysin (Lys) je kodovan AAA nebo AAG,

Leucin (Leu) je kodovan TTA, TTG, CTA, CTC, CTG nebo CTT;
Methionin (Met) je kédovan ATG,

Asparagin (Asn) je kodovan AAC nebo AAT,

Prolin (Pro) je kédovan CCA, CCC, CCG nebo CCT;

Glutamin (Gln) je kédovan CAA nebo CAG;

Arginin (Arg) je kédovan AGA, AGG, CGA, CGC, CGG nebo CGT;
Serin (Ser) je kddovan AGC, AGT, TCA, TCC, TCG nebo TCT;
Threomin (Thr) je kédovan ACA, ACC, ACG nebo ACT]

Valin (Val) je kédovan GTA, GTC, GTG nebo GTT;

Tryptofan (Trp} je koddovan TGG; a

Tyrosin (Tyr) je kédovan TAC nebo TAT.

Je tFeba, aby bylo ziejmé, e podle tohoto vynalezu, kdy cDNA je
nérokovana jak je popsano vyie, se rozumi, Ze to, co je narokovéno, jsou oba
smysly Fetdzee, ti. sense strand”, | anti-sense strand™ (negativni fetézec
a pozitivni fetézec) a DNA jako dvoufetézova, jez ma oba fetézce |, the sense”™ a
_anti-sense” (negativni a pozitivni) spojené pomoci pfisludnych vodikovych
vazeb, Je také narokovana medidtorova RNA (mRNA), ktera kéduje
polypeptidy tohoto vynalezu: a kteraZto mRNA je kadovana vyse popsanou

cDNA. Mediatorova RNA {mRNA) bude koédovat polypeptid za pouditi

i
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° 1 . o rlenr w6 el Fe ka¥dy nukleoti
stejrych kodenu, ktere jsou definovany vyse s tim rozdilem, Ze kazdy mukleotid

thymin (T) je nahrazen nukleotidem uracliem (V).

Proteinové polypeptidy tohoto vynalezu obsahuyici pn}t@iﬁ;f v piné ﬂi&cg
fragmenty proteinli (napf. receptor vazajict fragmenty) a sw&me infopf}gﬁdy
mohou byt produkovany ¥ hostitelskych buitkach ﬁpf_avczfiych poroc sz;e\;ed ’
oenetického inZenyrstvi za pouiti konvenénich technik tohoto oboru. ‘vi‘x'ocim
hostitelské buitky jsou takové typy bunck, kterd mohou byt tg’z}nstfafmaafmgf
nebo transfektovany exogenni DNA a pastoviny v kultule; zaizngé kaktene
plisiiove buiiky a kultivované vyisi eukaryoticke b&ikj;’, Lai«mmﬂﬁf@vmnk} {
zeiména kultivované butiky mnohobundénych organizm{, jsou zZvIASEE vl uﬁv‘yz
Techniky pro manipulaci ilonovanych DNA molekul a vkladani exogenni DNA
do riznych hostitelskych bunék jsou zveieindny v Sambrook ef al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, (2nd ed.) { Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989}, 2 Ausubel ot al | tamiés.

Obecné, sekvence DINA kddujict Z cyto 7 polypeptid, 1e operativnd
vazana k ostatnim genetickym prviiim, ktere jsou tfeba pro jeii exprest
obecné obsahuyici transkripéni promotor a terminator & vélenénym expresivnim
vektorem. Vektor by meél obsahovat €7 jeden nebo vice volitelnych markeru a
jeden nebo vice podatkd replikace, ackoh odbornikiim v oboru je zfeimé, 7e v
urtitych systemech volitelné markery mohou byt opatieny na Gddéi@ﬁ}',’f{:h
vektorech a replikace excgenni DNA miZe byt vedena integraci do genomu
hostitelske buiiky. Vybér promotort, terminator(, volitelnych markerd, vektord
a dalfich prvkil je zdleritost] rutinnd Gpravy na Grovni b¥Znych mmualost! v oboru
Mnoho tekovyeh prvki je popsane v literatufe a jsou dostupné prostiednictvi
komerénich dodavatell

sekredni signalni selvence (17 znama jako vedouct sekvence, prepro sekvence
nebo pre sekvence), je zajiéténa v expresivnim vektoru, Sekreéni signaini

A ) PO S A g IO S FU 1 w  ry . B -
Smérovani Z cyto 7 polypeptidu do sekreéniho trakiu hostitelské bunky,

sekvence miliZe byt tim proteinem nebo mize byt odvorzena z jiného
sekretovaného proteinu (napf. +-PA) nebo syntetizovana de novo. Sekreéni
signalni sekvence je pfipojena k 7 cyio 7 DNA sekvenc: ve spravném &tecim
ramet. Sekredni signalni sekvence jsou obvykle umistény 5' K DNA sekvencs
koduyict uvedeny polypeptid, adkol uréité signalni sekvence mohou byt
umistény kdekoli v uvedene DNA sekvenct (viz napf. Welch g1 al, U. S Patent
No. 5,037, 743, Holland et al, U 8. Patent No. 5, 143, 830y

b
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Kultivované savdi bunky jsou nevhodnééimi hostitelt v prezentovaném
vynaiezu Metody pro vpraveni exogenni DNA do savdich hostitelskych bunék
zahrnuji fosfore¢nanem vapenatym zprostiediovana transfekee, Wigler er al,
Cell 14 : 725 (1978); Corsaro and Pearson, Somatic Cell Genetics 7 - 603
(1981): Graham and Van der Eb, Virology 52 : 456 (1973), electroporation,
Neumann et al, EMBCG J. 1 : 841 - 845 (1982), DEAE - dextran mediated

transfection, Ausubel ef @/, eds., Current Protocols in Molecular Biclogy (Iohn

Wiley and Sons, Inc., NY, 1987), a lipozomy zprostiedkovana transfelce

(Hawley - Nelson et al., Focus 1573 (1993); Ciccarone ef al., Focus 15 : 8Q
1

il

(1993). Priprava rekombinantnich pmypepmﬁb. v kultivovanych savéich busikact
je uvedend napiiklad v Levinson et af,, U. 8. Patent No. 4, ?13, 339, Hagen er

al, U. 8. Patent No. 4, 784, 950; Palmtter ef af., 1. 8. Patent No. 4, 579, 821 ¢

Ringold, U. S. Patent No. 4, 656, 134. Vhodné kultivované savéi bufiky zahrnuji

COS - 1 (ATCC No. CRL 1650}, COS -7 (ATCC No. CRL 1651), BHK
(ATCC No. CRL 1632), BHK 576 (ATCC \Q CRL 10314), 293 ATC& No.
CRL 1573; Graham ef al., J. Gen. Virol. 059 -72(1977)] a i:ﬂ,m £éné linie
vajecniku éinského kieCka (napt. CHO - "”i ATCC No. CCL 61). Dajdi
vhodné bunédné linie jsou znamé v oboru a dostupné 2 vefenych depozitaii
jako je the American Type Culture Collection, Rockville, Maryland. Obecné
jsou preferovany silné transkripéni promotory, tak jako promotory z SV - 40
nebo cytomegalovirus. Viz napt. U. S, Patent No. 4, 856, 288, Jiné vhodné
promotory obsahuji ty z metalothionemovych gentt (1. S. Patent Nos. 4, 579,
821 and 4, 601, 978} a adenoviry hlavni pozdni promotor,

Vybér Iéku je obvykle pouZit k whéru kultivovanych savlich bunék, do
kterych je vioZena cizi DNA. Takové buttky jsou obvykle nazyvany
,,tr:mstéktanty“ Buriky, které byly kultivovany v piitomnosti selektivaiho
¢inidla a jsou schopny pfedavat fedené geny k jejich progentm, se nazyvaji
Hstabibn transm{*amy . Nejvhodnéj$im selektivnim markerem je gen kddugicd
rezistence k antibiotiku neomycin. Sclekee je provadéna v pfitomnosti €kl
typu neemycinu, jalm je G - 418 nebo podobné. Selekdni systémy mohou byt
162 poudity ke zvyseni expresivni hladiny uvedenych gend, tento proces se
nazyva amplifikace”. Amplifikace je provadéna s kultivovanymi transfektanty
v pFitomnosti nizké hladiny selektivniho énidla 2 pak zvySenim mnoZsivi
selektivniho ¢inidla, aby se vybraly bustky, které produlcugi vysoke hladiny
produktt vioZenych gentt. Vhodnym amplifikacnim selektivnim markerem je
dihydrofolat reduktaza, ktera zptsobuje rezistenct viét methotrexatu. Mohou
byt pouity 1 geny rezistentni vi¢: pnym lédivim (napf. hydromycmova
rezistence, multilééivova rezistence, puromycin - acetyltransferaza).
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Jako hostitelé mohou byt poulity 1 jiné vyl eukaryotické buitky
zahrmujici buriky himyau, rostlinné buriky a ptadi buriky. Transformace bundk
hmyzu a produkee cizich polypeptidd v nich je uvedena v Guarino et al, U, 8.
Patent No. 5, 162, 222; Bang eral., U. 8. Patent No. 4, 775, 624: a WIPO
publikace WO 94/06463. Uziti agrobacterium rhizogenes jako vektoru pro
expresivii geny v rostlinnych busikach je zrekapitulovano v Sinkar ef al, J
Biosci. (Bangalore) 1147 - 58 (1987),

Plisftove burtky véeme kvasniénych bunék, zejména busiky rodu
Saccharomyces mohou byt t8Z pouZity v tomto vynalezu jak pro produkei
protemovych fragmentt, tak i pro fuze polypeptidd. Metody pro transformaci
bunék kvasinek exogenni DNA a produkce rekombinantnich polypeptidd z nich
Jjsou uvedeny napfiklad v Kawasaki, U. S. Patent No. 4, 599, 311; Kawasaki ¢/
al, U. 8. Patent No. 4, 931, 373; Brake, U. 8. Patent No. 4, 870, 008; Weich et
al., U. 8. Patent No. 5, 637, 743; a Murray et al, U. S. Patent No. 4, 845, 075.
Transformované buiiky jsou vybrany podle fenotypu uréendho pomoci
selektivniho markeru, obvykle lékové rezistence nebo schopnosti rist v
neptitomnosti urlité Ziviny (napf. leucinu). Vhodnym vektorovym systémem
pro pouZiti v kvasinkach je POT 1 vektorovy systém uvedeny v Kawasaki er g,
U. 8. Patent No. 4, 931, 373, ktery umoziiuje, aby transformované bufiky byly
vybrany podle riistu na mediu obsahujicim glukdzu, Vhodné promotory a
terminatory pro pouZiti v kvasinkach jsou ze skupiny gentt glykolytickych
enzymu (viz napf. Kawasaki, U. S. Patent No. 4, 599, 311: Kingsman et al,, U,
S. Patent No. 4, 615, 974; and Butter, U. 8. Patent No. 4, 977, 092) a gendt
alkoholdehydrogenazy. Viz ¢z U. S. Patenty Nos. 4, 990, 446; 5, 139, 936 and
4, 661, 454 Transformadni systémy pro jiné kvasinky zahmujict Hansenula
polymorpha, Schizosaccharomyces pombe, Khyyveromyces lactis,
Kluyveromyces fragilis, Ustilago maydis, Pichia pastoris, Pichia methanolica,
Pichia guillermondii a Candida maltosa jsou méamy v oboru. Viz naptiklad
Gleeson et al., J. Gen. Microbiol. 132 : 3459 - 3465 (1986) a Cregg, U. 8.
Patent No. 4, 882, 279. Budiky aspergillu mohou byt vyuZity podle metod
uvedenych v Mc Knight e al,, U, S. Patent No. 4, 935, 349, Metody
transformace Acremonium chrysogenum jsou uvedeny v Sumino et al, U 8.
Patent No. 3, 162, 228. Metody transformace Neurospora jsou uvedeny v
Lambowitz, U. 8. Patent No. 4, 486, 533,




- 2—4 - o..:..:: 05 0..: o..::..:
[ . L] . . . ..: ..:
(XX X ] : .:. oesos .o e
Transformované nebo transfektované hostite é buniky jsou kultivovany
podle b&Znych postupit v kultivadnim médiu obsahujicim Fivin 1y a jiné slofky

potfebneé pro rUst vybranych hostiteiskych bundk. R oboru j%ou znamy ruzné
drithy ‘vnmnym médii zahrnujici definovand 1 komplexni média, kiera obvykie
Qbsanu i zdroj uhliku, zdroj dusfku, esencidlni ¢ amzrmkyqezm}, viiaminy 2
mineraly. Média mohou 67 obsahovat takové slo¥ky, jako 1sou rhstové faktory
nebo serum, dle poZzadavki. Ristové médium bude obvykle vybirano pro burtky
obsahujict exogenné pndanc 1DNA n 3pr*i«:§'«;ﬁ lekova selekee nebo nedostatek
niéktere nezbyiné ziviny, ktera je doplnfna selektivnim markerem nesenym na
expresiviim vektoru nebo ko-transfektovand do hostitelské bustky.

Z hlediska jednoho aspekiu uvedeného vynélezu je produkovan busikou
novy protemn a tato burika je vyuita pro vibér receptoru nebo re p orll pro
protein zehmnujici pfirozeny receptor stejné jako agonisty a antagonisty

pirozencho ligandu.

Exprimované rekombinanini polypeptidy {(nebo chimeréaké polypeptidy)
mohou byt purifikovany pouZitim frakcimaw a/nebo konvendni purifikaéni

metody a média. Pro frakeionact vzorkl miize hyf powZo srafeni siranem
amonnym a kyseld nebo chaotropni extr af%i{ Mxk&cm kroky mohou
napfiklad obsahovar hydroxiapatit, ﬁ"j,‘am:m’éﬁi na principu velikost,
chromatografické metody jako FPLC a vysoko iinnou kapalinovou
chromatografii v obraceng faz (rw*g 8E - p"za.ge high performance liquid

Lmomdmgm phy). Vhodnd média méniée aniont: zahm,vz dertvatizovand

Kthmy agarosu, celulozy, polyalkeylamid, speciiind kyshitniky emidité s
podob} s, PEI, D' AE, QAL a Q derivéty jsou nejvhodndi§l, zvIa#e pak jsou
vhodné s DEAE Fast - Flow %a,pnamm, (*’*um,mm} Piscataway, NI} PH
chr omatugraufskvd* médii zahmuji ta média derivatizovand fenylovymi,
butylovymi nebo okiylovymi skupinami, z, ko jsou Phenyl - i.,g:»haﬁosa FE
(Pharmiacia), Toyopear] butyl 650 (Toso Haas, mmmgm;:cmmen PA), Ociyi -
Sepharose (Pharmacia) a podobnd; nebo polyakrylové pryskyfice, 18Ko e
Amberchrom CG 71 (Toso Haas) a podobné. Vhodné pevné noside zahmuyi
skienéné kulitky, pryskyFice zaloZené na kfemiditanech, ¢ ‘x"*smw r‘zry@kvﬁm
agarozove kulitky, kulitky ze zesiténg agardzy, polystyrenove kulitky, zesiténé
polyakrylamidové ;‘W%kyrzcr* a ;‘(ﬂfiqzi*nﬁ kterd sou ﬁrf',‘c}?”'i“*ﬁr:' za podminek,
pit nichZ maj byt ;"w Fal ‘v' f yto nosice mohou byt (upra ‘q;}"} modifikovany
reaktiviimi skupinamt, coZ urnoZiiuje navazéini proteinii pomoc! aminovych

14
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skupin, karboxylovych skupin, merkaptovych skupin (- SH), hydroxylovyeh
a/nebo uhlovodikovyeh &astl. Pliklady pérovani chemikalil zahri uji
bromkyanovou aktivacy, N - hydroxysukeinimidovou aktivaci, emmd&w&u
aktivac, sulthydrylovou alktivaci, hydrazidovou akiivaci a karboxylové a
aminove derivaty pro karboimidové pémmci chemikalie. Tato a jiné pevna
média jsou dobfe zndma a pouZivana v oboru a isou dostupna u komerénich
dodavateld. Metody pro vazani receptorii polypeptid{l na nosna média jsou té2
dobfe mame v oboru. Vybér zvlaitnich metod j= zaleZitosti rutmniho navrhu 2
Je urfovan &asteénd podle viastnosti vybraného nosiée. Viz naptiklad Affinity
Chromarography: Principles & Methods (Pharmacia LKB Biotechnology,
Uppsala, Sweden, 1988).

P@ﬁ{ypepridy uvedencho vynalezu mohou byt izolovany vyuZitim jejich
vlastnosti. Napfikiad absorpéni chromatografie immobilizovanych kov m;} ch
iontl (mmobilized metal ion adsorption chromatography = IMAC) milie & byt
POUZIta pro | wzmac,; problémi s vysokym obsahem histidiu. Kritee, g j
nejprve . napinén” dvojmocnymi kowwm i tonty, aby se vytvofil chelat 3_ E.

Sulkowsky, Trends in Biochem. 3 - 1 - 1985)].

Protemy s vysokym obsahem histidinu budou na tuto matric
absorbovany s rozdilnymi afinitami, zévissjicimi na pouzitych kovovyeh iontech
a budou chovany pomoci kompetitivni eluce, snizovanim pH nebo pouitim
stinych chelatatnich ¢inidel. Jiné metody purifikace zahrnui purtfikaci
glykozmlovanych protemil pomoci lektinové afiniini chromatografie a
iontoménifove ..«mﬂm&u)waﬁr* [Methods in Enzymol., Yol 1821529 -39,
LGuude to Protein Purification™, M. Deutscher, (2d.), (Acad. ‘?’rsﬁag, San Diggo,

1990}, Pripadné miZe byt provedena fiize fedeného polypepiidu a z.ﬁhn}.hﬂ
piivésku (napf. polyhist z:ix::, altosu vazajic pmiﬁm, mmzi%l shulin doména)
pro usnadnéni purifikace. Za Glelem wn u;fi}:;zi g*mmz«:am vyloueného
receptoroveho pfﬁy peptidu miiZe byt téZ provedeno prodlouZent aminového
nebo karboxylového konee, kdy je poulit yoxvhzaimmmy zm vesel, aubaidmn: P,
FLAG® peptid [Hopp et al., Bio/Te m}mul(}gu 61204 - 1210 (1988}, dostupné
od Eastman Kodak Co., New Haven, CT), Giu - Giu afiniyy ;', piivések
[JI ussenmeyer et al., Proc Natl Acad Sci USA 827952 -4 i”i%ﬁ}é neno
muze byt k 7 cyto 7 tuzovan jmy polypepnd nebo protein, pro kiery

protiiatka nebo jiné specificke vazayicl éinudlo dostupné, co¥ nfi %pﬁ{
purtftkact
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Analyzou northernového pr:.,ﬂmtz expresi Z ovio 7 se ;:smi«:(zzam ‘e £ ovio
7 je exprimovdn zejmeéna v rife. Analyzou michy in situ se prokézalo, e tato
exprese je lokalizovana v neuronech a dorzalnich vwwhéikcich 6@11;;1&;3 Z toho
diivodu miZe 7 cyto 7 hraf roli v udrzovani michy zahrugici bud’ g 1aini buitky
nebo neurony. To znamend, ze 7 cyto 7 mude byt pouZit k 1éent riznych
neurodegenerativnich chorob, jako je amys:-tmhcka laterami sklerdza {ALS)
nebo dymyelinizacni choroby vietné roztrousené sklerdzy. 7 eyto 7 mitse byt
tez pouzit k Iédent smyslovych neuropatil. Tkéfova specifita Z cyto 7 exprese
naznaduje, Ze 7 cyto 7 mitze byt ristovym a/nebo udrfovacim faktorem v mife.

E'&k lizace ge 7 cyto 7 na chromozonu 5 aka;mje ZeleytoT je
cytokinin, ktery muZe byt k modulovani m«:i:vﬁ bunék imunitniho systému. Z
cyto 7 miize byt t€Z pouZit jako chemoreaktant neutrofill v patefi. Mohl by byt
uZite€ny jako antuinfektiviun pfi infekeich pétem Mohi by 67 pomahat pfi
regulaci jinveh eytokinmi v mife. 7 cyto 7 mlde byt 182 pﬁdévén pii Iéceni
periturim,h neuropatii, jako je ,,Charcot - Marie - Tooth™ (CMT) choroba, kiera
je lokalizovana ve steiné chromosomalni oblasti Sq jako Z eyto 7.

-y

Skuteénost, ze Z cyto 7 mﬁ'f},,wj&, rost BAF -3 2 TF : bunék, jak jo
ukazano v nrzkiawd i1 a 12 niZe, namaduje, Ze Z cyto 7m bvf pouZit k
[¢¢ent autoimunitnich chorob a eventuelng takovich nadort ai( 180U
leukemie.

Tento vynalez 182 ;*aiiéf’ujc |4 reagencie, , kterd naleznou vyuiiti v
dxag;nusﬁckym aplikacich. Napiildad 7 ¢y f*Cs 7 gen je silné exprimovan v miSe.
Sonda obsahujici Z cyto 7 DNA nebo ?\T\ %. ebo 3631@%@ subsekvence muze byt
pouzita k urdeni, zda je gen 7 cyto 7 pfitomen na chromozomu 5 nebo zda
doglo k mutaci.

Uvedeny vymif:i Zaji¥ty '.3 1573 reager cle § vwznatnou terapeutickou
hodnotou. Z cvie 7 polypeptid (pfirozené se v 'ﬁkvtujicﬁ ¢1 rekombinantni), 1eho
fragmenty, nmuidﬂq/ a k nim anti zdmt}' wcké nrotilatky, spolu se sloudeninami,
u ntehZ bylo zsténo, 7o mayi vazebnou afinitu k 2 ovto 7 polypeptidu, mohou
byt vyuwity pft lé¢ent podminek spojenyeh s abnormaini %*%f?:ﬂémvi: *w% )
vyvajem vietné abnormalni proliferace, napf. nadorove podminky nebo
degenerativni podminky. Naptiklad choroby nebo poruchy spojend s
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abnormalni expresi nebo abnormalni signalizaci Z eyto 7 polypeptidu by mohly
byt pravdépodobnym terdem pro agonistu nebo antagonistu Z cyto 7
polypeptidu.

Predevdim mie byt Z cyto 7 poudit k 1é6¢eni zandti, Zandt 1e vysledkem
imunitni odpovédi na infekel nebo jako autoimuniti odpovéd na viasti
antigen.

Lécebné davky by mély byt odméfeny tak, aby se optimalizovala
bezpednost a iCinnost . Metody pro podévani zahmuj{ intravendani,
peritonealn, mtramusculdmi, subduralni, do midnf telutiny nebo transderméalni
podavani.

Farmaceuticky plijatelné nosiée budou obsahovat vodu, fyziclogicky
roztok pulty; bude jmenovéno nékolik. Rozmezi divek se bude obvvkle
pohybovat od 0,1 g do 1 mg na kilogram t&lesné vahy za den. Nejlépe 1 ug az
100 pg za den. Nieménd lékatf s b&Znou znalosti v oboru mide urdit dle potfeby
davku vy&8i nebo nizéi. Uplnou diskuzi k slozeni Iéku a rozmezi davkovani lze
nalézt v Remington's Pharmaceutical Sciences, 170 Bd_, {Mack Publishing Co.,

Easton, Penn., 1990) a Goodman and Gilman's: The Pharmacological Bases of
Therapeutics, 9" Bd. (Pergamon Press 1996)

PouZiti Z cyto 7 k povzbuzeni riistu kosti a chrupavky

Bylo zjifténo, Ze Z cyto 7 stimuluje proliferaci chondrocyth 1 osteoblastiy,
jak ukazuji nize uvedene piiklady 7 a 9. Navic Z cyto 7 stimuluje té% ustaleny
stav hiadiny glvkosaminoglykanu piitomného v kulturach chondrocytiy, jak
ukazwe pitklad 8 Tudiz Z cyto 7 mi¥e byt poudit ke stimulaci ritstu kosti a

chrupavky v mnoha réiznych terapeutickych uspotadsnich.

Z cyto 7 mize byt implantovin do t8la saved te
kontaktu s osteoblasty tak, Ze dochdzi k proliferaci ost
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rust kosti. Naptiklad 7 cyto 7 miiZe byt umistén do matrice [s nebo bez
kostntho morfogenniho proteinu (;%‘\zh?‘)@ BMP (bone mor "m‘;ger‘“i} pmteiﬁ‘;
mdukuje migract mezenchymalnich prekurzord osteoblastd k mistu a naslednd
mdukuje diferenciaci mezenchymalnich bunék do osteoblastu. Z cvio 7 pak dale
stzmulu;& proliferaci osteoblastt. Vhodna matrice je tvofena Sasticemi
porezniho materialu. Pory musi byt takovych rozmérty, aby dovolily
progenitorovou bunéénou migraci a naslednou diferenciaci a proliferact. Tdedin
velikost ¢astice by méla byt v rozmezt 70 - 850 mm, nejlépe 150 - 420 mm.
Matrice obsah.u_nf“ Z cyto 7 miZe byt formovana do tvaru obklopujiciho kostni
defekt. Piiklady matricovych materidit jsou d4sticové, demineralizovang,
guanidinem extrahovand zvla§tmi druby kosti Jiné potenciding poufitelné
matertdly pro matrici zahmuii i{ﬂl&gm homopolymery a kopolymery kyseliny,
slykolové kyseliny a kyseliny mlé&né, hydroxiapatit, trikalciumfosfat a jiné
kalerumfosfity. Z cyto 7 miiZe byt vpraven do matrice v koncentraci dostatedné
pro podporu proliferace ugtcobiahm, nejradéji v koncentraci alespon 1 ug/ml
matrice. Roztok Z cyto 7 mlZe byt té2 pfimo ofkovin do mista fraktury nebo
defelitu kosti vieme oblastni degenerace ks:ssté za Géelem urychleni uzdraveni
fraktury nebo defekiu piisluiného mista. Piiklady BMPnl a pouZiti matricf pro
vyrobu jsou uvedeny v PCT application publication number WO $2/07073,
publication No. WO $1/05802, U. 8. Patent No. 5, 645, 591 a U, 8. Patent No.
5, 108, 753.

Z oyto 7 muze byt dale pouit k iééeﬂz osteopordzy podavanim

2
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terapeuticky iémneho mnoZstvi pacientim. Nejvhodn

ug 2 cyto 7 na kilogram télesné Véhy 78 écﬁ

Jak bylo popsano vyse, bylo zjéténo, Ze 7 cyto 7 miZe byt pouZit k
povzbuzeni produkee chmpw diky své schopnosti stimulace proliferace
chondrocytl. Z cyto 7 mliZe byt vstfiknut pfimo do mista, kde ma ﬁf‘eﬁi kriistu
chrupaviy. Napiikiad Z cy‘u 7 mliZe byt vstfiknut pfimo do Koubl, kterd byly
postizeny osteoartritidou nebo ;mym poskozenim K;uuﬁu an kterém byla
chrupavm silné opotichovana. Piildadem prsiﬁdﬁu* kdy je tfeba, aby dorostia
nova chrupavka, jsou ramena a kelena porandnyeh atletd

Chrupavka mZe byt té2 vyndstovana z chondrocyth {néfb%far?f‘%
indrviduy, tyto chondroeyty sou kulttvovany s 7 cvto 7 Mi{? s:f: rediferigt a te
mozne chmldmfvry remmplantovat zpét indrvudun tam, kde 1o tfeba, aby %31’??:

produkovana chrupavka,
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Z cyto 7 miiZe byt té2 pouZit ke stimvulaci regenerace dentinu nebo kosti,
doslo-li k jepich bytku v zavisiosti na periodentalni chorobé. K tomuto Gdelu by
mélo byt okoll tkané diirazné vylisteno, podin roziok Z cyto 7, nejlépe
mjekené, ptimo do mista, které vyZaduje regeneract dentinu,

Protilatky k Z cyto 7 p"x!vmmtzén mohou byt purifikovany a pak
podavany pdcxentow Tyto reagencie mohou byt pro terapeutické pouliti
kombinovany ptidavnymi akfivnimi nebo mertnimi pri{;agami napf‘ ve
farmaceuticky piyjatelnych nosi¢ich nebo rozpoultédlech a fyziologicky

nefkodnym sta;bﬂfzah‘s*y a pomocnymi latkami Tyto Kombinace mohou byt
steriiné filtroviny a uloZeny do davkové formy jako pii lyofilizaci davkovacich
lahvickach nebo uchovévany ve stabilizov zm};a%z vodnich pipraveich. Tento
vynalez t€Z uvaiuje o pouZiti protilatek, jejich vazebnich fragmentd nebe
jednofetézcovych protilatek, protilitek zahrnujicich formy, kieré xaq&au
vazebrym komplementen |

f

MnoZstvi reagencii nezbytné pro 0¢inné Iédeni zdvisi na mnoha rozdilnych
faktorech zahmuyicich zplsoby podavani, cilovém misté, psychologickém stavy
pacienta a yinych podavanych medikacich. TudiZ pouZivané davky musi byt
odméfeny tak, aby se optimalizoval soulad bezpecnosti a Ginnost. Typicke

davkovani pouZivané in vitro miZe byt ubited mfﬁ voditkern pro mnozstvi
uzitedna pii podavani tSchto reagencii in vivo. Testovan! (& nyeh davek pro
lecent konkrétnich poruch na zvifatech zajigt uij nasledno p zdpokladanou
indikaci daviy v hdi Metody pro podivani zahmuif oralni, miravendznt,
peritonealn, intramuscularni iebﬁ transdermalni podavani. Farmaceuticky
pijjatelné nosiée zahmuji vodu, fyziologicky roztok, puﬁz}* bude ;": enovano
nékolie. Odekdvany rozsah davek by mél by* obvwylkle od | pug do 1 000 ug
kilogram télesné vahy za den. Nieméné, davky mohou byt w S8in %G ﬁ;éé;

1.

g'lﬁhib toho, jak wii odetiujici lékal s 'ué’xmu zn alosti oboru. Pro Gplnou disk:
ke sloZeni a rozmerd davkovani leku viz Remington’s Pharmacentical Sciences,

2

17" Ed., (Mack Publishing Co., Baston, Penn., 1 94903, a Goodman and
Gilman's: The Pharmacological Bases of Therapeutics, 97 Bd. {Pergamon
Press 1996).
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Lédebné pouiti zalofené na nukleovych kyselinach

Je-li savec mutantem nebo postrada 7 cyto 7 gen, miZe byt sloZen Z
cyto 7 gen do savéich bungk. V jednom z uspofadani je gen kodwict Z cyto 7
nolypeptxd vioren in vivo do virového vektoru. Takove Vﬁkfﬂi}: obsahuyi
zeslabené nebo defekini DNA viry, jako jsou Herpes simplex virus (HSV),
papilomavirus, virus B pgtr,:m Barrové (ERV), adenovirus, adenoasociovany
virus (AAV) a podobnd. Defekmi viry, kterym plné nebo t€méf upln& chybi

virové geny, jsou praferovany. Defekini virus neni infekéni, viozi-li se do buiiky.
Poukiti defektnich virovych vektort dovoluje podavani k bufikarn do specificky

lokalizovanych oblasti bez nebezpedi, ze by vektor mohl infikovat jiné buriky.
P¥iklady konkrétmich vektort zahmuji, ale nelimituyi, (iufuk"ﬁ‘ vektor defektniho
herpes viru 1 (1I8V 1) [Kaplit et al,, Molec. Cell. Neurosci., 23120 - 330
(1991)], vektor oslabeného adenoviry, tak jak je vektor papsan v Stratford -
Perricaudet et al., J. Clin. Invest., 90 626 - 630 {1992} a vektor defekiniho
adenoasociovaného viru {Samulski ef ¢l J. Virol. 61 3096 - 3101 (1987);
Samulski ef al J. Virol, 63 . 3822 - 3828 (1989)].

V jiném uspotadani mize byt gen vloZen do retroviroveho vektoru, napt.
jak ie popsano v Anderson ef al, U, S. Patent No. 5, %9’:}* 346; Mann ¢t al.,
Cell 33 - 153 (1983); Temmn et al, U. S, Patent No. 4, 650, 764; Temin et al.,
I, 8. Patent No. 4, 980, 289; Markowitz et al, J. Virol, 62 : 1120 (1988);
Termin ef al., U. §. Patent No. 5, 124, 263; Intemational Patent Publication No.
WO 95/07358, published March 16, 1995 by Dougherty ef al.; a Blood, 82
845 (1993).

Vektor mze ‘b;‘»?é 1¢7 vio¥en pomoci lipofekee in vivo s pouZitim
lipozomi. K piiprave lipozomii pro in vive transfeker genu kdduyiciho marker
mohou byt pouZity syntetické kationtové lipidy [Felgner et al, Proc. Natl. Acad
Sci. USA, 84 : 7413 - 7417 (1987}, viz Mackey ef al.. Proc. Natl. Acad. Sci
USA, 85 : 8027 - 8031 (1988} Pouziti hp@iﬁi{:a k vkladani ex: ogennich gend
do spec umkymh organti in vivo mé uréité parcialni vyhody. Molekuldmi cileni
,xpo‘snmu ke specifickym buntkam p:.rr*dﬁ&wu’c: jednu z <‘%é!ﬂ%’1 wyumﬁ) itk
Je zfeimé, ¥e smérovani transfekce ke konkrétnim bufikam pfedstavuje jednu
oblast, uitku. Je zheimé, ze smérovan transf fekee ke ke miu‘am}zr typlim bunék
by bylo zvladté Wh«:}dnf% ve thani s bunéénou heterogenitoy, jako jsou psﬁi{f*%
jatra, ledviny a mozek. Lipidy *vm}wu byt chemicky spojovany s jinymi
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molekulami cileni. Ciiené ;,cptmy napt. hormony nebo neurctransmitery a
proteiny jako protilatky nebo nepeptidové molekuly mohou byt chemicky
pripojeny k lipozbmim.

Je moimé vyimout bufiky 7 téla a vioZit do nich vekior §
plazmid a pak reimplantovat takto transformovane busiky éo tela, Holy DNA
vektor pro genovou teraptt mil¥e byt vioZen do poZadovane mahflaxe burtky
pomoei metod dobfe mamych v oboru, napf. transtekee, elektroporace,
mikroinjekce, transdukce, bunédna fize, DEAE dextran, kalclumfosfatova
precipitace , pouZitim genového dila nebo pcumm D”’\E A vektorového
transportéru [viz napt. Wu et al, J. Biol. Chem., 267 : 963 - 967 (19923,
Wuetal, J Biol Chem., 263 ;14621 - 14624 (19388)].

_?

& holy DNA

H

7 eyto T polypeptidy mohou byt téZ poulity k piiprave protilatek, které se
specificky vazou na Z cyto 7 ;:mwg‘mp’um w.,u pmmam\/ mohou pak ﬂy

pouzity k piipravé antiidiotypickych protilitek. Termin Lprotlatky”, jak je zde
pouZit, zahrmuje poivkiowﬁn‘s’ protilatky, m wéo alni protilatky, jejich antigen

vazajici fragmenty, jako jsou F (ab'); a Rm agmenty a ‘pwu}ﬁn@ protilaiky
sravené metodami genetického inZenyrstvi Protilatky jsou definovany tak,

np
aby pii jerich specificks vazbé na Z cyto 7 polypeptid byla K, vE&i nebo rovna
X

Wt

¢

Feuemi

TE

107/M. Afinita monokionalni protilatiky miiZe byt snadno urdena jednou z metod
hégmych v oboru (viz napiiklad Scatchard, ibid.).

Metody piipravy pa’yﬁﬁnﬂ‘meﬁ a monoklonalnich p r tilatek isou dobfe

zramé v oboru (viz napfiklad Sambrook ef al., Molecular Cloning: 4
Laboratory Manual, (Second Edition) (Cold Spring Harbor, NY, 1989)
Hurrell, J. G R, Ed, wfomd(},mi Hybridoma Antibodies: Tec fi?’ii(}’;.{{:’, and

Applications (CRC Press, Inc., Boca Raton, FL, 1982). Jak je zfeymé
prdccwnu(u s b&mymi znalostmi v obory, pwh@m;mm protilatky mohou byt
vytvaleny riznych iupmkz‘wnvm Fivodicha, jako jsou kong, krdvy, kozy, ovee,
psi, kufata, kralici, my&i a krvsy. [ uﬂlL‘;:‘,%:i‘iiCﬁ‘Li Leyto 7 ;zcwpﬁ:*:muu lee zvysit
pomoci poukiti adjuvants, jako je Freundsovo Gplné nebo netplné adjuvants. K
deteket pronmtr.,k které se wcmnm‘/ vazou na Z cvio 7 peﬁypfmﬁ:ﬁisf mohou byt
vyusity rozhiéné zkousky znamé pracovnikiim v oboru. Priklady takovych
zk%wk isou detailné popsany v Antibodies: A mzimmmm Manual, Harlow and

Lane (Mis }, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988). u:mrv?mtzstzmz
piiklady takovych zkoudek obsahujt s \unva;f: zm!m{}cim forezy,
radioimunclogicks zkousky, A koimm opraci ' :
vazanym na imunosorbentu {enzyme - §m:a::= d immunosorbent assays = ELISA),




ae ooae 3 .. "o .o
. e o o * o9 @
— — . . . . e ee &
2-9 . o . o o 00 s>
L ] L] L [ ] L ] [ ]
Trx] [TIXYIY) X oo

metody bodoveho pienosu (dot blot assays), zkousky mhibice nebo kompetice a
sendvifova stanoveni.

’ ¥

Fak by mélo byt zfeymé pracovniktim s béinou znalosti v obory,
polyklonalni polykionalni protilatky mohou byt vytvoreny ﬂék wanim rimych
tep’inkrf:w?z:h zvirat, 1ako 1sou koné, kravy, §€G»‘V ovee, pst, kufata, kralicr,
mysy, kfedet, gumneiska prasata a kryay, 7 cyto 7 nolypeptidem nebo izho
fragmenty. Imunogentta 7 cyto 7 polypeptidu mitZe byt zvysena pouZitim

odjuvants, 1ako je alum (alummum hydroxid) nebe Freundsova kompletniho
nebo nekompletniho adjuvants. Polypept dy uZitedne pro mmunizact g&mnuﬁ tu*

fuzovane polypeptidy jako jsou fize Z. cyto 7 nf:é:w jeho dasti g
imunoglobalinovym polypeptidem nebo s proteinem vazajicin maltdzu.
Polypeptidovy imunogen miZe byt poudit v plné é"’icfz mo ekuly nebo je;i fasty
Je-li ¢ast polypeptidu , haptenového typu™, pak miZe byt &ast vwhodné spojena
nebo vazana na makromolekulami nosié (tak jako mrézné piilipkovy

hemocyanin (KLH), hovézi sérovy albumm (BSA) nebo tetanovy toxoid)
vhodny pi imunizac.

Termin , protiatky™

W

Lm

1ak 1e zde pouZit, zahrmuge polvkionalni protiiatky,
afinitné pumm{swﬂné p@igk naini p rottiatky, monoklonalni protilatky a antigen
vazajict fragmenty jako F { b"); a Fab proteolyticke fragmenty. Metodam:

genetického mZenvrstvi p

w

4,4

ravene mtakini *'*mtihﬁky nebo fragmenty jako jsou
c.hxmf ricke protifatiy, | h" i“*’a,ﬂm**m’ jednofetézeove %mm’m@ a pode shné ste né
Ty 4

1ako syntetické amagm afa,za_}zci pe ‘3?1{%.}’ a miyﬁaﬁﬁdv 180U &’?2’ Ghm Feny.
’Nehumé.nm protilatky mohou byt humanizovany roubovanim nehuménnich

DR na huménni zakladnd strukturni a kmz,, tantni Gseky nebo vllendnim
uplnych nehumannich variabilnich domén [pfipadné jejich pota¥eni
{,,cloaking™), tev. Jhuman - like” paw”’g iem pit m;strﬁsz ni pfefnivaiicich
zbytk{, kde vysledkem je maskovana (|, ven ET@\A ) protilatka]. V nékterych
piipadech mohou humanizovane protildtky obsahovat nehuméani zbyiky ma’:

4. 1

variabilnich dsekd zakladnich struktur domdn, vhodnost pro zvydeni vazebnyc
charakieristik. Prostiednctvim humanizovanych pro i;“f'wf ize zvysni Emm.gi
poloas pfemény, tim sniZena moZnost nepfizmvych imunitnich reakei pis
podavani hiderm.

ﬁ‘
o3

R

’

Iing techniky pro tvofent nebo vybér protilatek zde uZttedné zahrmug
vystaveni lymioeytd vievn Z eyto 7 proteinu nebo peptidu in vitro a vy?si*r

profilatky 7 fagi nebo podobnych vektort na display ge
pomoct imobilizovaného nebo nadendho 7 cyto 7 proteinu nebo peptidu).
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Geny kddujici polypeptidy, které maji pofencigini £ cyto 7 polypeptid vazajici
dormény mohou b¥t ziskdny scremingem v bance nahodnych peptidi
zobrazenvch na fagu (,,phage display™) nebo na bakteri jako je £ coli.
Nukdeotidove sekvence kodujici polypeptidy mohou byt ziskany mnoha
zplsoby, tak jako pomoci nahodné mutageneze a nahodné polynukleotidove
syntézy. Tyto nahodné peptid zobrazujici knihovny mohou byt vyuiity pro
tfidéni (screening) peptidty, které interaguji se znamymt cily , kteryrm miize byt
protein nebo polypeptid, tak jako higand a nebo receptor, biologicka nebo
synteticka makromolekula, nebo or gamckﬂ ¢ anozghmmkﬁ tatky. Techniky pro
tvorbu a tHd&ni (screening) takovych zobrazovacich knihoven nahodnych
peptidl jsou dobfe znamé v oboru (Ladner ef al., US ?%‘ent NO. 5, 223, 409;
Ladner et al., US Patent NO. 4, 946, 778; Ladner er al., US Patent NO. 5, 403,
484 a Ladner et al, US Patent NQ. 5, 571, 698) a zobrazovaci banky
nshodnych peptidd a soupravy pro screening takovych knthoven jsou komeriné
dostupné napitikiad odClontech (Palo Alte, CA), Invitrogen Inc. (San Diego
CA), New England Biolabs, Inc. (Beverly, MA) a Pharmacia LKB
Biot‘ec}mc‘sk)gy Inc. {(Piscataway, NJ). Zobrazovaci knihovny ndhodnych peptidd
mohou byt tiidény pumogj zde uvedenych Z cvto 7 sekvenci za tlelern

identifikace proteint, kieré se vazou na Z cyto 7. Tyto , vazebné protemy”, klerd

interaguii s 7 cyto 7 polypeptidy mohou byt pouZity pro anafkovaci bunky; pro
zolovani homolognich pelypeptidit pomoct afinnini purifikace, mohou byt
piimo nebo nepfimo navazany na Iéky, toxmy, radionukiidy a podobne. Tyto
vazebné proteiny mohou byt té7 pouzity v analytickych me f“sda&’ tak 1ako pro
screening expresivaich knthoven a neutrahizadnt akfivity. Vazebné protemy
mohou byt pouiity pro diagnostické zkousky, pro urfeni cirkulwicich hladm
polypeptidil, pro detekei a kvantitaci rozpustnych polypeptidit jako mar&.w {1
:mf*y@h ratologii nebo nemoct. Tyto vazebne :srs‘ﬂzr*y 5 fz'zr;%@m 4 1;5 nit
jako 7 eyto 7 antagonist™ k blokovani Z cyto 7 vizajici a signdlni tr
in vitro a in vivo.

Protilatky mohou byt t87 tvofeny gemv{m teraptl. Zvifetl je ih: podavana
DNA nebo RNA, ktera koduje Z cyto 7 nebo jeho mmunogenni fragment tak, Ze
bufiky zvitat jsou transfekiovany nukleovou Kygmms,m a exprunuje se p \.fein
ktery v disledku toho vyvolava imunogenni odpovéd’. Protilatky, ktar" u pak
zvifetem produkovany, jsou izolovany ve formé polvkionalnich nebo
monoklonainich protilatek.
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Protilatky k Z cyto 7 mohou byt pouZity pro maékovaci bustky, které
exprimui protein, pro afinitni purifikact, v diagnostickveh zkoudkach pii urrdend
cirkula¢nich hiadin rc smmunym protemovych polypeptidi a 1ako antagonisty k
blokovani ligand vézajici a signdlni transdukee i1 virro a in vive.

Radiaéni hybridni mapovani je technika genetiky %f}n"z}!éd ych bunék
vyvinuta pro konstrukel styénych map szﬂwucr chromozomil s vy'saiﬂ’fm
rozlifenim [Cox et al., Science 250 : 245 - 250 (1990)). Castelna nebo Gpind
znalost sekvence genlt umoZiuje sestavend r€ R prm‘mm vhodn },ifa:%z pro pouziti

maptgji"imi panct a:rmm: ,a:}:ﬁa,mkch radiadnich hybridd. Komeréné dostupné
ra dia¢ni hybrid mapujici panely, které pokryvaji u;:mj hidsky genom tak jako
the Stanford G3 E“I “anel a the Gene Bridge 4 RIH Panel (Research Genetics,

Inc., Hantsville, AL} jsou k dispozicl. Tyto panely umoziuii ryehlou, na PCI
zalozenou chromozomaini lokalizac: a usporadani gend, sekvencemi znadenych

o

mist (Sihsé a jinvch nepolym m’umyah a pe uymzm cky rch markerd v oblasti
zajraw. Ta A’&iﬂfﬂl{jt: tanowm prmm uﬂwmyu: mzﬁaﬁf ich vzdalenosti mezi

Doktmaia ;sﬁimt t} Vi (um*s,ieszm gentl mize byt v mnoha pfipadech
g 3

rahrnwicich: 1) urdend, zda je sekvence Sasti *xzﬁﬁmwc h piilchlveh sekvenci a
piipravenych Ohkz(‘ﬂuji& ich meizckvm sekvenct v riznych formach jako 1sou
YAC-, BAC- nebo cDNA kiony, 2} opatfent moincho kandidata genu pro
nedédiiné choroby, kiery vvka !Lgé.’f ﬁ;ziw ke stememu chromozomainimu
Uselw, 3) pro kfizené referendni organizmy jako myéi, které mohou pomoci

uréit jakou funket by mohl mit wéity gen

7

¢ nachazei yiaméﬁé v
n byl mapoy Van na
kyseiiny by » " raohld m; poufit ke
lad v;z@zak obsghujici Z cyto 7
¢en ke zudténi, zda 7 cyto
7 gen je m‘zwmu} na chromozomu 5 v g 31 nebo zda mm k mutaci,
Detegovatelné chromozomalni a,mrau, v misté genu Z cyto 7 f,nmmn
aneuploidy, mmvsm Zzmén v kopirovani nu xwe,rcf deiece, rwsm i Zmény
mist a preskuperni. Takové aberace mon y
polynukieotida foir-o o yynalen s vyusn
analyza polymorfie delky re %trzi&mﬁ}
tandemove repetice (STR) vyuzivarict E" :
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vazanych analyz zndmé v oboru | S
Marian, A 1., Chest. 108

Z cyto 7 mapy v Useku 5 q 31, ktery je | genovs ym shiukem™ (| Lgene
cluster™), kiery obsahuje skupinu gymi«;mmu a cytokmmovych receptort
Cytokinmy zde shromazdéné obsahwi [L -3, 1L -4, 11 -5, [L - 13, U?@’i‘ -USFa
M - CSE. Tento vysledek prokazuje pravost Z cyto 7 jako cytokininu.

Tento vynalez je ddle ilustrovan nékolika nésledujicimi piklady, jeiichz
vyCet viak neni zdaleka Gplny.

Prikiady provedeni vynalezu

Piiklad 1: Klonovani Z cyto 7

Z cyto 7 byl dentifikovin z exprinovaného sekvendntho piivisku (EST)
definovaného 8EQ ID & 3 na ziklade jeho homolognosti k Jztc rleukinu - 17.
Klon ¢DNA byl ziskén z banky ¢DNA Lidsky srdei plod. Plazmid mmhigm
cDNA byl naotkovan (do prouzk{) na misky s LB 100 sg/mi &I‘i‘?}%l&ni}’ ua 100
pg/ral methicllinu. VieZeny tsck (insert) byl urlen tak, aby mél délku 717 pari
bazi se 180 aminokyselinami otevieného &tectho ramee a pis edpokladanymi 20

aminokyselmami signalnthe peptidu.

(k.
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Pliklad 2: Analyza notthernového pfenosu

Byly zkougeny lidské nfsobné tkafiové pienosy 1, 23 (C 'umecn‘i aby se
ur¢tlo thanove rozdéleni Z cylo 7. EcoRI/Notl fragment chsahuji
58

7 upict upiny Z cyto
7 kbdugict tgele byl vytvofen # BST EGM klonu a pouit pro: ‘m 1eku,
t’éamzckv prep. EST 582069 byl

;.3."

1’

ﬁp avenz >milB 100 ug/ml ampicilinu
kLJI?vach pies noc pit 37 °C s pouZitiz QAA prep Spin Mmiprep Kit (Qiagen).
1l ze 100 mi bylo vyhihovano s :'? ,QE H b.ﬁm {Boehringer \iem%’?z;z‘}_, 12,5
,drm ek EcoRI (Gibeo BRL) a 12,1 jednotek Not 1 (New Hngland Biolabs) v
f} .uﬁ n..ammm fmdany pn %? °C ‘a 'fér?z } podr
K

3 1
H

irchen ﬁekm}’:aw na 0,7 %
ziskani dalftho materidlu byl
vyl uh opakﬁvén Za .ste chh pbm’n inek jako vyie s tim rozdilem, Ze ve druhém
y{am‘i bylo pouZito 24 ul EST 582069, Din ‘*‘:3{ whih byl podroben
clektroforéze na 0,7 % TBE agamzcwem ge;_ u a fragment byl vwitznut, ’"‘N‘A
byla extrahovana z obou platkd gelu pomoci rychié SOUDTAVY PIo gum
GMJ axet (QIA guick Gel Bxtraction Kit) (Qiagen). 135 ng této DNA | byl
oznadeno pomoci P za pouzm Muitiprime DNA Labelin %ysftm
{Amersham) & nezatlenéna radioaktivita byla odstrandna na Nuc T ran Probe
Purification Column (Stratagene). Mnohonasobné thantové r*mnow  Zhakladnd
prenos lidske RNA byly prehybridizovany 3 hodmy s 10 mi { Express Hyb
Solution (Clontech) obsahwjicim 1 mg DNA ze spermaty lososa, ktera byla
povafena 5 mmut, pak zmraZena | minutu a piidana k 10 ml Express Hyh
Ssomﬁwﬂ promich %? a piidana k pfenostum. Hybridizace byla vedena ples noc
: . i
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pii 65 °C. Podminky na podatku promyvéni byly ndsleduiich 2X 88C, 0,05 %
SDS RT po dobu 40 minut s ndkolika vwwménami roztoku, pod 01X 88C, 0,1 %
SDS pfi 50 °C po dobu 40 minut, 1 vymna rozioku. Pf@nﬂ:‘y byly pal
exponovany na film pfi -80 °C po dobu 5 hodin. Pak byla provedena cross
hy“mdazacb/pw di pienosy (skvmy) by Iy naslednd ;‘fmﬁ“ ty pfi 55 °C, pak pfi
65°C 0 u,, % X 8SC. 0 § Y 8108 [ dobu I hodiny “*’"37 Micha '@Vaﬁ.a.?vsm&

velmi wsukwu a’;‘:"‘{pi”itfii Z eyt T mRNA, zatimco gri,;cmm»,e vykazovala slabou
expresi m RNA. Velikost trafskripee byla primémé 0,75 kb.
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Prikiad 3 Znaeni a umisténi chromozomi 7 eyto 7.

Z cyto 7 byl mapovin na chromozomu S s pouditim komeréné
dostupného | Gene Bridge 4 Radiation Hybrid Panel™ (Research Genetics, Inc._
Huntsville, ALY ,,i}fv Bridge i Radiation Hybrid Panel” obsahuje PCR {?}i‘“‘
stﬁ“G‘%’&tﬁJdlL) DNA ze viech 93 klont radidinich hybridd plus dvé kontroln

DNA (HFL donor a / ’1
mi

b‘zpﬂ',\

3 _rem“ﬁzﬂt‘ V efené dostupny WWW zisobnik \."ffi”}
wWwWw - genome. wi mit. edu/cgibin/contig/thmapper. pl) umo¥iuje 1 ﬂpwaﬁ' v
poméru k Whitchead Institute/MIT {"‘ nter for Geno zzﬂimm reh's map

radialnich hybridi lidského genomu (the ,, WICGR™ radiation hybrid map of the
human genome), které byly konstruovany pomoci Gene Bridge 4 Radiation
Hybrid Panel

Pro mapovani Z cvto 7 pomoci ,.\Jcne Briige 4 RH "’dﬂ&:z byly nasazeny

20 pl reakee na PCR (detegovateiné) 96 - jamkové mikrotitradni desky
(Stratagene, La Jolla, CA) a pouzity do .,Rs:}m Cyele i&“ﬂ,ﬁ ent 967 tepelného

cykleru (wra,fagf'ne) Kazda z 95 PCR reakei obsahovala po 2 pl 10 X &im Tag

PCR reakdni pufr (CLONTECH Laboratories, mc %ain Alto, CA), 1,6
dNTPs mix (2.5 mM ka¥da, PERKIN - ELMER, Foster City, CA), I ¢l
negativniho primeru SEQ ID ¢ 4, 1 ul gmztwnzha primeru SEQ ID ¢ 5,2 ul

Redi Load” (Research Genetics, Inc., Huntsville, AL), 0.4 ul 50X Advantage

>
o
b

Klen Tag Polymerase Mix (Clontech Laboratories, Inc.)
jednotlivého hyoumﬂhn klonu nebo kontrolntho o x ul ddH,0 de
celkového objemu 20 pl Reakee byly gf’ vIstveny stemym mnoZstvim
mineralniho oleje a uz:wrﬂﬁ},* Podminky v Pt R oy xleru byly mai sdujict
polatedni | cykius 5 minut denaturace pfi 95 °C, 35 « y‘ks: ! mmnut
denaturace pii 85 °C, I minuta i‘”ii‘jpt*u,w‘ﬁ.i pi1 52 °C a1 minuta femperovani
extenze pi1 72 "C nasledovan poslednim 1 cyklem extenze 7 minut pfi 72 °C
Reakee byly separovany elekiroforézou na 3 % Nu Sieve GTG agarozovém gelu
(FMC Bioproducts, Rockland, ME).

LY ¢

4

“sfvs cww a,m,},..m" 7o J’ evio 7 mea,;fs}f 449G . % {R Z VI h in hdského

mf:gbiif’% i prowmaintm markeren ;f%zé sdem K N**:*:Gmc u [
netblizst distalng marker je Wi - :%"-’f}“:i 1

cyto 7 umistén na Gseku Sg 313 532 na% 't
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5 (The Genetic Location Database, University of Southhampton, WWW server:
http: // cedar. genetics. soton. ac. uk/ public html/).
Priklad 4: Konstrukee 7 cyto 7 expresivnich vektord
Byly provedeny dvé konstrukee vektord Z cyto 7 do FLAG sekvence
amnokyselin (SEQ ID & 10) a byly vioZeny do N - koncovyceh nebo C -
koncovych konclt Z cyto 7 polypeptidu. Pro konstrukel, v niZ byla piipojena
FLAG sekvence aminokyselin k N - konci Z cyto 7 byl vytvoten 473 bp Z cyvto
7 PCIDNA fragment pomoci 1 ulna 1/4 Zedéného BS T ;‘:??' 2069 pgcmmd

prepu piikladu 2 2 20 plkﬁ‘maiu {pm) pnmem SEQ I & 6 a20 pm primeru

SEQ ID & 7. PCR reakee byla mkubovana pii 94 °C po du bu 1 munuty, pak
probéhlo 3 oykll, pfitem? jednotlivy cyklus zahmoval po 20 sekundach pfi 94

°C a2 minuty pi1 64 °C. Pak nasledovalo 22 eykld, g\rzw 17 kazdy cvklus
zahrnoval 20 sekund pf1 94 °C a ’Z ;.’"inu?y pit 74 °C. ce byla ukondena
mnkubaci pf1 74 °C po dnhu 10 mmut. 50ul PCR maﬁ{m. smést |

s 30 }Pdrmtkam? Bam | (Bﬁ@hm ger Mannhemm) a 120 jed

(Bochringer Mﬁmﬂ*e*w‘ pi1 37 °C po dobu 2 he dmv 'é

b fﬁ. ﬁémwm elektrofordze %1 % TBE gelu, DNA »r
PE

ziletkou a DNA, byla zgelu e ﬁ'?{ﬁ!’ﬁ& pomoci @oz,z;}r@
Extraction Kit (¢ szmn} ‘«’ frutd DNA byla s:;ﬁ:édm:w-ﬂ
ﬁzk zp9, ktery byl fezdn s Bam a Xho. Nfpzp9 je expresivnt vekior s

bunék zahrmujicl expresivni kazetu obsahujici my# metallothionein - 1

3 +1r bt ’ SETTLT VIS R DI NURPEY
prwnotat sekvenci kodujicl vedouct thaflovy aktivator plazminogenu (TP,

pak FLAG peptid (8EQ ID & 10} a Cetna redukéni mista. Déle :
ternunator lidského ristového hormony, £ coli podaiek replikace a savii
Jednotka saviiho selektivniho markeru exprese obsahujici 8V 40 promotor,

zvysovac a spousted replikact; dihydrofolat fb&.;LkaLny gen (DHFR)Y a SV 40

termimator.

-.

Pro konstruker Z cyto 7 genu, do kterého byl vio¥en C - konee FLAG na
(-~ konec £ cyto 7 no’wmh% u .’,,,y'i vytvofen 543 bp i',f'f cyto 7 PCR fragment & 1
pl 174 Fedénym HST 582069 ’?3 cho pi por %rie::u«w 5:7?“: dadula

po 20 pr od kaZzdého primeri §
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mkubovéna pti 94 °C po dobu 1 mmnuty, pak probéhlo 5 cyklll, pfidemi kasdy

‘iiKiLiS zahmnval ’?O ac,i«iurm pr; 84 °C »—L 2. méﬁui‘y pfi 5:’ °C. Pak nésledovalo 22
1194°Cal: fi,.ﬁu‘} pii 74
(/. Rmz({:e byla ukondena EG minutovou extenzi pii 741 C. 'ifp Ina reakéni smés
byla nanesena na 1 % TBE gel, pak h} la DNA vyfiznuia Ziletkou a DNA z gelu
byla extrahovana za poukiti QTAQUICK™ gelové extrakéni s soupravy. 20 ui se
35 ui ziskanych timto zplisobem bylo Wm.&‘smf&n 510 ww@ti{am; Bam HI
(Boehringer Mannheim) a 10 jednotkami HeoR1 (Gibeo BRL) po dobu 2 hodin
pi1 37 °C. VylouZena PCR smés byla podrobena 3 troforéze na 1 % nin TBE
gelu. DNA prouZel byl vwHznut Ziletkou a DNA u} 7 gely oufit soupravy
QIA quick ® Gel Extraction Kit {Qiagen). w;ffahm*az aDN % i’*’y la
subklonovéna do plazmidu cfpep9, ktery byl ’%"af;*m’ ut po ui“féi EeoRI a BamH1
Piaz:mzd cipzp9 o savdi expresival vektor obsahugl :
& mysi metallothionen - 1 promotor, Setn: mgmk
mdq icich sekvenci, sekvenci kodujici FLAG peptid, , §tor
kodon, terminator lidského rfistov ¢ho hormonu, £ coli po&éuu: replikace,
jednotku savéiho selektivniho markeru ﬁ?i’p’i‘ﬁi@ﬁ b ahujici :s“v 4G promic i DT,

Pouzitim protatek k FLAG polypeptidim mohou bvi separovany FLAG
- madens £ cyto 7 polypeptidy z bunééné supernatantové kapalmy.

Priklad 5: Klonovini mykiho Z ¢yto 7

Mysi Z cyto 7 byl identifik i.; zBESTSEQID &
homologie k lidskému Z 3, te 7. Byl oﬁjwm ,L}i‘»ﬁa o
embryonaini ¢cDNA, pliidemiz m}ryd byla 13,5 az 14,
byla poskytnuta jako agarovy | vpich” absanujé Z: 5 :v;'z

nMJm 1dvm quxmu wm" uv::amm 1 ,_; ﬁ% ] {

14 na zakladé své

on v Knihovné myéi

5 dne sta ’& f‘mn cDNA
1

'"5

=

o "
g2 S
e e
ey ,
T"‘

u._a

?84 parii bazi s r‘ﬁx‘*vrmym Stecim qucem 553 ) ammo a‘a’:ézr* a
fedpokladanych 20 aminokysehin sig

o

eﬁmc vany sekvencemi 8HQ D &

£

£2. M ’:}
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Priklad 6: Tkanove rozdéleni myitho Z cyto 7

3 I

Pro urfovani tkastového rozdéleni mysiho Z eyto 7 byly zkoudeny tyto
memdy mysi nasobny tkafiovy nothernovy pfenos ( a‘.:‘h_n»a-“h, ?aﬁa Alto, CA),
my@; nothernovy bmm’y ;}re,mfs {Clontech), my&i embryonalni nothernovy
pienos a bodovy pfenos my§i michy.

Mysi embryonalni RNA byla izolovana 2 mySich embryi, kierd byla stara
6 az 9 dni od data fertilizace, pfidemz byla pouZita souprava POLY (A) PURE®
mRNA isolation kit (Ambion) . 100 mg kaZdého myiho embrya bylo
rozstépeno v 1 ml §tépiciho putru, pak homogenizovano a podrobeno vsadkové
metodé (batch) podie vyrobniho protokolu. Pro northernovy pfenos bylo
naneseno 2 ug RNAna 1,5 %ni agarozovy gel s 2,2 M formaldehydu. Gel byl
provozovan pfi 60 V po dobu &yt hodin a 30 minut. RNA byla transferovana
ptes noc na Nytranovou \:r:'*hrwm ?{M"a byla pfadem zvihdena v 20 X §8C.
RNA byly zesitény na membrinu pomoci UV svitla 2 vypéleny pti 80 °C po
dobu 1 hodiny.

- Yoy

My#1 midni RNA byla (€2 piipravena pomocf zo] ?5&" soupravy POLY
vy r (3 el ~r
{A) PURE™ mRNA isolation zﬁ“( Ambion). uﬂdm vy prencs mysi michy byl
p ‘O‘h’ddeﬂ nanesenim skvin bodd s 1, sf1 Koncentract 1 g RNAMuI

na Nytranovou membrany

[

a3 il E\i‘é:‘é’\ jus

Notl/EcoRI fragment obsahujict ping Z cyio 7 kddujict tsek byl
vytvofen z klonu obsahwictho SEQ 1D € 12 (dale referovan mko SEQIDE 12
klon) a byl poufit pro zkousku Pwmuww; ep SEQID & 12 klonu byl

pipraven z 5 mi LB 100 pg/mi ampieiling kalttvovan éu; fes nee pi
pouFtti soupravy i’fﬂ”“ﬂt“ SPIN MINIPREP kit ((J1ag
vyluhovano s 8 gl pufru s vysokou pufrovaci schopnosti {,7, :
Mannhem), 20 jednotkami Not 1 (Biclabs) a 20 jednotka
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BRL}Y v 80 ul reakéniho objemu pfi 37 °C yi,» :m)i}b H} um‘yi Vyiuh byl
_ .
L

podroben elektroforéze na 1,0 %nin TR
DNA byla extrahovana z geloveho platku za slelivats

extraction Kit ( Qiagen). 98,8 ng tohoto i }‘manf{u by 30 :;é’s’z& CT10 gmmacf f}“"‘ Z8
pouZiti macictho systému MULTIMPRIME® IINA idﬁf"ﬂfg systom
(Amersham) a nezaclenéna radioaktivita byla odstrandna na patronové
purifikacni kolong NUCTRAP® (Stratagene),
Dwva prepy northernového pl’ su a dva prepy bodového pfenosu byly
; nésledugicim zplisobem. 1 mg
1

_rﬁ-hybuduovary po dobu 3 hodin pf‘i 65 °C 1 Y

spermatu lososa byl povaten § mmut, zchlazen | minuty, smichén s 10 m]

EXPRESSHYB® roztokem a >;’1£zm k pfenosiim. Hybridizace byla vedena pies
& 0,1

’

noc pi1 65 °C. Podatedni podminky Vym%f’%ﬁi bvw nésledujiel:

SDS po dobu 40 minut nfi *)eraowp {e ﬁm b X8SC. 0.1%8D8 0
¥ ok 2 & i
dobu 40 u‘xmuy T Z‘sf\r Gﬂ Prenosy ﬁVi‘V €% u‘i“m‘v *Zv na film nies noc pi 805 *’C.
OGSy 3 H 5

H

I
Nothemove pienosy a my$i bodovy pfenos byl dide vym vivs
% SDS pfi 60 °C, aby se odstranilo pozadi Bodovy pfenos my#i
promyt znova durazméi s 4,1 % X 88C, 0.1 % :s,u% pi1 65 °C
potvrzeni véasnéidich vysledki

e

epididymis. My$i embryo vykazovalo expresi Z cyto 7 podinae dnem 12 5
maxunem v 16, dnit a kondici 17, dnem od data fertfizace. Velikost transkripee
byla primémsé 1 kb,

Vysledky: Exprese my$tho Z cyto 7 byla patrna v mille, slinné #aze a

Piklad 7: Proliferace chondrocyth pouditim Z cyio 7

Byla provedena zkouska proliferace chondroeytlt za Géelem urieni
ucmicy, 12ky by mohl m*f 7. cyte 7 na .prs}iif ract chondro ﬁ'*u Ziouka hyl

provedena s 20 %nim: stekavymt kulturami, Pro k“r""r : pokus byl f:;:zdan ke

kultafe chondroeyth hovézl “r“‘i‘vg}' alburnin misto 7 cyto 7. Zkougkou byla

r“f—‘s’:sz:r ’mimrmmr'ﬂ 3H - thymudiu DNA vimikajict v chondrocytech, Wahl et
L, Mol Celf Biol 8 5016 - 3¢ “s (1988).




’v ysledky: Po vystaveni kultury chondrocytt 1 ug/mi 7 cyto 7 byla pozorovana

3.5 aZ 9 nésobné stimulace proliferace chondrocytéi. Stimulace chondrocyiil
pommx Z cyto 7 byla pozorovana u mnoha ptipravid protemu a byla
pozorovatelna vieobecné u fady druhil Naproti tomu kontrolni experiment §
pouzitim BSA (hovéz! sérovy albumin) nevykazoval #adnou stimulaci
chondrocytil.

Piiklad 8: Priprava glykozaminoglykanu pomoci chondroc vt ofetfenych
Zoeyio 7

Byla plipravena 20 %ni stékava kultura chondroeytfi a byl aplikovan 7
eyte 7 v koncentract 1 ug/ml. Vs druhém pokusu byl navic k 7 eyto 7 k
bunééné kultufe aplikovan IL - 1 B. Ke kontrolni skupmé byl ke kulnufe
chondroeyttr piidin RSA Hmdrm glykozammoglykanu (GAG) produkovaného
kulturou chondrocyt byla pak uréena vomoci Zhkousky s 1,9 -
dimethylmethylenovym modrym barvivem, Fardale ef g, Biochem. Bic OpAvs.
Acta 888 1 173 - 177 (1987,

Vyslediy: Chondroeyty, které byly kaltivovany s 7 cyto 7, vykazovaly 50
zvyseni stalé pfitomnosti GAG v kultufe chondroceyti Navic, ;emizm byly
chondrocyty kultivoviny s Z cyto 7 a interlenkinem - 1 8 3 (IL - 1), zvydila se
produkce GAG 2,5kridt ve srovnani s tim, byly-ii ﬁ)uﬂndi@éﬁﬁ; kultivoviny bud
se Z cyto 7 mbo - Y samostamd. Buky, kierd byly kultrvovany s pFidavkerm

BSA, nevykazovaly zadné zvvdeni produkce GAG.
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Prikiad 9: Stunulace osteoblastu pormoci Z cyto 7

Bunécna hinie CCC4 je s,')szeﬂ?)iaa tm podobna bunééna hinte odvozena z
p53 oruradene mysi Linie CCC4 byla transfekiovana pomoci plazmidu
obsahujictho indukovatelny element sérové odpovédi (SRE = serum response

element) fidictho exprast luciferdzy. Stimu ’:f:e: SRE a nésledna exprese
huciferazy naznaduje, e chemickd entita pravdépodobns stimuluje ost teoblasty.

CCC4 b %zﬁky byly kultivovany v pritomnosti | pg 7 cyto 7/ml

ug 7.
riY >y - -: - A ;—‘;’ by H gk ys " av‘:} wide s o £ Exl
kultivadniho média. Kontrolni BSA, fbroblastovy rustovy faktor (FGF) a

1 y Syretroee p AT T Y mEd deer b eRagmas s ey 1 Hs e s
plateletami denivovany ristov 1y faktor ( PDGE) byly piidany k rdznym kulturdm

CCC4 bundle. BSA byla negatived kontrola a FGF a PDGF b v pozitivni
kontroly, protoZe jsou andmé tim, e pﬂdf}(}ﬁ" i prol iferact osteob
uciferdsy by’iﬁ uréena pr&u‘m{srﬂ 40 ui P ga luciferdze u% stratu § pouZifim
.2 second mtegrated read on Labsystes L1 ’\JHI’\G%K AN®

~

Vysledky: 7 cyto 7 stejné jako FGF a PDGE stimuluji exprest luciferdzy ve
zkouskach ukazujicich, e stimuluyi osteoblasty. Kontre m{' pokus s BSA byl v
teto zkoudce negatival

¥}

Stékave kultury iicisk_v ch kodnich, ﬂil on vich a fekainich plicnich fibroblasti
11

'h‘éz'hr zaockovany 7. cyto 7, aby se uréd G¢mek 7 cyto 7 na rust fibroblasti. Jako
ozittvni kontrola byl pouZit FGF a 1ako ne g '*mi kontrolni pokus byl pouZis

,.%Sf\,

Vysledky: 7 cvto 7 nemél 2adny (émek na rist fibroblasth
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Pokus 11: Utinek 7 eyto 7 na rast BaF3 bundk

Buniky BaF3, mysi pre - B bunééné linte zavisié na pmﬁf@m:ﬁ L -3 byly

nékolikrat pron 3,’3, zékladnim meédiem a pak umistény do 96 - jamkovs plotny,
kaZda jamka ohsahovala p*amém” 5 500 bundk/jamke. Buiky %}E,; Ty odetfeny
bud' I ug/ml Z cyto Tnebo 1 -2 pg/m! IL - 3 neho ,{«:mb’ welohouZeyto 7 a
IL ~ 3.V oddéleném pokuse byly 182 pfidany do jamek misto Z cyte 70,1 - 10
ng/ mh TGEFB. Po mkubaci plotny pti 37 °C Cpo dobul3-6dniv ;3;{‘;'1:0 mnosti 5 %
CO; bylo pr wdano 20 ¢ ul LLALAMAR blue”™ do kaZdé jamky a plotna byla

.nkuuovén 15 &z 24 hodin pti 37 °C. Plotna byla vwhodnocena gummz
fluorometru pf‘ 1 excitadni vinové déice 544 nmy a emisnd vinové délee 350 nm.
Pred pridavkem ALMAR blue*” byla zkouSka téZ posouzena prostym okerm z
hlediska stimulace nebo mhibice prol zic,mm vunck. Zakladni médium
obsahovajo RPMI 1 640 + 10 % HIA - FBS + L - glutammn + Na pyruvat,

Vysledky: 7 oyto 7 a TGFB Vg"mai’nr’: mhibuyi [L - 3
i}’;?} '; 1\.15 I’E"*’ﬂ‘.,j p‘: ’L‘é}a 3«1—,.?%7 nz-&& {;ﬁ&, nyo Ei, t rE{r FEICIEERS:
evto 7, byvla Z eyto 7 mhibice proliferace bundk [

Pitkiad 12: Ulmek 7 cvto 7 na rast TF - | bundlk

leukemicka bunééna lrue, kiera je zf%,vigié na GM -

\I:w
e
.

¥

Busky TF - 1, lids

CSEnebo 1L - 15, by i nékohlrat promyty zakiadnim mediem a umistény na 96
- jamkovon “iﬁt&’u pitdem¥ k‘L‘E(f iamka obsahovala privmémé 7 000 bundk/na
jamku. Buiky ‘Wiv kokultreovany s 1 ug/mlZ eyto 7 a 100 - 200 pg/m! IL - 15

&
misto 7 cyto 7 nfidan TGER Po

¥ i
<

e

"\f oddéleném experimentu *ﬁ”? do 1amek
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i.?d{ubeci oty pii 37 °C po dobu 3 aZ 6 dnfi v p
karzdé jar } I pf iddano 20 LJ SALMAR blue™ a pro
hodin pii 37 °C. Pak byla plotna vyhodnocena Q{}I‘i oci mmmmc:sm ;m excitadni
vinové délce “v44 nm a emusni vinové délee 590 nrm. Plec m id&Vkﬁi‘?‘f SALMAR

blue™ bylo téZ provedeno posouzeni vrmﬁ}m okem z hiediska stimulace nebo
inhibice proliferace bundk. J;’Kiacmz meédium c}z},safmv:.ic "i MI T 640+ 10 %
HIA - FBS + L - glutarmn + Na pyruvat,

]
..r 3
ek

. Y 1 R PG S S S e BT aun deadn by mwrdian e smde TF s - g

VY%;E.{ ky. il - W stimulace TF - | bundk je inhibovina jak Z cyto 7, tak i TGF -
.
k4

sncentrace 7 oyt 2 % cm mdmimerila Sertite T, wEr ;
B. Koncentrace 7 cyto 7, pii niZ se objevila inhibice, byla vy, ne? 200 ng/mal;
YL ES o et P "'? o Lt . Yesmuraio 3 ) - P a SR PN 1 L P |
a koncentrace TGF - 8, pii které so objevila inhibice proliferace byla okolo 50

pe/ml.
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SEZNAM SEKVENC]

a

(1) VSEOBECNE INFORMACE

(i) ZADATEL: Zymo Genetics, Inc.
1201 Hastlake «’—xwr‘uc Hast
Seattle
Wa
usa
Q8102

b3

(i) NAZEV VYNALEZL: Irolovany polynukleotid, k?*rj,'f kodug

e

. L]
sae

sse e
L

oo

polypeptid, expresivai veltor, protilatka a zplsob jeji pHpravy.

(i) POCET SERVENCT: 43

(iv) KORESPONDENCNT ADRESA:
(A) ADRESAT: Zymo Genetics, Ine.
(B) ULICE: zm mg ake Avenue Fast
(C) MESTO: Sea

(D) STAT: W. A

(E) ZEME: USA

mzw 8102

(W F RM‘ULM CITELNY POCITACEM:
(A) Typ média: disketa
{L‘} m< "“A(“ IBM Compatible
PERACNT SYSTEM: DOS
"‘é}) *S "“1“""“% ARE Fast 8 I;\,) pro Windows Version 2.0

o~

(viti) PRAVNI ZASTUPCE / AGENT INFORMACE:
(AY IMENO: Lunn, Paul (5

(B) REGISTRACNI CISLO- 32, 743

(Y ODKAZY / CISLO PRIHRADKY: 97 - 15 PC




- Li"i -~ .oo: 'o:: .5 oo:
(2) INFORMACE PROSEQ ID & [
(i) SEKVENCN] CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 736 par(i bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) RETEZENI: Jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(1) TYP MOLEKULY: ¢cDNA
(ix) ZNAK:
(A) N,AZ{EV I KLIC: Kodujic sekvence
(B) UMISTENI: 57 ... 596
(D) JINE INFORMACE:
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID &0 1
GAATTCGGCA CGAGGAGGCG GGCAGCAGCT GCAGGCTGAC CTTGCAGCTT GGCGGA ATG 59
' Met
1
GAC TGG CCT CAC AAC CTG CTG TTT CTT CTT ACC ATT TCC ATC TIC CfG 107
Asp Trp Pro His Asn Leu Leu Phe Leu Leu Thr Ile Ser Ile Phe Leu
5 10 © 15
GGG CTG GGC CAG CCC AGG AGC CCC AAA AGC AAG AGG AAG GGG CAA GGG 155
Gly Leu Gly GIn Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly
20 25 ' 30
CGG CCT GGG CCC CTG GCC CCT GGC CCT CAC CAG GTG CCA CTG GAC CTG 203
Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu
35 40 45
GIG TCA CGG ATG AAA CCG TAT GCC CGC ATG GAG GAG TAT GAG AGG AAC 251

Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn
50 55 60 65
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(X ) *e

ATC GAG GAG ATG GTG GCC CAG CTG AGG AAC AGC TCA GAG CTG GCC CAG 299
Ile Glu Glu Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln
70 ] 75 80
AGA AAG TGT GAG GTC AAC TTG CAG CTG TGG ATG TCC AAC AAG AGG AGC 347
Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu Gin Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser
85 90 95
CTG TCT CCC TGG GGC TAC AGC ATC AAC CAC GAC CCC AGC CGT ATC CCC 395
Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro
100 105 110
GTG GAC CTG CCG GAG GCA CGG TGC CTG TGT CTG GGC TGT GTG AAC CCC 443
Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro
115 4 120 125
TTC ACC ATG CAG GAG GAC CGC AGC ATG GTG AGC GTG CCG GTG TTC AGC 491
Phe Thr Met GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser
130 135 140 145
CAG GTT CCT GTG CGC CGC CGC CTC TGC CCG CCA CCG CCC CGC ACA GGG 539
GIn Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly
150 155 160
CCT TGC CGC CAG CGC GCA GTC ATG GAG ACC ATC GCT GTG GGC TGC ACC 587
Pro Cys Arg GIn Arg-Ala Val Met Glu Thr T1e Ala Val Gly Cys Thr
165 170 175
TGC ATC TTC TGAATCACCT GGCCCAGAAG CCAGGCCAGC AGCCCGAGAC'CATCCTCCT 645
Cys Ile Phe
180
TGCACCTTTG TGCCAAGAAA GGCCTATGAA AAGTAAACAC TGACTTTTGA AAGCCAGAAA 705
AAAAAAAAAA AAAAAAAATT CCTGCGGCCG C 736

Y TRIL S RN ATIT TV RIS ITY X . A
(23 INFORMACEPROSEQ ID & 2

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 180 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselna

(CY RETEZENI Jednoduché

(D) TOPOLOGTHE: linearnd

(i) TYP MOLEKULY: protemn

{(v) TYP FRAGMENTL: vnitini
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(x1) POPIS SERVENCE: SEQ D& 2:
“Met Asp Trp Pro His Asn Leu Leu Phe Leu Leu Thr Ile Ser Ile Phe
1 5 10 15
Leu Gly Leu Gly GIn Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gin
20 25 30
Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp
35 40 45
Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg
50 55 60 .
Asn Ile Glu Glu Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala
65 70 ' 75 80
GIn Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg
. 85 90 95
Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile
100 105 110
Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn
115 120 125
Pro Phe Thr Met GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe
130 - 7135 140
Ser GIn Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr
145 150 155 160
Gly Pro Cys Arg Gin Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys
165 : 170 175
Thr Cys Ile Phe
180
(2) INFORMACE PROSEQ ID ¢ 3

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKA-
(A) DELKA: 397 part: bz

(8) TYP: nukleovd kyselina

(C) RETEZENI: jednoduché

EY TP ETYINOY) S5 I PV !
{1} TOPOLOGIE: linedmi
G TV NACY T N o
(1) TYP MOLEKULY: ymy

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ D & 3

AGGCGGGCAN AGCTGCAGGC TGACCTTGCA GCTTGGCGGA ATGGACTGGC CTCACAACCT
GCTGTTTCTT CTTACCATTT CCATCTTCCT GGGGCTGGGC AGCCAGGAGC CCCAAAAGCA
AGAGGAAGGG GCAAGGGCGG CCTGGGCCCN TGGCCTGGCC TCACCAGGTG CCACTGGACC
TGGTGTCACG GATGAAACCG TATGCCCGCA TGGAGGAGTA TGAGAGGAAC ATCGAGGAGA
TGGTGGCCCA GCTGAGGAAC AGCTCANAAG CTGGCCCAGA GAAAGTGTGA GGTCAACTTG

60
120
180
240
300
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CAGCTGTGGA TGTCCAACAA GAAGGAGCCT GTCTCCCTTG GGGCTACAAG: CAB'CAACCAC .30, 3601+
CGACCCCAGC CGTATCCCCG TGGGACCTTG CCGGGAC 397

2a %) ?' rw, g T TR Y TT 1, &
L) NG URMACE FRO }";.M\._/ id. .

(1) SHRVENCN{ CHARAKTERISTIKY:
(AYDELKA: 18 parQ bazi

(BYTYP: muw*rw’a kyselina

(" )R}:a BZENT 1@ wednoduchd

(IN TOPOLOG SE- Jnedmi

(1) TYP MOLEKULY: jiny
(vii) PR 'm’zmkw!
(B) KLON: 7C' 13265

.
~ r "l! TYN 7% . 4.
SNOE: 8 SEQIDC. 4

Pt
we
L
o
)
7~
-
oviug
ot
)
Ct}
\ ~J
r~ '-t
h‘l

TTACCATTTC CATCTTCC 18

»)
e
v

(2) INFORMACE PROSEG T

(i) SERVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 18 part bazi

(B} TYP: nuklova kyselina
(CYRETEZENT: 1eanoduche

(DY TOPOLOGIE: hnearnt

() TYP MOLEKULY: Jiny
(vii) PRIMY ZDROJ:
(BYRLON: 70 13266

-}

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQID (. 5
18

L¥ad] 'wTv-!‘--{x‘,wrr R e a) [—\( " "{w-\;v-'-v‘g o
CL(/ J A WL N T W (LN A AN

(2) INFORMACE FROSEQID O 6

(1) SEKVENCNT CHARAKTERISTIKY:
(AT L,LJ{& A 2; m‘aw b m

() TYP MOLEKILY: Jmy
{vu} P RIMY ZDRO
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(B KLON: ZC 13326
(1) POPIS SERVENCE: SEQ ID C-6
CAAGGATOUC AGCCCAGGAG CCCCAAAAG 29

(2) INFORMACE PRO AEQ IDC- 7;
(i) SEKVENCNT CHARAKTERISTIKY
(A) DELKA: 30 pari bazi
(BYTYP: nuldeovd kyselina
(C) RETEZENT: jednoduché
(D) TOPCLOGIE: linedrni

(1) TYP MOLERULY" Jiny
(vii) PRIMY ZDROI:
(8) KLON: ZC 3330

GACCTCGAGT CAGAAGATGC AGGTGCAGCC ‘ 30

(2) INFORMACE PRO SEQ ID C.: 8:
(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

(A) DELKA: 30 parf b
(BYTYP: nukleova kysehna
(CYRETEZENI jednoduc

";) TOPOLOGIE: lneamn

t:?‘

&
&

Fumhn,

L)

(1) TYP MOLERKULY: Jiny
(vii) PRIMY ZDROJ:
{8 5{1,’71\ ZC 13325

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ D &: &

GTCGAATTICA TGGATTGGCC TCACAACCTC 10
2) INFORMACE PRO SEQ ID .- -,;.

) SEKVE ‘\ﬁ”\f CHARAKTHRIST
A) H*«I KA 27 parhh bazt

(BYTYP: nukl mwii leyselina

(Y RETEZENT jednoduchs

¥

{IM TOPOLOGIE: neamt

(2
(1

i

r"

P
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\.{A; TYP MOLEKULY: Jﬂ"ﬁd
(vil) PRIMY ZDROJ.
(B) KLON: ZC 13327

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ iD C
GAAGGATCCG AAGATGCAGG TGCAGCC
(2} INFORMACE PROSEQ IDC- 10

1) SEKVENCNI CHARAKTE RISTIKY:

A) DELKA:

B) TYP: aminokyselina

(Y1 “?E/ET\? jednoduché
(I TOPOLO .,iL-, Imearni

AN /"‘\

yTYP MCLERULY: peptid
{xz P PE SEKVENCE: SEQ ID C.: 10:

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lvs Gly Ser

i

(9] J‘
i

=

-

{2} INFORMACE PROSEQ ID .- 11

(1) SEKVENCNT CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 692 parly hézi

(BYTYP: %’de‘wd kyselina

(C) RETEZENT: jednoduché

(1) TOPOLOGIE: linearni

() TYP MOLEKULY: ¢cDNA
(ix) ZNAK:

(A) NAZEV / KLIC: Koédujici sekvence
(B) UMISTENT 50 ... 589

(D) JINE INFORMACE:

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ D & i1

GGGGTTCOTG (r(“f FOGTGGCA GUTGCGGGLC T
CTTGQOTGGG ATG GAC TGG Met Asp Tip
i
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CCa CAC AGC CTG CTC TTC CTC CTG GCC ATC TCC ATC TTC CTG GCG CCA
Pro His Ser Leu Leu Phe Leu Leu Ala Ile Ser ITe Phe Leu Ala Pro
5 10 15

AGC CAC CCC CGG AAC ACC AAA GGC AAA AGA AAA GGG CAA GGG AGG CCC
Ser His Pro Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro
20 25 30 35

AGT CCC TTG GCC CCT GGG CCT CAT CAG GTG CCG CTG GAC CTG GTG TCT
Ser Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser
40 45 50

CGA GTA AAG CCC TAC GCT CGA ATG GAA GAG TAT GAG CGG AAC CTT GGG
Arg Val Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Leu Gly
-55 60 - 65

GAG ATG GTG GCC CAG CTG AGG AAC AGC TCC GAG CCA GCC AAG AAG AAA
Glu Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala Lys Lys Lys
70 75 80

TGT GAA GTC AAT CTA CAG CTG TGG TTG TCC AAC AAG AGG AGC CTG TCC
Cys Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser
85 90 - 95

CCA TGG GGC TAC AGC ATC AAC CAC GAC CCC AGC CGC ATC CCT GCG GAC
Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Ala Asp
100 105 110 115

TTG CCC GAG GCG CGG TGC CTA TGT TTG GGT TGC GTG AAT CCC TTC ACC
Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr
120 125 130

ATG CAG GAG GAC CGT AGC ATG GTG AGC GTG CCA GTG TTC AGC CAG GTG
Met GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val
135 140 - 145

CCG GTG CGC CGC CGC CTC TGT CCT CAA CCT CCT CGC CCT GGG CCC TGC
Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro GIn Pro Pro Arg Pro Gly Pro Cys
150 155 160

CGC CAG CGT GTC GTC ATG GAG ACC ATC GCT GTG GGT TGC ACC TGC ATC
Arg GIn Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile
165 170 175

106

154

202

250

298

346

394

442

490

538

586
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TGC AACAACCCTC

692

(2) INFORMACE PRO SEQ 1D ¢ 12

{é.} SEKV ENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 180 aminokyseln

( 8) TYP: aminokyselina

(L‘L”T”T?LNchdnﬁuvc

(D) TOPOLOGIE: lineami

(i) TYP MOLERULY: nrotein
(‘3;) TYP FRAGMENTU. vnithini

Ty T

( x; POPIS BERVENCE; SE \g [IBES {‘ 12

Met Asp Trp Pro His Ser Leu Leu Phe Leu Leu Ala Ile Ser Ile Phe
1 5 10 15
Leu Ala Pro Ser His Pro Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly GIn
20 25 : 30
Gly Arg Pro Ser Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp
35 40 45
Leu Val Ser Arg Val Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg
50 55 60
Asn Leu Gly Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala
65 70 75 80
Lys Lys Lys Cys Glu Val Asn Leu GlIn Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg
. 85 90 95
Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile
.7100 105 110
Pro Ala Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn
115 . 120 125
Pro Phe Thr Met GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe
130 135 140
Ser GIn Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro GIn Pro Pro Arg Pro
145 150 155 160
Gly Pro Cys Arg GIn Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys
165 170 175
Thr Cys Ile Phe
180

(2) INFORMACE PRO SEQ DO 13




~52- ICRNC I
8 ET“ ENCNIC af%xﬁﬁ\TL RISTIKY:
i{ﬁ}f.} D L;_‘k/i‘i 4{‘;: ;'}l ‘ii u Gcii‘i
ﬁhEYP*mamqu&mm
(C ;&iﬁhz ENT jednoduché
(N1 ()E#);()izhﬂ‘nredfﬂihﬂﬁr@ ogie
(1 TYP MOLEKULY: cDNA )
{x1) POPIS SEKVENCH: SEQ DO 15:
GGGGTTCCTG GCGGGTGGCA GCTGCGGGCC TGCCGCCTGA CTTGGTGGGA TGGACTGGCC 60
GCACAGCCTG CTCTTCCTCC TGGCCATCTC CATCTTCCTG GCGCCAAGCC ACCCCCGGAA 120
CACCAAAGGC AAAAGAAAAG GGCAAGGGAG GCCCAGTCCC TTGGCCCCTG GGCTCATCAG 180
GTGCCGCTGG ACCTGGTGTC TCGAGTAAAG CCCTACGCTC GAATGGAAGA GTATGAGCGS 240
AACCTTGGGG AGATGGTGGC CCAGCTGAGG AACAGCTCCG AGCCAGCCAA GAAGAAATGT 300
GAAGTCAATC TACAGCTGTG GTTGTCCAAC AAGAGGAGCC TGTCCCCATG GGGCTACAGC 360
ATCAACCACG ACCCCAGCCG CATCCCTGCG GACTTGCCCG AGGCGCGGTG CCTATGTTTG 420
GGTTGCGTGA ATCCCTTCAC CATGCAGGAG GACCGTAGCA TGGTGAGCGT GCCAGTGTTC 480
AGCCAGGTGC CGGTGCG 497

(2) INFORMACE PRO SEQ D C - 14:
(1) SHKVENCNI CHARAKTERISTT
(AYDELKA: 160 aminokyselin
(BYTYP: ammokysehina

{Cé RETEZEN: js;:dmriur%si

(D) TOPOLOGIE: hnearni

KY:

”i} TYP MOLEKULY: protein
4\ Q{\MY‘Q; &:‘g&f& TNCD &F" 1Ty ¢ i 14

GIn Pro Aré Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg igo Gly
1 5 10
Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 45
Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala G]n Arg Lys Cys
50 55 60
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser ggo
65 70 75
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val ggp Leu
85 90

L X
e

L ]
*
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. Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
100 : 105 110
.GIn Glu Asp Arg Ser Met VaT Ser Val Pro Val Phe Ser Gin Val Pro
115 120 125
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140
GIn Arg Ala Val Met Glu Thr ITe Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150 155 160

(2) INFORMACE PRO SEQ M - 15
(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKA-
(A DELKA: 160 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(C) RETEZEN!: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineamni

(1) TYP MOLEKULY: protein
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID ¢ 15.

GIn Pro Arg Ala Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly
1 5 10 15
Pro Leu Ala.Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 . 45
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gin Arg Lys Cys
50 55 60
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
65 . 70 75 - 80
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
.7 85 90 95
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
- 100 105 110
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro
115 120 125
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140
GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150 155 160

(2}iﬁﬂ¥3ﬂﬁ&%(ﬁﬁ¥4{£}SE%2ii)fizIéi

(1) SEXVENCNI CHARAK TERISTIC Y

o e
¢ L.
.
L] [ ] (1)
¢ s8¢ 0
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(A)DELKA: 160 anmvinokyselin
(B3 TYP: ammuk\:sdum

(C) RETBZENT: jednoduché
(I3) TOPOLOGIE: linedrni

(1) TYP MOLEKULY" proteimn
{(x1) POPIS SEKVENCE: SEQIDC.

-

5N

o

GIn Pro Arg Ser Pro Lys Ala Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly
1 5 10 15

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg

20 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 .. 40 45
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu A]a GIn Arg Lys Cys
50 55 60

Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro

65 70 75 80

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu

85 90 95
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
. 100 105 110
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro
115 120 125
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140

GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe

145 150 155 160

(2) INFORMACE PROSEQ ID & 17

EKV[V[Ni{dAQAKanfﬁEKY:
DELKA: 160 aminokyselin

(E)TYP: am mukysrum

(C) RETEZENT: jednoduché

{I3) TOPOLOGIE: linearni

\‘{‘
LS
{A)
Fa s

(1) TYP MOLEKULY: protein

(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ D¢ 17

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Ala
! 5 10 15
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Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 ) 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 45
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys
50 ' 55 60
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
65 70 75 80
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
85 : 90 95
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
100 . 105 110
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro
115 120 - 125
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140
GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150 155 160

(2) INFORMACE PROSEQ ID C.: 18

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY
{A) DELKA: 160 ammokyselin
(BYTYP: ammokyselina
(CYRETBZEN - jednoduché

(DY TOPOLOGIE: Ineédrnt

() TYP MOLEKULY: protein
(1) POPIS SEKVENCE: SEQ 1D ¢ 18

GIn Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly
1 5 10 15
Pro Leu A]a Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ala Arg
20 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 45
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys
50 55 60
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
65 70 75 : 80
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
85 90 95
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
100 105 110
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GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro
115 120 125
_Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140
GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150 155 160

(2) INFORMACE PRO SEQ ID (- 19-

(1) SEKVENCN ¢ HARAKTERISTIKY:
(A)DbLhA.lM]&nﬂQh@%m

(B) TYP: aminokyselina
’“)EJ;TLZI“J’ﬁ>aruaic%u

(D) TOPOLOGIE: linearm!

(1) TYP MOLEKULY: protein
(xi) POPIS SEKVENCE: 8EQ ID .- 19:

GIn Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gin Gly Arg Pro Gly
1 5 10 15
Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
. 35 40 45

Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys

50 55 60
Glu Val-Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
65 70 75 80
- Trp G]y Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
: 85 90 95
Pro Glu A]a Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
."100 105 110
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro
115 120 125
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140

GIn Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150 155 160

C@ENWMHMACEPROSEQ?QEZE&

(1%ik%%NLN£LdAR4K HRIS
(A) DELKA: 160 ammokyseln
(B) TYP: aminokyselina
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(C) RETEZENI: jednoduché
(D TOPOLOGIE: linedrni

(i) TYP MOLEKULY: proten
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ 1D €. 20

GIn Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly
1 5 10 15
Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 45
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys
50 : 55 ‘ - 60
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
65 70 75 80
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
85 90 85
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
100 105 110
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro
115 120 125
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140
GIn Arg Leu Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
- 145 150 - 155 160

2) INFORMACE PRO SEQ ID Co 2T

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 160 aminokyselin

() TYP: aminokyselina

(C) RETEZENL jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linemi

(i) TYP MOLEKULY: protein
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID C: 21

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Ego Gly
1 5 10
Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30
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Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 45
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn'Ser Ser Glu Leu Ala 81n Arg Lys Cys
50 55 60
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
65 70 75 80
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
85 90 95
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
100 105 110
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro
115 120 125
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 - 135 140
Gln Arg Phe Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 ’ 150 155 160

(2} INFORMACE PROSEQ D ¢ 22-

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 160 aminokyselin

(B) TYP: ammokyselina

(C) RETEZENT tednoduchs

(D) TOPOLOGIE: linearn

(i) TYP MOLEKULY: protemn
’ Y

YT
'; <.
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID (. 22

-GIn Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly ArgAigo Gly

1 y 5 10 _

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Gly Arg

.20 25 30

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 45

Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys

50 55 60

Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser ggo

65 70 75

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val égp Leu

85 90
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
100 105 ‘ 110

GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro

115 120 125

seesee




ee oss e L] LT e e

S" « o . ee ¢ o ¢ eas o

- - . . - . ¢ se @
3 [ . . ® ¢ eee osee

. - . * * L]

soss @ ese scoe s '

Val Arg Arg Arg Ley Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140

.GIn Arg Ala Val Met GIu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe

145 150 155 160

(2) INFORMACE PRO SEQ 1D - 23,

(1) SEKVENCN] CHARAKTERISTIR V-
(A) DELKA: 160 am mokyselin

(B) TYP: aminokyseling

(C) RETEZENT: jednoduchs

() TOPOLOGIR: linedrn

W{ IY PMOLEKULY: protein
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID & - 23.

GIn Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Ser
1 5 10 15
Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 : 40 45
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys
50 55 60
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
65 70 75 80
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
85 90 95
~Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
~ 100 105 110
GIn GTu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gin Val Pro
115.7 \ 120 125
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140
GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150 155 160

(2) INFORMACE PRO SEQ ID ¢ 24

(1) SEKVENCNI CHARAKTERIS TIK Y
(A) DELKA: 160 arminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(C) RETEZENT jednoduché |

(D) TOPOLOGIE: lineams




- GO~ S

() TYP MOLEKULY. protein
{(x1) POPIS SEKVENCE: SEQIDC.: 24

GIn Pro Arg Ser Pro Lys Val Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly
1 5 10 15
Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 45
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys
50 55 60
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
65 : 70 75 .80
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
85 90 95
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
100 105 110
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro
115 120 125 |
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 140
GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150 155 160

(2) INFORMACE PRO SEQ 1D (- 25:

() SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 160 aminokyselin

(B F YP : aminokyseina

(C) RETEZENT: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linedmni

(ii} TYP MOLEKULY: protein
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID .- 25

GIn Pro Arg Val Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly
1 5 10 15
Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gin Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30
Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 45
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Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys
50 55 60

Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp’Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro

65 70 75 80

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val ggp Leu

85 90
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
100 105 110
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro
115 120 125

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
130 135 . 140

GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe

145 150 155 160

(2} INFORMACE PRO SEQ ID C.: 26:

(i) SEKVENCN! CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 97 AmnoKyselin

(B) TYP: aminokyseina

(CY RETEZENT: jednoduché

(D} TOPOLOGIE: lineérni

(1) TYP MOLEKULY: protein
(a) POPIS SEKVENCE: SEQ 1D ¢ 26

Cys Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser
1 5 10 15
~Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp
.20 25 30
Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leéu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr
35.- 40 45
Met GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val
50 55 60
Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys
65 ‘ 70 75 80
Arg Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile

85 90 95
Phe

(2) INFORMACE PRO SEQ 1D ¢ 27-

(1) SEKVENCNI CHARAKTHRISTIKY
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(A} ) DELKA: 100 am mokyselin
(B TYP; dmmm{*y seling

(C) RETEZENT: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: | linearni

(1) TYP MOLEKULY: protein
{x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID ¢ - 27-

Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gin Gly Arg Pro Gly Pro
1 5 10 15
Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met
20 25 30
Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met
35 .. 40 ' 45
Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys Glu
50 55 60
Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp
65 70 75 80
Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro
85 90 95
Glu Ala Arg Cys
100

(2) INFORMACE PRO SEQ ID (- 78

(1 ‘%h%’"t‘\{(“’\ﬁ CHARAKTERISTIKY:
(A} DELKA: 17 aminokyselin

(B) TYP: ammoxy&.?ma

(C) RETEZENT: jednoduche

(D) TOPOLOGIE: lineami

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(xi) POPIS SEXVENCE: SEQIDC: 28

Dy A rer Do T s Sl T e A wen % = 13 ™5
£10 Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Glv Pro Leu

1 5 10 15
(2) INFORMACE PRO SEQ [D ¢.- 29,

(1) SEKVENCNI CH ARAKTERISTIKY:
(AYDELKA: 17 arminokyselin
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(D) TOPOLOGIE: |

i’iﬂudi L(:"
6&?&’11

(1) TYP MOLEKULY-
(x1) POPIS S.i‘K‘v‘E (,§
Arg

1 3 Y

(2) INFORMACE PRO SEQ ID .- 30:

1
IEl

(1) SEKVENCN! CHARAK ISTIKY:
(A) DELKA: 16 aminokyselin
(m) TYF: . aminokyselina

(CY RETEZENT: jednoduché

{u; TOPOLOGIE: Imedami

() TYP MC
(x1) POPIS SEKVEN

OLEKULY: peptid
NCE: SEQ D C - 30

Asn His Asp Pro Ser Arg lle Pro Val Asp Leu Pro Giu Als

1o

1 5

(2) INFORMACE PRO SEQ ID (- 31-

() SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:

{A) UELKA: 19 aminokyselin

(B TYP: . aminokyselina

(C ) RETEZENT jednoduché

(£) TOPOLOGIE: linearni

(1) TYP MOLEKULY: peptid

{x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID ¢ - 31

Pro Val Arg Arg Axw Leu Cys Pro Pro Pro
i 10

Arg

o

Met Lys Pro iyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn lle Glu Gla

15

Arg Cys

is

6]

“ro Arg Thr Gly Pro Cye Ar
]

va
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- (

¢
8

[
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(2Y INFORMACE PRO SEQ ID C.; 32

\.\ P SERY P\x \). CHARAKTERISTIKY:
(AY DELKA: 47 aminokyselin

{(B) TYP: aminokyselina

(C) RETRZENT: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearn:

(i) TYP MOLEKULY: peptide
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID (- 32:

Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly Pro
1 5 10 15
Leu Ala Pro.Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met
20 25 30
Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
35 40 _ 45

(2) INFORMACE PROSEG ID &

(i) SEKVENCNT CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 70 aminokyselin

"BW TYP: ammokyselina

(C)Y RETEZENI: jednoduché

(13) TOPOLOGTE: linedrni

(i)TYP MOLEKULY: peptid
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ 1D C.: 33

Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu
1 “ 5 10 15
Glu Met Va] Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys
20 25 30
Cys Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser
35 - 40 45
Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg ITe Pro Val Asp
50 55 60

Leu Pro Glu Ala Arg Cys

65 70

(2) INFORMACE PRO SEQ D C: 34

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY
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(A} DELKA: 61 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina

(C) RETEZENT jednoduche
(DY TOPOLOGIE: linearni

(1) TYP MOLEKULY: pepid
(1) POPIS SEKVENCE: SBQ inC.

Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys

1 5 10 15

Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met GIn Glu Asp Arg Ser

20 25 30

Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro Val Arg Arg Arg Leu
35 . 40 ' 45

Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gin Arg

50 55 60

S

.
NTIOYIRRA AT DROYSEO D O 35
(2} INFORMACE PRO BEQ 1D G0 33

u

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 73 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselna

() RETEZENT: zf*::snmiwi’;é-

(InT (.)P(x.!l,i.,,._i{f}r [ imearnt

() TYP MOLEKULY: ﬂephﬂ 7
(x1) POPIS SEKVENCE: 8EQ D C.

Las
¥ 41

Asn His -Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys
1 5 10 15
Leu Cys LeuGly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met GIn Glu Asp Arg Ser
20 25 30
Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu
35 40 45
Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg GIn Arg Ala Val Met
50 55 60
Glu Thr I1e Ala Val Gly Cys Thr Cys
65 70

(2) INFORMACE PRO 8EQ D €0 36

K“/%ﬂ’“ »( TTARAKTHRISTIKY:

A e

(£} 8E
i” DELE A “3“% arninckyselin
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fC) RETEZE INT a&dncmumc
u}llePfﬂx}GIP linedrni

(1) TYP MOLEK UL Y protein
W}POQsSFRV*\ffShH;DL

Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly Pro Leu
1 5 10 15
Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys
20 - 25 30

Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val
35 40 45

Ala GIn Leu.Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys Glu Val
50 55 60

Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly

65 70 75 80

Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu

85 90 95
Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu
100 105 110
Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg
115 120 125

Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg GIn Arg
130 135 140

Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe

145 150 155

2) INFORMACE PROSEQ ID .. 37

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 154 aminokyselin
BYTYP: annnukysehnﬂ

(C\} I\J_*'I}thNl ;umwuumu

(D) TOPOLOGIE: linearmi

(1) TYP MOLEKULY protein
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ 1D ¢ - 37

Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro
1 5 10 15
His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg
20 25 30
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Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val Ala GIn Leu Arg
35 40 45

Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn'Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu G1n Leu

50 55 60
Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn
65 70 75 80
His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu
85 90 95
Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met GIn Glu Asp Arg Ser Met
100 105 110
Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gin Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys
115 120 125
Pro Pro Pro Pro Arg Thr- Gly Pro Cys Arg Gln Arg Ala Val Met Glu
130 135 140
Thr ITe Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150

(2) INFORMACE PRO SEQ ID ¢ 38

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
{A) DELKA: 151 aminokyselin

(BYTYP: ammokyselna

(CYRETEZENT jednoduché

(D) TOPOLOGIE: bnearni

(i) TYP MOLEKULY: protein
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ D C.; 38:

~Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro His (153_)n Val
1 5 .10
Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu
.20 25 30
Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser
35 40 45
Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys Giu Val Asn Leu Gin Leu Trp Met Ser
50 55 60
Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp ggo
65 70 75
Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly
85 90 95
Cys Val Asn Pro Phe Thr Met GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val
100 105 110
Pro Val Phe Ser GIn Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro
115 120 125
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Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala
130 135 140

Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe

145 150

(2) INFORMACE PRO SEQ 1D ¢+ 39:

(1) SEKVENCNT CHARAK TERISTIKY:
(A) DELKA: 160 aminokyselin

(B} TYP: aminokyselina

(C) RETEZENT. ;Pdmﬂufcﬁil

(D) TOPQLOGIE: linedami

(i) TYP MOLEKULY: protein
{xi) POPIS SEKVENCE: SEQ 1D ¢+ 39

His Pro Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Ser
1 5 10 15
Pro Leu Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg
20 25 30

Val Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Leu Gly Glu
35 40 45

Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala Lys Lys Lys Cys

50 55 60

Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro

65 70 75 80

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Ala Asp Leu

85 90 95

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
. 100 - 105 110

GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro
115. - 120 ‘ - 125

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro GIn Pro Pro Arg Pro Gly Pro Cys Arg

130 135 140
GIn Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
145 150 : 155 160

(2y INFORMACE PRO SEQ 1D . 40

(i) SEKVENCNI CHARAKTERISTIK
(A) DELKA: 158 aminokyselin

(8) TYP: ammokyselina
(CYRETEZENT jednoduche

(I TOPOLOG EF, Imeami




_éq_,

(i) TYP MOLEKULY: protein
(xi) POPIS SEKVENCE: $5Q 1D & 40

Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly GIn Gly
1 5 10
Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu
20 25
Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn
35 40
Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala Lys
50 ' 55
Asn Leu Gin Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg Ser
65 70 75
Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro
85 90
Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro
100 105
Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser
115 120
Arg Arg Leu Cys Pro GIn Pro Pro Arg Pro Gly
130 135
Vatl Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr
145 150 ' 155

(2) INFORMACE PRO SEQ I (- 41
hy’LNC‘N [ CHARAKTERISTIKY:
EKA 153 aminok
aminokyselina
RE }‘L ,LJL}‘%I jCﬁﬂu(ﬁ&éfZa
(D) TOPOLOGIE: lincarmni

<yselin

\
Ci

(1)) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: ‘%rQ IO 41

Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro His

1- 5 10

GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met

20 25

Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn

35 40

Arg Pro Ser Pro Leu
15
Val Ser Arg Val Lys
30
Leu Gly Glu Met Val
45
Lys Lys Cys Glu Val
60
Leu Ser Pro Trp Gly
. 80
Ala Asp Leu Pro Glu
95
Phe Thr Met GIn Glu
110
GIn Val Pro Val Arg
125
Pro Cys Arg GIn Arg
140
Cys Ile Phe

15
30

45
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Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp
50 55 60

Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His

65 70 75 80

Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys

85 90 95
Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val
100 105 110
Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro
115 120 125

Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg GIn Arg Ala Val Met Glu Thr
130 135 140

Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe

145 ‘ 150 ~

(2) INFORMACE PRO SEQ ID '.: 42,

(1) SEKVENCNI CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 128 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina

(C) RETBZENT: jednoduché

(1) TOPOLOGIE: linedrn

(i) TYP MOLEKULY: protein
(x1) POPIS SEKVENCE: 8EQ 1D - 42;

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu
1 5 10 15
Met Val Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys
.20 25 30
Glu Val Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro
K 40 45
Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu
50 55 ' 60
Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met
65 70 75 80
GIn Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro
85 90 95
Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg
100 105 110
GIn Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe
115 120 _ 125

(2) INFORMACE PRO SEQ ID O 43
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(1) SEKVENCN] CHARAKTERISTIKY:
(A) DELKA: 157 aminokyselin

(B) TYP: amnokyselina

(C) RETEZENI: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: Iinedrni

(1) TYP MOLEKULY: protemn
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ 1D O 43

Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly GIn Gly Arg Pro Gly Pro Leu
1 5 10 15

Ala Pro Gly Pro His GIn Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys
.20 25 30

Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val
35 40 45

Ala GIn Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala GIn Arg Lys Cys Glu Val

50 55 60

Asn Leu GIn Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly

65 70 . 75 80

Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu

85 90 95
Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met GIn Glu
100 . 105 110

Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser GIn Val Pro Val Arg
115 120 125

Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gin Arg

130 135 140
- Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile
145 . 150 155
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PATENTOVE ©NAROKY
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1. Izolovany polynukieottd, ktery koduje savéi Z cyto 7 polypeptid nebo
jeho varianty.

2. Izolo my pobynuklectid podle ndroku 1, kde uvedeny polynukleotid
kéduje polypeptid Whnm}r ze skupiny SEQ ID & 2, SEQ ID & 12, SEQ ID &
1427 aSEQ D& 36 -43.

3. Polynukleotid naroku 2, kde poiypepﬁd kodovany uveﬁeﬁf}m
polynukleotidem je definovany SEQ ID &.: 15 - 25, kde aminové konce
uvedenych polypeptidd zadinaji u ocbou aminokyselinovych zbytki 3, arginnem;
aminokyselinového zbytku 7, serinu; aminokyselinového zbytku 8, E.ysmu.,
aminokyselinového zbytku 10, lysin nebo aminokyselinovy zbytek 33
methionin. '

1‘3

4. Polynukleotid podle naroku 2, kde polype pe ptid ‘%qmevmy uvedenyr
polymmlcotzdwu e poiy peptid definovany SEC ? $:2,12,14-25a36 az 42,
kde konec aminokysel m@*«"}ycr& sekvenci u izoleucind u aminokyselinového

Zoytku 179 SEQ ID &.: 2, u aminokyselinového zbytku 159 u 8L Q IDE: 14~
25, ktery odpovida cmmm{yﬁ;iﬁimvému zbytku 157 SEQ ID &.:: 36
aminokyselinovému zbytiku 153 SEQ ID &0 37, ammokvsaﬁﬁmfémii zbytiku 150
SEQ ID & 38, ammokyselinovému zb'ytku 159 SEQ ID & 39,
aminokyselinovému zbytku 157 SEQ 1D &0 40, ammmq sdmcm,mu zbytku 152
SEQ D &.: 42, aminokyselinovému zbytku 127 SEQ 1D & 42,

5. lzolovany polynukleotid kédujict peptid nebo m}w}e‘pﬁ{ i, ktery ma
alespoft 15 amnokyselinovyeh zbytih obsahujicich epitop - ne c1 Cast
polypeptidu SEQ ID ¢ 2, 14 -27 236 - 43,
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6. Tzolovany polynukleotid pud na r:sk 5. kde je peptid nebo polypeptid
-
3

vybrany ze skupiny skladajici se ze SEQ ID &0 28 - 5.

{‘):
I..)

7. Polynukleotid podle narcku S nebo 6, kde peptid nebo polypeptid je
fizovan k nosnému polypeptidu nebo jiné nosné molekule.

8. Polynuldeotid, ktery k“n;:q 3 %}3 11d nebo polypeptid, Kery e 2 90 %,
95 % nebo 99 % idﬁamvk} s polypepti arokl

w

9. Expresivni vekior obsahuyici nasiedujici operativné vazang prviy:
transkripéni promotor;

DNA segment definovany podle ndroku 1 -8; a

transkripéni terminator.

10. Expresivai vektor obsahujict nasleduyict operatiyné vazané prvky:

(a) transkripéni promotor;

(b DNA segment kdduric ahime‘rické' nolypeptid, kde se uvedeny
chimericky polypeptid nezbytné skléda z prvni a druhé &ast ;a ojené peptidovou

vazbou, uvedena pﬂmi Gast obsahuje sa vm p@i} ?uﬂhﬁg jenz e

am m«ai{ys;a*me:. vymi sekvencem: SEQ [D & 2, 12, 14 - 43 a uvedend druha Sast
je druhy polypeptid nebo protein.

{¢) transkripéni termindtor,

©

11. Tzolovany savéi 7 cyio 7 polypeptid nebo jeho vananty,

12. Izolovany Z cyto 7 polypeptid podle naroku 11 wyhrany ze skupiny
ekvence aminokyselin skladaiicich se ze SEQ ID E: 2,12 14 -27 236 -
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13. Pulypepuid podle naroku 12., kde polypeptid je polypeptid definovany
SEQ ID € 15 - 25, kde aminové konce uvedenych polypeptidd jsou
modifikovany a za¢inaji bud na mmokyseilrmvém zijyfku 3 argminem;
aminokyselinovém zbytku 7, s*e'riﬁpm' aminckyselmovém zbytku 8 lysinem;

aminokyselmover zbytku 10 lysinem nebo na aminokyselinovém zhviku 33
methionmem.

14. Polypeptid podle naroku 12, kde polypeptid je polypeptid definovany
SEQIE.: 2, 113; H 25 a36ar 42, kde sckvence cmmez@kyatm@a cho konce u
woleucna v auaﬂli‘rkff"%df’@‘y’* ho zbytku %79 SEQIDE 2, u

ammokyselinového zbytika 159 SEQ ID & 14 - 25 ktery ﬁwﬁ%éa
aminokyselinovému zb}"tz{u 157 SEQ Ls., 3 & 36, aminckyselinovému zbytku 153
SEQ ID &1 37, amnokyselinovému zbytku 156 SEQ ID & 38,
ammokyselmovému zbytia 159 SEQ ID &0 39, ammokyselinovému zbyiku 157
SEQ ID ¢ 40, aminokyselinovému zmﬁm 1528EQIDC. 42,
aminokyselnovemu zbytku 127 SEQ 1D & 42.

LA
T

15, Izolovany peptid nebo polypeptid, tenZ ma alespont 15
aminokyselmovych zby.tkﬁ obsahujicich eprtop nesouct ¢ast polypeptidu Z eyto
7 polypeptidu.

6. Peptid nebo polypeptid podle narcku 15, kde 1o uvedeny peptid nebo
polypeptid epitop nesouct &ast @E.*y”m* duSEQIDE 2, 14-27a3
i PMET

?? lzolovany peptid nebo polypeptid poam naroku 16, kde je p ;t il
nevo pol pcptxd vybrdn ze skupiny sekvence arit okyselin skladajicl se ze SEQ
D& 28 - 35.

18, Izolovany peptid nebo ;} ypeptid, ktery 1o 90 %m 95 % nebo 99 %
wdentieky s peptidy nebo polypeptidy podle naroka 12 - 17,
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19. Izolovany peptid nebo polypeptid podle naroklt 12 - 17, majici
sekvenci aminokyselin modifikovanou adiei, deleci a/nebo plemisténim jednoho
ncbo vice aminokyselinovych zbytk a které fidi biologickou aktivitu uvedeného

peptidu nebo polypeptidu.

20. Protilatky, které se spectficky vazou na savéi polypeptid, uvedeny
polypeptid je definovany sekvencemi aminokyselm podle mm_\ku 12 -20.

5w

1. Zplsob pﬁpmw protilatky, kierd se specifi -{i{ vaZe na gﬂwpild nebo
pulypcpt d podle narokd 12 - 19 zahmujici ofkovdni zvifete uvedenym
peptidem nebo polypeptidern nebo nukleovou kyselmou, Km“a Kﬁimgﬁ uvedeny
peptid nebo polypeptid, vyznadujict se tim, Ze uvedené zvife produkuje
protilatky proti uvedenérnu peptidu nebo polypeptidu a 1zolaci té1o protilatky.

22. Protilatka podle naroku 21, kde uvedena protilatka je bud
polyklonaini nebo monokionaint protilatkou.

23, Fragmenty protilatky, jednoduché mta we
humanizovang protilithy protilatek podle ndrokl 20 a IZ‘: 1.

o

24. Anti-idiotypicka protildtka protilatky podie ndroki 21

J«l
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