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Varianty proteinu p53 a jejich terapeutické pouZiti

Oblast techniky

P¥edloZfeny vwvyndlez se tykd proteinld odvozenych od
produktu supresorového genu nadorl p53, které maji zlep3ené
funkce vzhledem k terapeutickému pouZziti. Vyhodné se také
tykd proteind, které maji supresorové funkce nadorl a funkce
induktoru programované bunécné smrti, které vynikajili nad
funkcemi proteinu p53 divokého typu, zejména v patologickych
souvislostech proliferace, ve kterych protein p53 divokého
typu Jje neaktivni. Tykd&d se zejména nukleovych kyselin
kdédujicich tyto molekly, vektord 3je obsahujici a Jejich
terapeutického pouZiti, zejména v genové terapil. Produkty
podle vyndlezu jsou pfizplsobeny zvlasté opravé funkci pb3 v

patologickych souvislostech zejména rakovinovych.

Dosavadni stav techniky

Divoky protein p53 zasahuje do regulace bunélného cyklu
a do udrZovéani celistvosti genomu butiky. Tento protein, jehoz
zadkladni funkce je byt aktivAtorem transkripce uréitych genf,
je schopny procesy ne je3té dobre definovanymi blokovat bufiku
ve f&zi Gl bunédného cyklu, tedy objevit mutace v prib&hu
replikace genomu a spustit urdity poclet oprav DNA. V pripadé
dpatného fungovani procesl oprav nebo v pfipadé objeveni
velkého podtu mutaénich dé&jd Jje tento protein schopen
indukovat fenomén programované bunélné smrti, nazvané

apoptdza.

Takovymto zplsobem protein p53 Jednd jako nadorovy
supresor pfi vyloucCeni nepravidelné rozdélenych bunék nebo
bunék, jejichZ genom byl po3kozen.

Tato hlavni funkce proteinu p53 zavisi na funkci



faktoru transkripce, jinymi slovy zavisi na dvou schopnostech

rozpoznavat specifické sekvence na Grovni genomické DNA a

ziskavat vSeobecné vybaveni transkripce.

Protein p53 obsahuje 393 aminokyselin, které definuji
pét funk&nich domén (viz Obrézek 1):

- aktivaéni doména transkripce, tvorend aminokyselinymi
1 aZ 73, schopnd vazat uréité faktory v3eobecné vybaveni
transkripce Jjako protein TBP. Tato doména Jje také sidlem
uréitého poltu posttranslac¢nich modifikaci. Je také mistem
poCtu interakci proteinu p53 s pocétem Jjinych proteindy,
zejména s bunélnym proteinem mdm2 nebo proteinem EBNAS wviru
Epstein-Barr (EBV), schopnych blokovat funkci divokého
proteinu. Tato doména m& sekvenci aminokyselin nazvanych PEST
citlivych k proteolytické degradaci.

- DNA vazebnd doména, umisté&na mezi aminokyselinami 73
az 315. Konformace této centralni domény proteinu p53 £idi
rozpoznani specifickych sekvenci DNA proteinu p53. Tato
doména je sidlem dvou typd zmén urcujicich funkci divokého

proteinu:

(i) interakce s proteiny blokujicimi funkci proteinu
p53 Jjako antigen “velké T ° viru SV40 nebo virovymi proteiny
E6 vird HPV16 a HPV18 schopnych vyvolat svou degradaci
ubikvitinovym systémem. Tato posledné zminé&nd interakce miZe
byt provedena Jjenom Vv pritomnosti bunélného proteinu EPap

(enzym E3 ubikvidinové kaskady).

(ii) bodové mutace, které urduji funkci proteinu p53 a

jako jakysi celek jsou umistény v této oblasti.

- signal nuklearni lokalizace, tvoreny aminokyselinami
315 aZ 325, nepostradatelny ke spravnému rozpoznani proteinu

v misté, kde bude vykonévat svou zakladni funkci.

- oblast oligomerizace, tvorend aminokyselinami 325 az

355. Tato oblast 325 az 355 tvo#i strukturu typu: B




skladaného listu (326 aZz 334) - zlom (335 a2 336) - o helix
a (337 az 355). Zmény funkci umisténych v této oblasti jsou

zejména zplsobeny interakci divokého proteinu s rlznymi
mutovanymi formami, které mohou wvést k riznym vlivim na
funkci divokého proteinu.

- doména regulace, tvorena aminokyselinami 356 aZ 393
je mistem urcitého podtu modifikaci posttransladnich
(glykolizace, fosforylace, fixace RNA...), které moduluji
funkci proteinu p53 pozitivnim nebo negativnim zpisobem. Tato
doména hraje velmi d&leZitou roli v modulaci aktivity
divokého proteinu.

Funkce proteinu p53 mlZe byt naruSena rdznymi zplsoby.

- blokace jeho funkce urcitym poltem faktorld naprfiklad
antigenem ‘velké T° viru SV40, proteinem EBNA5S viru
Epstein-Barr nebo bunéénym proteinem mdm2.

- destabilizace proteinu zvétSenim jeho citlivosti k
proteclyze, zejména interakci s proteinem E6 viru lidského
papilomu HPV16 a HPV18, ktery podporuje vstup proteinu p53 do
ubikvidinového cyklu. V pfipadé interakce mezi t&mito dvéma
proteiny miZe se provést destabilizace jen prfedbéZnou fixaci
buné&cného proteinu, proteinu E6ap, jehoZ nisto fixace IJe
Spatné znamé.

- bodové mutace na Grovni genu proteinu p53
- delece jedné nebo dvou alel proteinu p53

Posledni dva typy modifikaci jsou nalezeny asi v 50%
riznych typl rakoviny. Po tétp strédnce mutace genu proteinu
p53 zapsané v rakovinnych bufikdch zasahuji velkou <&ast genu
kédujiciho tento protein a maji za nésledek rGzné mutace
funkci tohoto proteinu. MiZe se uvést, Ze tyto mutace jsou z
velké Casti umistény v centralni Casti proteinu p53, u ného?
se vi, Ze to je oblast kontaktu se specifickou genomickou



sekvenci proteinu p53.

To vysvé&tluje, pro¢ vétsina mutaci proteinu p53 nema
jako zakladni charakteristiku moZnost se fixovat k sekvencim
kyseliny DNA, kterd rozpoznd divoky protein a také moZnost
vyvolat svou roli transkripéniho faktoru. Jinak se zda, Ze
ur¢ité mutace maji zkuSenosti novych funkci takovych, jako je

aktivace urcitych genl na Grovni transkripce.

Soubor téchto modifikaci se déli v soucasné dobé do

tfech kategorii.

- mutace felené slabé, JejichZ produkt Jje nefunklni
protein, ktery v pripadé mutace na Jjedné ze dvou alel,
neudéluje funkci divokého proteinu kddovaného druhou alelou.
Zastupcl uvedené v této kategorii jsou mutanty H273 a W248,
tento posledné wuvedeny mutant Jje specificky rodinnému

syndromu Li-Fraumeni hypersenzibility k rakovinnym chorobam

- dominantni negativni mutace, JjejichZ produktem Jje
nefunkéni protein, ktery v prfipadé mutace na Jjedné ze dvou
alel interakci s divokym proteinem Jje schopny blokovat funkci
tohoto proteinu tvorbou smési neaktivnich oligomerl, které se
jiz nemohou fixovat k sekvenci specifické DNA divokého
proteinu. Zastupce prfedstavujici tuto kategorii je mutant
G281.

- dominantni onkogeni mutace, JjejichZ produktem Jje
protein, ktery Jje schopny jednak blokovat funkcil divokého
proteinu Jjako Jje mutace predchozi kategorie, a Jjednak
podporovat Spatné znamymi  mechanizmy nadorovy  vyvoj,
predstavujici tak zesileni funkce. Zastupce pfedstavujici

tuto kategorii je mutant H175.

Divoky gen p53 byl pouZit v terapeutickych genovych a
bunénych pristupech vzhledem k Jjeho antinadorovym a
apoptickym vlastnostem a k jeho implikaci do poltu patologii

hyperproliferativniho typu. Bylo také navrZeno lécit urcité



hyperproliferativni patologie, zejména rakoviny, podavanim in

vivo divokého genu p53, obnovou funkci proteinu pb53. Podavani
mdZe byt provedeno predev3im prostrednictvim virovych
vektord, zejména adenovirdr (W0%94/24297) nebo adenovirt
(WO94/06910) .

Bylo také prokazano, <Ze vloZeni nukleové kyseliny
kédujici divoky protein p53 umoZiiuje opravit C¢Eastednéd
normalni regulaci bunécéného rlstu. Jestli tyto vysledky budou
povzbudivé, G¢innost  takovéhoto pristupu bude omezena
terapeutickou ucinnosti proteinu p53 po prenosu a expresi in
vivo \% hyperproliterativnich bunkach. Patologické
hyperproliferativni stavy takové, Jjako jsou rakoviny
pochazeji z poruch rovnovahy, kterd se ustavi v negativnich
nebo pozitivnich reguldtorech bunécného réstu. Inaktivace
negativniho reguldtoru provedend divokym proteinem p53,
objevenim dominantniho negativniho mutantu p53 od jedné ze
dvou alel a zvySenad suprese bunécného proteinu inaktivujiciho
p53 jako napfiklad mdm2, viz pfitomnost virového inaktivatoru
ndsledovaného infekci, tvofi nepfiznivou spojitost pro
terapii zaloZenou na reintrodukci divokého proteinu p53,

ktery silné riskuje, Ze bude také inaktivovan.

Je tedy obzvla3té dileZité upravit proteiny typu p53,
které maji roz3ifené terapeutické vlastnosti. Zejména bude
obzvlasté podstatné vyhodné upravit aktivni molekuly p53, aby
byly necitlivé k vlivu inaktivdtorl dominantnich negativnich
mutantd a onkogenich mutantii, jinych bun&dnych proteinll nebo
virovych proteind napfiklad E6 HPV18 a HPV16, MDM2, EBNA5 EBV

atd. vyskytujicich se v nddorovych buiikédch.

Jisté modifikace proteinu p53 byly popsany ve
vedlej3ich oborech. Také prihlas8ka vynadlezu WO095/06661
popisuje modifikace ur¢itych rezidui homologové oblasti
proteinu p53, zejména v oblastech 343-351, 372-380 a 381-393.
Tyto modifikace jsou druhofadé a nedovoluji vyslednym
produktim, aby unikly mechanizmu inaktivace proteinu p53 in



vivo. Tyto proteiny vykazuji zvySenou aktivitu vzhledem k

divokému proteinu pb53.

Hupp at al. (Cell Vol 71 (1992) 875) popsali derivat
proteinu p53 obsahujici deleci 30 reziduil C-konce
(p53AC-ter30). Tentokrat, JjestliZe tento protein zachovava
schopnost véazat DNA, jeho apoptické vlastnosti nejsou
prokazany. Neni rezistentni k  inaktivaci dominantnimi

negativnimi mutanty.

Pietenpol et al. (PNAS 91 (1994) 1998) popsali chimérni
molekuly odvozené od proteinu p53, zejména proteinu VP16-p53
(80-343)-GCN4. Tato molekula m& schopnost wvazat DNA a
schopnost transfekce Jjasné sniZenou vzhledem k divokému
proteinu p53 (40%) . Jinak ma oblast neselektivni
oligomerizace, riskujici interakci s jinymi bunéclnymi
slouc¢eninami, a tak riskuje indukci nespecifické bunécné
odpovédi. Vlastnosti rezistence k inaktivadnimu mechanizmu

nejsou indikovany.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez popisuje nové varianty proteinu pb3,
které maji zlepSené terapeutické vlastnosti. Popisuje zejména
varianty prizplsobené terapeutickému genovému pouziti,
zejména protirakovinovému. Varianty podle vynalezu odvozené
od proteinu p53 strukturni modifikaci nebo strukturnimi
modifikacemi zachovavaji aktivitu typu p53 a exprimované v
hyperproliferativnich burikdch predkladaji alesponl jednu
vlastnost zlepSenou vzhledem k proteinu p53. MaZe se jednat
zejména o antiproliferativni aktivitu nebo/a apoptickou
aktivitu. Varianty podle vynalezu maji vyhodné
antiproliferativni vlastnost nebo/a apoptickou vlastnost, bud
specific¢téjsi hyperproliferativnim bunkdm nebo méné citlivé k

rlznym zm&ndm, kterym je podrobeny divoky proten p53.



Prvni predmét vynadlezu se tvyka zejméma varianty
proteinu p53, ve které celek nebo Cast oblasti oligomerizace
je deletovédna a nahrazena umélou oblasti leucinového zipu.
Jak je JiZ naznaceno, protein p53 je inaktivovidn Jistymi
mutanty, zejména dominantnimi negativnimi mutanty a
onkogenimi mutanty, které se vyskytuji v nadorové bunce. Tato
inaktivace je vysledkem tvorby smé&si neaktivnich oligomert
interakci mezi divokym proteinem p53 a mutantem, ktery se uz
nemiZe fixovat na specifickou sekvenci rozpoznanou divokym
proteinem p53. PredloZeny vyndlez popisuje nyni varianty
proteinu p53 odolné wvAa¢i dominantnimu negativnimu vlivu
urcitych mutaci, tudiZz popisuje aktivni wvarianty v bunécné
souvislosti predstavujici jednu nebo dvé mutované alely, to
je pripad vice nez 90% lidskych rakovin p53.

Ve wvariantéch podle vynalezu celek nebo C&st pfirodni
domény oligomerizace proteinu, ktery nedélad rozdilnost mezi
divokymi formami a mutanty, Jje nahrazen ekvivalentni doménou
majici schopnost specifické oligomerizace. Tato modifikace je
provedena za pouziti umélého leucinového zipu
optimalizovaného pro tvorbu dimerd. Molekuly podle vynalezu
obsahujici takovy umély leucinovy zip Jjsou zejména vyhodné,
protoZe tvoril oligomery jediné s dal3imi molekulami nesoucimi
stejny leucinovy zip. Netvori tak oligomery s dominantnimi
negativnimi mutanty nebo onkogenimi mutanty proteinu p53
schopnymi je inaktivovat. Netvori ani oligomery s dal3imi
bunécnymi proteiny nesoucimi doménu oligomerizace, schopné je
tak inaktivovat nebo indukovat nezZiddouci vlivy. Mohou tvorit
jen homooligomery, maji tak dileZitou selektivitu zajistujici
lepsi aktivitu v souvislosti S hyperproliferativnimi
patologiemi.

Podle predlozZeného vynaédlezu uméld doména leucinového
zipu je tak vyhodné doménou neprfitomnou v prirodnim stavu
zajidtujicl oligomerizacdni selektivitu. Doména oligomerizace
je reprezentovand sekvenci SEQ ID n°l.



V upfednostnéném zpusobu provedeni vyndlezu varianty
zahrnuji deleci celku nebo C&sti domény oligomerizace a celku
nebo ¢asti regulaéni domény. Jak je 3jiZ dfive naznaceno,
doména oligomerizace je umisténa mezi rezidui 325-355 vcetné
a regulacni doména mezi rezidui 365-393 vcletné. Tento typ
varianty Jje docela vyhodny, protoZe je Uplné nebo Castecné
bez ulinkd negativni regulace provedené prostrednictvim Casti
C-konce (aa 365-393). Tyto varianty tvori proteiny
potenciondlné podstatné aktivni, pfedstavujici aktivitu
nemodulovatelnoua pripadné zvét3enou. Oblast regulace e
Gplné vyhodné zruSena. Uprednostnéné varianty podle vyndlezu
zahrnuji deleci ¢&asti C-konce proteinu p53 od rezidua 326
nebo 337.

Priklady =zprostredkovatelldl pouZitych pro konstrukci

té&chto variant jsou zejména:

-pEC107 (75-325-1z) majici deleci  &asti  C-konce
proteinu p53 od rezidua 326 nahrazenou umélou doménou

oligomerizace sekvence SEQ ID n°l.

-pEC110 (75-336-1z) majici deleci ¢asti C-konce
proteinu p53 od rezidua 337 nahrazenou umélou doménou

oligomerizace sekvence SEQ ID n°l.

Podle zplsobu provedeni je vvhodné ve variantdch podle
vynalezu cystein v pozici 182 proteinu p53 nahrazen
histidinem. Tato mutace dovoluje vyhodné zvy3it afinitu
varianty pro specifické nukleotidové sekvence vazani. Vl1oZeni
této doplikové modifikace dovoluje tedy ziskat molekulu

majici véts$i transaktivacni potencial.

Presné priklady konstrukci tvorenych pro pIipravu
variant podle vyndlezu kombinujici tyto rtzné modifikace jsou

zejména:

- pEC139 (75-325(H182)-Iz) majici deleci ¢&asti C-konce
proteinu p53 od rezidua 336 nahrazenou umélou doménou



oligomerizace sekvence SEQ ID n°l a histidinem v poloze 182.

- pEC140 (75-336(H182)-Iz) majici deleci c¢asti C-konce
proteinu p53 od rezidua 337 nahrazenou umé&lou doménou
oligomerizace sekvence SEQ ID n°l a histidinem v poloze 182.

Vyhodné je ve variantach podle vynédlezu celek nebo &ast
transaktivaéni domény deletovdn a nahrazen heterologni
transaktivacdni doménou. JiZ dfive bylo naznaleno, Ze
transaktivacdni funkce proteinu p53 jsou podstatné pro svou
supresorovou aktivitu nadoru nebo induktoru apoptozy. Aby se
zvy3il terapeuticky potencidl variant podle vyndlezu Jje
zejména vyhodné nahradit prfirodni transaktivadni doménu
heterologni transaktivacéni doménou. Tyto varianty maji také
poCet  nevyhod. Maji, jak se dalo odekéavat, vysokou
transaktivac¢ni aktivitu. Ale Jsou také Dbez citlivosti k
viivim negativni regulace vykonanou prostfednikem d&asti
N-konce (aa 1-73). Vskutku tato oblast obsahuje sekvenci PEST
odpovédnou za svou proteolytickou degradaci. Substituce této
oblasti heterologni transaktivacni doménou bez sekvenci PEST
dovoluje sniZit tuto negativni regulaci. Tyto varianty Jjsou
také charakterizovany sniZenim, dokonce 1 suprese, kaZdé
interakce s proteinem E6 viru lidského palindromu (HPV),
ktery Jje schopny indukovat jejich degradaci. Jsou také méné
citlivé k interakcim s dal$imi buné&énymi proteiny takovymi,
jako Jjsou MDM2 a EBNA, které urcuji aktivitu divokého
proteinu p53. Varianty takto ziskané maji tak zvy3enou
stabilitu. Suprese citlivych oblasti k negativni requlaci
(regulacni a transaktivadni doména) zejména zplsobuje to, Ze
molekuly, které uZ nejsou cilem proteinl indukujicich jejich

proteolyzu nebo jejich inaktivaci.

Vyhodné je ve variantach podle vynadlezu transaktivadni
doména odstranéna deleci rezidui 1 aZ 74. Prechodné
konstrukce pouZité pro realizaci takovych molekul Jsou
zejména pEC107 (75-325-Iz), pEC110 (75-336-Iz), pEC139
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(75-325(H182)-Iz) a pEC140 (75-336(H182)-Iz).

Podle prvniho zplsobu realizace heterologni
transaktivacéni doména Jje transaktivaéni doména VPl6. Je
vvhodné& sloZend z rezidui 411 aZz 490 V916, jejichZ sekvence
je déna SEQ ID n°2. Presné priklady variant podle vynélezu

kombinujici tyto rizné modifikace jsou zejména:

- pECl14 (VP16-75-325-Iz) majici deleci <¢Casti N-konce
proteinu p53 obsahujici rezidua 1 az 74, nahrazenou
transaktivadni doménou VP16 sekvence SEQ ID n°2 a deleci
Casti C-konce proteinu p53 od rezidua 326 nahrazenou umélou
doménou oligomerizace sekvence SEQ ID n°l. Uplnd sekvence

varianty pECl14 je reprezentovana SEQ ID n°25.

- pEClle (VP16-75-336-Iz) majicl deleci c¢&sti N-konce
proteinu p53 obsahujici rezidua 1 aZz 74, nahrazenou
transaktivadni doménou VP16 sekvence SEQ ID n°2 a deleci
Casti C-konce proteinu pb53 od rezidua 337 nahrazenou umélou
doménou oligomerizace sekvence SEQ ID n°l. Uplna sekvence
varianty pECl14 je reprezentovana SEQ ID n°26.

- pPEC147 (VP16-75-325(H182)-Iz) majici deleci casti
N-konce proteinu p53 obsahujici rezidua 1 aZ 74, nahrazenou
transaktivadni doménou VP16 sekvence SEQ ID n°®2 a deleci
Casti C-konce proteinu p53 od rezidua 326 nahrazenou umeélou
doménou oligomerizace sekvence SEQ ID n°l, a histidin v

poloze 182.

- pECl49 (VP16-75-336(H182)-Iz) majici deleci <¢&asti
N-konce proteinu p53 obsahujici rezidua 1 aZ2 74, nahrazenou
transaktiva&ni doménou VP16 sekvence SEQ ID n®2 a deleci
¢asti C-konce proteinu p53 od rezidua 337 nahrazenou umélou
doménou oligomerizace sekvence SEQ 1ID n°l, a histidin v

poloze 182.

Vzhledem k drive zminénym modifikacim wvarianty podle

vyndlezu maji také vlastnosti ‘vraZedné’, které wvedou Kk
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zastaveni bunécného cyklu a apoptdzy potencionelné zvySené.
Kombinace zminénych modifikaci, zahrnujici pritomnost
selektivnl domény oligomerizace a transaktivadni schopnost
zvySenou substituci pavodni domény a pritomnosti histidinu v
poloze 182 udé&luji vskutku variantdm podle vynéalezu
terapeutické potencidly jasné zlepSené. Mimoto varianty podle
vyndlezu umoZiuji vyhnout se urditym mutacim (dominantnim
onkogenim). Zesileni funkce urcitych mutaci proteinu p53 jsou
jedté Spatné definovany na urovni Jjejich mechanizmll, na
Grovni domén proteinu p53. Je tedy silné pravdépodobné, Ze
tyto nové funkce budou zaviset na kombinovani s uréitym
partnerskymi molekulovymi efektory. Eliminace implikovanych
domén z téchto interakci, JejichZ transformacni vlastnosti
byly prokdzany ve smyslu popsanych molekul v pfedloZené
pfihla3ce vynalezu, Jjsou takové povahy, Ze zabrafiuji zvySeni
onkogenich funkci. Také mutace, které se objevuji néhodnym
zplisobem bé&hem prfipravy klinickych &asti plazmidd kédujicich
popsané polypeptidy nebo béhem produkce klinickych d&asti
virovych nebo chemickych vektor kédujicich tyto stejné
polypeptidy nevytvareji podpopulaci onkogenich molekul.

Vzhledem k  supresi uréitych domén proteinu p53
nezbytnych pro fixaci uré&itych inhibid¢nich molekul své
funkce, varianty podle vynalezu maji také terapeutickou vy3si
a stabilnéjsi aktivitu. Existence cizich motivd v rlznych
konstrukcich podle wvyndlezu (napf. my3i protein AS, umé&la
doména oligomerizace atd.) je schopnd zahdjit imunitni reakci
bé&hem smrti transfektovanych bunék v  extracelulédrnim
prostrfedi téchto rbznych fragmentld, zvy3ujicich tak schopnost
imunitniho systému k boji proti nddorovym bufikdm.

Podle jiného zplsobu provedeni heterologni
transaktivacni doména Jje transaktivaéni doména aktivni
pfednostné v transformovanych bufikdch a ne ve zdravych
pribuznych bufikdch. PredloZeny vynalez popisuje vskutku také

molekuly jejichz funkce se vyskytuje zejména v
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transformovanych bufikdch a ne ve zdravych pfibuznych bunkach.
Zdad se, Ze exprese exogenu divokého proteinu p53 uprostred
bunécného d&leni zahrnujici endogen divokého proteinu p53 ma
maly nebo Zadny vliv na Zivotaschopnost, Jje nicméné vyhodna
moZnost upravit protein, ktery Dbude nefunk&ni uprostred
cilové buniky. Tato specific¢nost nédorovych bunék oproti
normadlnim bufikdm Jje v soulasné dobé& hodné zpracovana na
Grovni specificnosti cilového virového vektoru nebo na uGrovni
koncepce specifického expresniho systému. PfedloZeny vynalez
nyni popisuje derivaty proteinu p53, jehoZ jedna z funkénich
domén Jje v nepritomnosti bunééného aktivatoru pritomna,

zejména v transformovanych bunkach.

Jiny pfedmét prfedloZeného vynélezu se tyké& varianty
proteinu p53 aktivni prednostné v transformovanych bunék, ve
kterych alespoil jedna 2z funk&nich domén proteinu p53 je
deletovana celd nebo z ¢éasti a Jje nahrazena heterologni
doménou aktivni prfedev3im v transformovanych bunikdch. Funk&ni
doména proteinu p53 je doména transaktivalni. Predmét zejména
uprednostiovany podle vyndlezu se tykd varianty proteinu p53
aktivni pfednostné v transformovanych bunikadch, ve kterych
prirodni transaktivaéni doména je deletovana cela nebo z
Casti a je nahrazena transaktivadni doménou aktivni predev3iim
v transformovanych buiikdch. Prirodni transaktivacni doména je

deletovadna supresi rezidui 1 aZ 74 vCetné proteinu p53.

PredloZeny vynadlez se tykd zejména variant proteinu
p53, které jsou specificky funkéni v prfitomnosti onkogeniho
proteinu Ras nebo mutantu proteinu p33. Tyto molekuly jsou
ziskdny zejména nahrazenim transaktivaéni domény divokého
proteinu p53 proteinovou doménou schopnou specificky vazat
transaktivator nebo transaktivacni  komplex pritomny v

transformované bulice.

Proteinovd doména schopna specificky vazat transkripdéni
transaktivadtor nebo transkripéni transaktivatorovy komplex

pritomny v molekuldch vyndlezu miZe byt rizného typu. MlZe se




jednat zejména o doménu oligomarizace v pripadé, kde
transaktivator nebo transaktivaéni komplex zahrnuje zejména
jednu takovou doménu. MizZe se také jednat o syntetickou
doménu nebo zndmou prirodni doménu, kterd by interagovala s
vyse uvedenym transaktivatorem nebo transaaktivacnim
komplexem. MiZe se také jednat o protildtky, bud fragment
nebo derivat protildtky <rizeny proti transaktivatoru nebo

transaktivacnimu komplexu.

Heterologni doména je tvorena protilatkou, bud
fragmentem nebo derivatem protiléatky. Fragmenty nebo derivaty
protilatek jsou napriklad fragmenty Fab nebo F(ab) 2, oblasti
VH nebo VL protildtky nebo také protildtky jednoduchého
Tetézce (ScFv) obsahujici oblast VH vizanou k oblasti VL
ramenem. Konstrukce sekvenci nukleovych kyselin kdédujicich
takovéto protilatky modifikované podle vynadlezu byly popsany
napriklad v US4,946,778 nebo v prihlaska&ch vynélezu
W094/02610, WO94/29446.

Upfednostiiovand konstrukce podle wvynadlezu =zahrnuje
protilatku ScFv <fizenou proti mutantu proteinu p53. Tyto
mutanty se objevuji v transformovanych buiikdch a maji
transaktivacni doménu. Jejich zisk&vani variantou podle
vynalezu  tvori chimérni molekulu aktivni zejména Vv
transformovabych bunkéch.

Podle jiného uprednostifiovaného zplsobu, protilatka ScFV
je Zfizend proti transaktivac¢nimu komplexu, tudiZ komplexu
mezi cilovou molekulou pritomnou zvladsté v transformovanych
bunkéach, ale Dbez transkripéni aktivity transaktivatoru
(napriklad onkogeni ras) a molekulou nesouci transaktivadni
doménu. Tato molekula vyhodné zahrnuje transaktiva&ni doménu
a doménu selektivné vazanou k vySe uvedené bun&lné molekule
(napriklad ScFv anti-ras). Fixace této molekuly dovoluje
tvorbu binarniho transkripéniho komplexu transaktivatoru,
ktery vyvolava komplex, ktery je tedy ziskdn variantou podle



vynalezu.

V3echny dal3i typy modifikaci vedouci k témto
specifickym aktivitam mohou byt pouZity v ramci pfedloZeného
vynalezu stejné jako kaZdd transaktivacni doména specificka

pro urdity typ bunky.

Tyto selektivni varianty obsahuji vyhodné dopliikové
modifikace v C¢&sti C-konce, Jjak 3je JiZ naznaleno, pro
zlepSeni Jejich wvlastnosti. Obsahuji také vyhodné deleci
celku nebo &asti domény oligomerizace, kterd miZe Dbyt
nahrazena celou heterologni doménou oligomerizace. Jedna se
predev3im o umélou doménu oligomerizace takovou, jaka je jiZ

definovéana.

Presné prfiklady wvariant podle wvynalezu aktivnich
predev3im v transformovanych bunfikach jsou zejména:

- ScFv.antip53*-75-325-1Iz majici deleci casti N-konce
proteinu p53 obsahujici rezidua 1 aZ 74 substituovanou
proteinovou doménou schopnou specificky vazat mutant proteinu
p53 pritomny v transformované builce a deleci <&asti C-konce
proteinu p53 od rezidua 326, substituovanou umélou doménou

oligomerizace sekvence SEQ ID n°l.

- ScFv.antip53*-75~-325(H182)-Iz obsahujici zvlasté
mutaci His 182.

- ScFv.antip53*-75-336-Iz majici deleci <&asti N-konce
proteinu p53 obsahujici rezidua 1 aZ 74 substituovanou
proteinovou doménou schopnou specificky vazat mutant proteinu
p53 pritomny v transformované bunce a deleci <&asti C-konce
proteinu p53 od rezidua 337, substituovanou umélou doménou
oligomerizace sekvence SEQ ID n°l.

- ScFv.antipb53*-75-336(H182)-Iz obsahujici zv1aste
mutaci His 182.

- ScFv.antip53*-75-393 majici deleci <casti N-konce



proteinu p53 obsahujicl rezidua 1 az 74 substituovanou

proteinovou doménou schopnou specificky vazat mutant proteinu

p53 pfitomny v transformované burice.

- ScEFv.antipb53*-75-393(H182)~-Iz obsahujici zvlasteé
histidin v poloze 182.

ScEv.antipb53*-75-367 majici deleci ¢asti  N-konce
proteinu p53 obsahujici rezidua 1 aZ 74 substituovanou
proteinovou doménou schopnou specificky vazat mutant proteinu
p53 prfitomny v transformované bufice a deleci &&asti C-konce

proteinu pb3 od rezidua 368.

- ScFv.antip53*-75-367 (H182) obsahujici zv1asté
histidin v poloze 182.

- ScFv.antipb3*-75-AS majici deleci <Cé&sti N-konce
proteinu p53 obsahujici rezidua 1 aZ 74 substituovanou
proteinovou doménou schopnou specificky védzat mutant proteinu
p5S3 prfitomny v transformované bufice a deleci &asti C-konce
proteinu p53 od rezidua 367, pridanou k 19 aminokyselin
sekvence SEQ ID n°3.

- ScEFv.antipb3*-75-AS (H182) obsahujici zvlasté histidin
v poloze 182.

Termin aktivni naznaluje, Ze tyto varianty zkouSeji
svou aktivitu zejména az kdyz jsou exprimovany v
transformovanych bufikdch. Zbytkova aktivita mlZe pfece jen
byt v burikdch netransformovanych, ale niZ3i neZ v buiikadch

transformovanych.

Jiny predmét predloZeného vyndlezu se tykd varianty
proteinu p53 zahrnujici deleci na C-konci od rezidua 367,
sloulenou se sekvenci SEQ ID n°3 (AS). Tato sekvence odpovida
19 poslednim aminokyselin produktu alternativnimu my$imu
proteinu p53. Tato varianta predstavuje tedy modifikaci
domény oligomerizace zaloZenou na proteinu popsaném u krys

jako wvarianta alternativni divokému proteinu, ve kterém 27



aminokyselin C-konce je nahrazeno 19 ruznymi aminokyselinami.

Tato varianta md afinitu pro specifické sekvence vazby k DNA

potencialné zvySenou.

Tato varianta =zahrnuje vyhodné modifikace v ¢éasti
N-konce, jak Jje jiZz naznaceno, pro zlep3Seni Jjejich
vlastnosti. Obsahuje vyhodné deleci celé nebo &éasti
transaktivadni domény, kterd mlZe byt nahrazena heterologni
transaktivadéni doménou. Jednd se zejména o transaktivadni
doménu odvozenou od proteinu VP16 nebo proteinovou doménou
schopnou specificky vazat transaktivator nebo transaktivacni
komplex pritomny v transformované bulice. Mimoto reziduum 182

proteinu p53 je vyhodné nahrazeno histidinem.

Presné priklady typu variant podle vynalezu jsou

zejména:
-~ ScFv.antip53*-75-AS jiZ drfive popsana,

- pECl43(VP16-75-AS) majici deleci ¢asti N-konce
proteinu p53 obsahujici rezidua 1 aZ 74 substituovanou
proteinovou transaktivadni doménou VP16 sekvence SEQ ID n°2 a
deleci &&sti C-konce od rezidua 367 pridanou k 19
aminokyselinadm sekvence SEQ ID n°3. Kompletni sekvence

varianty pEC143 je pfedstavena SEQ ID n°28.
- ScFv.antip53*-75-AS(H182) jiZ dfive popsand,

- pPECIS3(VP16-75-AS(H182)) odpovidad pECl43 s histidinem
v poloze 182.

Podle v3eobecnéjsiho zplsobu se vynalez tykd v3ech
chimérnich proteina zahrnujicich transaktivaéni doménu,
doménu DNA vazebnou, jadernou rozpozndvaci doménu a doménu
oligomerizace, ve kterych DNA vazebné domény a jaderné
rozpoznavaci domény jsou tvoreny aminokyselinami 75 aZ 325
lidského divokého proteinu p53 (SEQ ID n°4). Predkladatel
vskutku wukdzal, Ze tato oblast proteinu p53 spojena s

transaktivaéni doménami prizpusobenymi doméndm oligomerizace



umoZfije tvorbu molekul typu p53 majici vlastnosti zejména

vyhodné v oblasti stability, odolnosti k negativnim wvlivim
mutantd proteinu p53 a citlivosti k inaktivaci rlznymi
bunéénymi faktory.

Podle varianty DNA vazebna doména a jaderna
rozpoznavacl doména Jjsou tvoreny aminokyselinami 75 aZ 336
divokého lidského proteinu p53 (SEQ ID n°5).

Chimérni proteiny podle prfedloZeného wvynadlezu mohou
zahrnovat rQzné typy transaktivalnich domén. MiZe se jednat o
transaktivac¢ni doménu proteinu p53. MiZe se jednat zejména o
heterologni transaktivaéni doménu vybranou naprfiklad mezi
transaktivacni doménou VP16 nebo proteinovou doménou schopnou
specificky vazat transaktivator nebo transaktivadni komplex

pfitomny v transformované buifice.

Co se tyCe domény oligomerizace, miZe se Jjednat
predeviim o umélou doménu, tedy specifickou, napfiklad umély

leucinovy zip, zejména sekvence SEQ ID n°l.

Chimérni proteiny podle predloZeného vynédlezu mohou
mimoto obsahovat histidin v poloze 182.

Pfesné pfiklady chimérnich proteinl takovych, jaké jsou
popsany v predloZené prihlédsce vyndlezu jsou zejména pEC114,
pEC116, pECl47 a pEC149.

PfedloZeny vyndlez se tykad také kaZdé nukleové kyseliny
kdédujici vyriantu nebo chimérni protein takovych, jaké jsou
jiZz definovany.

Nukleovd kyselina podle vynédlezu mlZe byt kyselina
ribonukleovéd (RNA) nebo deoxyribonukleovd (DNA). Mimoto se
miZe jednat o komplementdrni cDNA pripadné obsahujici jeden
nebo vice intrond genu p53. MaZe byt 1lidského plvodu,
zvireciho, virového, syntetického nebo semisyntetického. Maze
byt ziskédna rbznymi zplsoby, zejména chemickou syntézou za

pouziti sekvenci uvedenych v pfihléasce vyndlezu a napriklad



syntetizitorem nukleovych kyselin. MdZe byt ziskdna tridénim

bank pomoci specifickych sond, zejména takovych, Jjaké jsou
popsany v prihlasce vyndlezu. MlZe byt také ziskana smiSenymi
technikami zahrnujicimi chemické modifikace (elongace,
delece, substituce atd.) t¥idénych  sekvencil z  bank.
V3eobecnym zplsobem mohou byt nukleové kyseliny podle
predloZeného vynalezu pripraveny podle v3ech odborniky

znamych technik.

Nukleovd kyselina podle pfedloZeného vyndlezu je cDNA
nebo RNA.

Nukleovd kyselina podle predloZeného vynalezu je

vyhodné vybrana mezi:

(a) celd nebo &ast sekvenci SEQ ID n°25, 26, 27, 28,
29, 31, 32, 33 a 34 nebo jejich komplementarni vlakno,

(b) kazdéd sekvence hybridujici se sekvencemi (a)

kédujici derivat podle vynélezu,

(c) wvarianty (a) a (b) vyplyvajici =z degenerace
genetického kédu.

Jak je jiZ naznacleno, predkladatel nyni vytvoril nové
sekvence nukleové kyseliny kédujici rizné polypeptidy
proteinu p53 majici antiproliferativni vlastnosti a apoptické
docela wvyznacné. Tyto nukleové kyseliny mohou byt pouZity
jako terapeutické agens, za ucelem vyvolat v derivovanych
bunkach podle vynalezu schopnost znilit nebo opravit bunéclné
disfunkce. V tomto ohledu pfedloZeny vynalez se tykd zejména
kazet exprese obsahujicich nukleovou kyselinu takovou jaka je
jiZ definovana, promotor umoziujici jejil expresi a terminadni
signdl transkripce. Promotor je vyhodné vybrén mezi funkénimi
promotory Vv savéich bunikdch pfedevsSim 1lidskych. Jedna se
zejména o promotor umoZiujicl expresi nukleové kyseliny v
hyperproliferativni bufice (napf. karcenogeni) V tomto oledu
mohou byt pouzZity rizné promotory. MiZe se jednat napriklad o



vlastni promotor genu p53. MiZe se jednat zejména o oblasti

rizného plvodu (odpovédné za expresi dalsich proteinl nebo
syntetickych protein). MiZe se jednat o kaZdy promotor nebo
odvozenou sekvenci stimulujici nebo potladujici transkripci
genu specificky nebo nespecificky, indukovatelné nebo
neindukovatelné, silné nebo slabé&. Mohou se uvést zejména
sekvence promotory eukariontnich genG nebo gend virovych.
Napriklad se miZe jednat o sekvence promotord pochézejicich z
genomu cilové buflky. Mezi eukariontnimi promotory se mohou
pouzit zejména ubikvitinové promotory (promotor gend HPRT,
PGK, a-aktin, tubulin atd.), vlaknité promotory (promotor
gena GFAP, desmin, vimentin, keratin atd.), promotory
terapeutickych genll (napfiklad promotor gend MDR, CFTR,
Taktor VIII, ApocAI atd.), specifické promotory tkéani
(promotor genu pyruvat-kinasy, vilinu, proteinu stfevni vazby
mastnych kyselin, a-aktin hladkého svalstva atd.) nebo také
promotory odpovidajici podnétu (receptor seroidnich hormont,
receptor kyseliny retinové atd.). MlZe se jednat o sekvence
promotorl genl E1A a MLP adenoviru, ranny promotor CMV nebo
také promotor LTR RSV atd. Mimoto tyto oblasti promotort
mohou byt modifikovény prfidavkem aktivadnich sekvenci,
sekvenci regulacnich nebo sekvenci umoZiujici  tkatové

specifickou expresi nebo sekvenci majoritni.

PfedloZeny vyné&lez nabizi nyni nové terapeutické agens
umozniujici svymi antiproliferativnimi vlastnostmi nebo/a
apoptickymi vlastnostmi interferovat s pocdtem disfunk&nich
bunék. Za timto cilem nukleové kyseliny nebo kazety podle
vynalezu mohou byt injektovany na Grovni mista o3Setfeni nebo
inkubovany pfimo s bufkami urcenymi ke zniceni nebo oSetrfeni.
Bylo popsano, Ze nukleové kyseliny nus mohou penetrovat do
bunék bez =zvla3tniho wvektoru. Nicméné& v ramci predloZeného
vynalezu se uprednostniuje pouziti vektoru podavani umoziujici
zvysit (i) G¢&innost buné&lné penetrace, (ii) cileni (iii)
stabilitu extra a intraceluldrni.
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Podle provedeni nukleovd kyselina nebo kazeta zejména
upfednostnénd predloZenym vynalezem Je zahrnuta do vektoru.
PouZity vektor midZe byt chemického puvodu (lipozom, peptidovy
komplex, 1lipidy nebo kationické polymery atd.), virového
puvodu (retrovirus, adenovirus, oparovy virus, AAV, virus

nedtovic atd.) nebo plazmatického pavodu.

PouZiti virovych vektord spodivd na prirozenych
vlastnostech transfekce virG. Je moZné pouzit napfiklad
adenoviry, oparové viry, retroviry a viry AAV. Tyto vektory
se Jjevi zejména vykonné =z hlediska transfekce. Po této
stridnce upfrednostnény predmét podle vynalezu spolivad v
defektnich rekombinantnich retrovirech, jejichz genom
obsahuje nukleovou kyselinu takovou, 3jakd Jje Jiz dfive
definovand. Jiny predmét predloZeného vynalezu spociva
zejména v defektnich rekombinantnich adenovirech, Jejichiz
genom obsahuje nukleovou kyselinu takovou, jaka je jiZ drive

definovana.

Vektor podle predloZeného vyndlezu mlzZe =zejména byt
nevirovy agens schopny podporovat prfenos a expresi nukleovych
kyselin v eukaryontnich bunkdch. Vektory chemické nebo
biochemické, syntetické nebo prfirodni, prfedstavuji zajimavou
alternativu pfirodnim virdm, zejména z pfijemnych divodi,
bezpednosti a zejména nepritomnosti teoretické limity, ktera
se tykd velikosti DNA pouzZité k transfekci. Tyto syntetické
vektory maji dvé z&kladni funkce, =zkompaktnit nukleovou
kyselinu pro transfekci a podporovat svou bunélnou fixaci,
rovnéz jako podporovat svilj prechod skrz plazmovou membranu a
popripadé dvé nukledrni membrany. Pro potlaleni polyanionické
povahy nukleovych kyselin maji nevirové vektory vSechny
naboje polykationické.

Nukleovd kyselina nebo vektor pouZity v pfedloZeném
vyndlezu mohou byt formulovany vzhledem k podavani, a to
zpUsobem topikédlnim, ordlnim, parenterdlnim, intranasalnim,

nitrozilnég, intramuskularné, podkozZné, intraokularné,



transdermatologicky atd. Nukleova kyselina nebo wvektor jsou

vyhodné pouzity v injektovatelné formé. Mohou to byt smési
vehikula farmaceuticky pfijatelného pro injektovatelnou
formu, zejména pro primou injektaci na udrovni mista oSetfeni.
MiZe se jednat zejména o sterilni roztoky, izotonické nebo
suché 1latky, predevS8im 1lyofilizované, které po prfidani
sterilni wvody nebo fyziologického séra podle okolnosti,
umoZfiuji injektovatelnou formu. P¥imé injektovani nukleové
kyseliny do nadoru pacienta je zajimavé, protoZe to dovoluje
soustredit terapeuticky vliv na Urovni postiZené tké&né. Davky
nukleové kyseliny mohou byt uzplsobeny vzhledem k rlznym
parametrim, zejména vzhledem ke genu, vektoru, zpasobu
pouZitého podavani, patologii nebo také vzhledem k délce
l1éceni.

Vynalez se tykd zejména v3ech farmaceutickych kompozic,
které obsahuji alespon jednu nukleovou kyselinu takovou, jaka

je jiZ popséana.

Tyka se zejména v3ech farmaceutickych kompozic, které

obsahuji alespon jeden vektor takovy, jaky je jiZ popsan.

Tykd se také vSech farmaceutickych kompozic, které
obsahuji alespofl jednu variantu proteinu p53 takovou, jakad je
jiZz popsana.

Vzhledem k antiproliferativnim vlastnostem
farmaceutickych kompozic podle vynélezu, jsou tyto kompozice
pfizplsobeny zejména pro léceni hyperproliferativnich chorob
predev8im rakovin a restenosy. PredloZeny vyndlez predklada
také metodu uc¢innou predev3im pro destrukci bunék, zejména
hyperproliferativnich. Tato metoda miZe byt pouZita in vitro
nebo ex vivo. Ex vivo spoCivad zejména v inkubaci bunék v
pritomnosti jedné nebo vice nukleovych kyselin (nebo vektoru,
kazety nebo primo derivatu). Metoda pouzZitd in vivo spodiva v
podavani organizmu aktivniho mnoZstvi vektoru (nebo kazety)

podle vynalezu primo na Grovni mista oSetfeni (zejména
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oSetreni ndadoru). Po této strédnce se vynadlez tykd zejména
metody destrukce hyperproliferativnich bunék zkontaktovanim
téchto bundk nebo &asti z nich s nukleovou kyselinou, jiZ

drfive definovanou.

PredloZeny vyndlez je vyhodné pouZit 1in wvivo pro
destrukci hyperproliferativnich bunék (tj. v nenormdlni
proliferaci). Je tak aplikovatelny pro destrukci nédorovych
bunék nebo bunék hladkého svalstva vaskularni  stény
(resténosa). Je prizplsobeny zejména léceni rakovin, ve
kterych je pfitomny mutant p53. Kupfikladu se mohou citovat
adenokarcinomy tracniku, rakoviny Stitné <Zlazy, karcinom
plic, leukémie michy, rakoviny konelniku, rakoviny prsu,
rakoviny plic, rakoviny Zaludku, rakoviny jicnu, lymfomy B,
rakoviny wvajeénikld, rakoviny molového méchyrfe, glioblastomy,
hepatokarcinomy, rakoviny kosti, kiZe, pankreasu, rakoviny
ledvin a prostaty, rakoviny jicnu, rakoviny hrtanu, rakoviny
hlavy a krku, rakoviny genité&lii HPV pozitivni, rakoviny
nosohltanu EBV pozitivni, rakoviny, vwve kterych bunécény

protein mdm2 je silné exprimovan atd.

Varianty podle wvynadlezu jsou zejména ucinné pro léceni
rakovin, ve kterych protein MDM2 je ktomé& toho silné
exprimovan, stejné jako pro léceni rakovin spojenych s virem

HPV napriklad rakovin genitdlii HPV pozitivnich.

Nasledujici obrazky a pfiklady bliZe ilustruji vynalez,

aniz by v3ak v jakémkoliv sméru omezovaly jeho rozsah.

Seznam obrazkd

Obrazek 1: Funkéni domény divokého proteinu pb53. TA:
Aktivadni doména transkripce, DNB: DNA vazebnd doména, NLS:
signdl nukledrni 1lokalizace, OL: doména oligomerizace, REG:

doména regulace.

Obrédzek 2: Konstrukce cDNA kédujici formu AS proteinu
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Obrazek 7: Transaktivaéni aktivita divokého proteinu
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Obrizek 8: Transaktivadni aktivita divokého proteinu
p53 a varianty V-325, V=336 a V-343.

Obrazek 9: Exprese variant vynadlezu v bunk&ch SA0S-2.

Obr&zek 10: Indukce genl hdm2 a WAFl v buikach EB, EB-1
a EB-V325.

Obrazek 11: V1iv proteinu E6 na transaktiva&ni funkci
proteinu p53 a variant vyndlezu v bunkach SA0S-2. MnoZstvi
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Obrazek 12: V1iv proteinu E6 na transaktivacni funkci
proteinu p53 a variant vyndlezu v buiikidch Hela.

Obrazek 13: Citlivost divokého proteinu p53 a variant
vynalezu k degradaci indukované proteinem E6.

Obrazek 14: V1iv dominantniho negativniho mutantu
proteinu p53 H175 na transaktivaéni funkci variant vynalezu.
MnozZstvi vektord CMV-konstrukce = 100 ng.

Obrazek 15: V1iv proteinu hdm2 na transaktiva&ni funkci
proteinu p53 a variant vynalezu v bufkadch SAOS-2. MnoZstvi
vektord CMvV-konstrukce = 100 ng.

Obrazek 16: Vliv divokych protein@l p53 a V-325 na rist
bunék silné exprimujici protein hdm2.

Obrazek 17: Indukce apoptdzy divokymi proteiny p53 a
V-325.

Obrazek 18: Kinetickd indukce apoptézy v burikdch EB,
EB-1 a EB-V325.
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Priklady provedeni vynalezu

P¥iklad A. Konstrukce ruznvych nukleotidovych fragmentu
nezbytnych pro realizaci genu kddujicich wvarianty proteinu
p53

Al. Konstrukce cDNA kdédujici divoky lidsky protein p53

Gen lidského proteinu p53 Dbyl klonovan fetézovou
amplifikaéni reakci (PCR) na DNA banky 1lidské placenty
(Clontech) za pouzZiti oligonukleotidd 5°-1 a 3°-393.

Oligonukleotid 5°-1 (SEQ ID n°6):
ATGGAGGAGCCGCAG

Oligonukleotid 3°-393 (SEQ ID n°7):
GGCGGCCGCGATATCGATTCATCAGTCTGAGTCAGGCCCTTC

Produkt Dbyl potom klonovan primo po PCR do vwvektoru
pCRII (Invitrogen).

A2. Konstrukce cDNA kédujici formu AS proteinu p33

Forma AS proteinu p53 obsahuje fragment kdédujicl
aminokyseliny 1 aZz 366 lidského proteinu p53 pripojeny k 19
poslednim aminokyselindm produktu alternativniho sestrihu

my3iho proteinu p53.
Forma AS proteinu p53 byla ziskana ve dvou etapach:

~amplifikace PCR fragmentu kdédujici aminokyseliny 1 aZ
367 proteinu p53 za pouZiti oligonukletidld 5°-1 (viz priklad
Al) a 37-367,

Oligonukleotid 3°-367 (SEQ ID n°8):
GGCGGCCGCGATATCGATTCATCAGCTCGAGTGAGC

Fragment PCR takto ziskany byl pak klonovan do vektoru

pCRII (Invitrogen). Takto ziskany fragment m& rozpoznavaci



misto pro restrik&ni enzym Xho I (fragment 1-367).

-oligonukleotidy 5°~AS1, 5°-AS2, 3°-AS1 a 3°AS2 byly
fosforylovany potom spolec¢né hybridovany za ulelem tvorby
fragmentu kddujiciho poslednich 19 aminokyselin produktu
alternativniho sest¥ihu my$iho proteinu p53.

5°-AS1 (SEQ ID n°®9):
TCGAGCCTGCAGCCTAGAGCCTTCCAAGCCCTCATGAAGGAGG
5°-AS2 (SEQ ID n°10):
AAAGCCCAAACTGCTGATGAATCGATATCGC

3’-AS1 (SEQ ID n°ll):
TGAGGGCTTGGAAGGCTCTAGGCTGCAGGC

3°-AS2 (SEQ ID n°12):
GGCCGCGATATCGATTCATCAGCAGTTTGGGCTTTCCTCCTTCA

Tento fragment byl pak vloZen na udrovni mista Xho I
fragmentu 1-367 (viz Obrazek 2). Takto vytvorfeny gen kdéduje
variantu lidského produktu alternativniho sestfihu my3iho
proteinu p53 (AS).

Takto modifikovana sekvence je nasledujici:
364 367 386

393

P53 :-AHSSHLKSKKGQSTSRHKKLMFKTEGPDSDZ
AS: -AHSSLQPRAFQATMKEESPNCZZ
367:-AHSSZZ

A3. Konstrukce cDNA kédujici ruzné fragmenty proteinu
p53 nesouci DNA vazebnou doménu.
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Tento priklad popisuje konstrukci rtznych cDNA kdédujici
riizné fragmenty lidského proteinu p53 nesouci celek nebo Cast
DNA vazebné domény proteinu p53. Tyto fragmenty Jjsou pak
pouZzity v konstrukci variant proteinu p53. Byly ziskany
amplifika&ni reakci polymerasou na matricich popsanych v
prikladu Al a A2 prostfednictvim rdznych oligonukleotidl.
Amplifikaéni reakce byly provedeny za podminek popsanych v
prikladu A4.1.

A3.1. Konstrukce cDNA kédujici oblast 75-325 proteinu
p53 a jeho derivat H182

Tento priklad popisuje  konstrukci cDNA  kdédujici
aminokyseliny 75 aZ 325 divokého lidského proteinu p53
(75-325).

Tato cDNA byla ziskdna Crfetézovou amplifikaéni reakci
(PCR) na DNA proteinu pb53 (popsano v prikladu Al) s
nasledujicimi oligonukleotidy 5°-75 a 37-325:

5°-75 (SEQ ID n®l13):
GGGAAGCTTGGGCCGGGTCGACCTGCACCAGCAGCTCCT
3°-325 (SEQ ID n°14):
GGCGGCCGCGGATCCCCATCCAGTGGTTTCTT

Derivat tohoto fragmentu nesouci bodovou mutaci na
aminokyseliné 182 lidského proteinu p53 (cystein -> histidin)
byl ziskdn mutagenezi rfizenou prostrednictvim soupravy

Amersham za pouziti oligonukleotidu H182:
Oligonukleotid H182 3 (SEQ ID n°l5):
ATCTGAATGGCGCTC

Tento fragment byl oznacen 75-325(H182).




A3.2. Konstrukce cDNA kédujici oblast 75-336 proteinu
p53 a jeho derivat H182

Tento priklad popisuje  konstrukci  cDNA  kédujici
aminokyseliny 75 aZ 336 divokého 1lidskéno proteinu p53
(75-336) .

Tato cDNA byla ziské&na Cretézovou amplifikadni reakci
(PCR) na DNA proteinu p53 (popsédno v pfikladu Al) s
nasledujicimi oligonukleotidy 5°-75 (SEQ ID n°l3) a 3°-336:

3°-336 (SEQ ID n°16):
GGCGGCCGCGGATCCTCACGCCCACGGATCTG

Derivat tohoto fragmentu nesouci bodovou mutaci na
aminokyselin& 182 lidského proteinu p53 (cystein -> histidin)
byl ziskadn mutagenezi fizenou prostfednictvim soupravy
Amersham za pouZiti oligonukleotidu H182 (SEQ ID n°l5). Tento
fragment byl oznacden 75-336(H182).

A3.3. Konstrukce cDNA kédujici oblast 75-343 proteinu
p53

Tento priklad popisuje konstrukci cDNA  kdédujici
aminokyseliny 75 aZ 343 divokého 1lidského proteinu p53
(75-343).

Tato cDNA byla ziskana fetézovou amplifika&ni reakci
(PCR) na DNA proteinu p53 (popsdno v pfikladu Al) s
nasledujicimi oligonukleotidy 5°-75 (SEQ ID n®°l13) a 3°-343:

3°-343 (SEQ ID n°35):

CGGATCCTCTCGGAACATCTCGAA

A3.4. Konstrukce cDNA kdédujici oblast 75-367 proteinu
p53 a jeho derivat H182



Tento pfiklad popisuje konstrukci  cDNA  kdédujici

aminokyseliny 75 aZ 367 divokého 1lidského proteinu p53
(75-367) .

Tento fragment byl ziskan retézovou amplifikadni reakci
(PCR) na DNA proteinu p53 (popsédno v prfikladu Al) s
nasledujicimi oligonukleotidy 5°-75 (SEQ ID n®°l3) a 3°-367
(SEQ ID n°8).

Takto ziskany fragment obsahuje rozpoznavaci misto
endonukleasou Xho I (75-367).

Derivat tohoto fragmentu nesouci bodovou mutaci na
aminokyseliné 182 1lidského proteinu p53 (cystein -> histidin)
byl ziskan mutagenezi fizenou prostfednictvim soupravy
Amersham za pouZiti oligonukleotidu H182 (SEQ ID n°l15). Tento
fragment byl oznalen 75-367(H182).

A3.5. Konstrukce cDNA kédujici fragment 75-AS a ijeho
derivat H182

Tento pfiklad popisuje konstrukci  cDNA  kdédujici
aminokyseliny 75 aZ 366 divokého 1lidského proteinu p53
(75-366) pridané k 19 poslednim aminokyselindm produktu
alternativniho sestrihu mysiho proteinu p53.

Tento fragment byl ziskdn reté&zovou amplifikad&ni reakci
(PCR) na DNA fragmentu AS (popsdno v prikladu A2) s
nasledujicimi oligonukleotidy 5°-75 (SEQ ID n°®l13) a 3°-AS2
(SEQ ID n®12).

Derivat tohoto fragmentu nesouci bodovou mutaci na
aminokyseliné 182 lidského proteinu p53 (cystein -> histidin)
byl ziskdn mutagenezi <rizenou prostfednictvim soupravy
Amersham za pouZiti oligonukleotidu H182 (SEQ ID n®°15). Tento
fragment byl oznaden 75-AS(H182).

A3.6. Konstrukce cDNA kédujici fragment 75-393 proteinu
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p53 a jeho derivat H182

Tento priklad ©popisuje  konstrukci  cDNA  kdédujici
aminokyseliny 75 az 393 lidského proteinu p53 (75-393). Tento
fragment byl ziska&n fetézovou amplifikaé&ni reakci (PCR) na
DNA proteinu p53 (popsano v prikladu Al) s nésledujicimi
oligonukleotidy 5°-75 (SEQ ID n°13) a 3°-393 (SEQ ID n°7).

Derivat tohoto fragmentu nesouci Dbodovou mutaci na
aminokyseliné 182 lidského proteinu p53 (cystein -> histidin)
byl ziskdn mutagenezi fizenou prostrfednictvim soupravy
Amersham za pouZiti oligonukleotidu H182 (SEQ ID n°l15). Tento
fragment byl oznalen 75-393(H182).

A4. Konstrukce cDNA kdédujici rfzné fragmenty nesouci

aktivaéni doménu transkripce (transaktivadni doména).

Tento priklad popisuje konstrukci rGznych CDNA
kddujicich razné fragmenty nesouci transaktivacni doménu.
Tyto fragmenty jsou pak pouZity v konstrukci variant proteinu
p53.

Ad4.1. PCR reakce

Amplifikadni reakci polymerasou byly ziskdny rtzné
fragmenty na ruznych matricich prostfednictvim rdznych
oligonukleotid@. Tyto amplifikadéni reakce byly provedeny za
nasledujicich podminek: Enzym Amplitag-DNA-polymerasa
(Perkin-Elmer) v pufru dodaném dodavatelem s koncentraci 0,2
mM dNTP, 100 ng matrice a 500 ng kaZdého ze dvou
oligopeptidl.

-cyklus: 2 minuty pfi 91°C
-cykly: 1 minuta pfi 91°C

1 minuta pfi 55°C
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1 minuta pri 72°C

-cyklus: 1 minuta pfi 72°C

A4.2. Konstrukce cDNA kdédujici oblast 411-490 viradlniho
vektoru VP16 (VP16TA)

Tento priklad popisuje konstrukci cDNA  kbédujici
aminokyseliny 411-490 virdlniho proteinu VP16 (VP16 TA). Tato

oblast nese transaktivacéni doménu tohoto proteinu.

Transaktivadni fragment transaktivdtoru odvozeny od
virdlniho proteinu VP16 (411-490) viru oparu byl ziskan
fetézovou amplifikadni reakci (PCR) za pouZiti podminek jiz
d¥ive definovanych (viz A4.1) a nésledujicich oligonukleotidi
5°-VPl6 a 3°-VPlé6:

5°VP16(SEQ ID n°17):
AAGCTTGAATTCGTTAACATGTCCACGGCCCCCCCGACC
3°-VP16 (SEQ ID n°18):
GGTCGACCACCGTACTCGTCAAT

a 100 ng plazmidu pUHD15-1 (Gossen a Bujard, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89 (1992) 5547).

Fragment takto ziskany obsahuje 334 parl basi, jejichi
sekvence je dand SEQ ID n°2. Obsahuje ve své &asti N-konce
methionin neseny iniciadénim mistem transkripce (ATG), pfidany

tak do etapy klonovani metodou PCR.

A4.2. Konstrukce cDNA kdédujici rdzné fragmenty schopné
ziskdvat aktivadéni doménu transkripce (transaktivacni doména)
proteinu p53 endogenu.

A4.2.1 Konstrukce cDNA kédujici protilatku jednoduchého



retézce schopnou vazat protein p53 (ScFv 42)

Tento priklad popisuje konstrukci cDNA  kédujici
protilatku jednoduchého reté&zce schopnou vazat protein p53
(ScFv  421). Tato konstrukce vyjadfena na intraceluléarni
urovni musi byt schopna fixovat protein p53 divokého endogenu

nebo mutant za ucelem ziskani své transaktivadni domény.

CcDNA kédujici ScEv 421 (pfihlaska vynalezu
PCT/FR96/00477) miZe byt extrakt ve form& fragmentu Nco I/Not
I, ktery zahrnuje inicia¢ni misto translace (ATG) a Z&adnou

terminacdni sekvenci translace.

Takto ziskany fragment obsahuje 766 pard basi, jejichz
sekvence je dand SEQ ID n°36.

A4.2.2. Konstrukce cDNA  kdédujici oblast 325-360
divokého proteinu p53 (325-360)

Tento pfiklad popisuje konstrukci  cDNA  kdédujici
aminokyseliny 325-360 divokého proteinu p53 (325-360). Tato
oblast nese doménu oligomerizace tohoto proteinu. Tato
konstrukce na intraceluldrni arovni, musi byt schopna fixovat
divoky protein p53 endogeni nebo mutant za Ulelem ziska&ni své

transaktivacni domény.

Odvozena oligomerizaéni doména divokého lidského
proteinu p53 (325-360) byla ziskd&na fetézovou amplifikac&ni
reakcli (PCR) za pouZiti podminek dfive definovanych (viz
Ad4.1) a nasledujicich oligonukleotidd 5°-325 a 37-360.

5°-325 (SEQ ID n°37):
AAGCTTGAATTCGTTAACGCCACCATGGGAGAATATTTCACCCTT
3°-360 (SEQ ID n°38):

GGGTCGACCTGGCTCCTTCCCAGC
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na 100 ng DNA proteinu p53 (popsano v prikladu Al).

Takto ziskany fragment obsahuje 141 pard béasi, jejichz
sekvence je dand SEQ ID n°39. Obsahuje na N-konci methionin
neseny iniciac¢nim mistem translace (ATG), pfidany v etapé
klonovani PCR a neobsahuje Zadnou sekvenci terminace
translace.

A4 .2.3. Konstrukce CcDNA  kédujici  oblast 325-393
divokého proteinu pb53 (325-393)

Tento priklad popisuje konstrukci  c¢cDNA  kdédujici
aminokyseliny 325-393 divokého proteinu pb53 (325-393). Tato
oblast nese doménu oligomerizace tohoto proteinu. Tato
konstrukce na intraceluldrni udrovni musi byt schopna fixovat
divoky protein p53 endogeni nebo mutant za uCelem ziskani své

transaktivacni domény.

Tato odvozend oligomerizac¢ni doména divokého lidského
proteinu p53 (325-360) byla ziské&na rfetézovou amplifikaclni
reakci (PCR) =za pouZiti podminek drive definovanych (viz
A4.1) a nésledujicich oligonukleotidd 5°-325 (SEQ ID n°37) a
3°-393.2:

37-393 (SEQ ID n°40):
GGGTCGACCGTCTGAGTCAGGCCCTTC
na 100 ng DNA proteinu p53 (popséno v pfikladu Al)

Takto ziskany fragment obsahuje 243 parl béasi, jejichz
sekvence je dand SEQ ID n°®41. Obsahuje na N-konci methionin
neseny iniciadnim mistem translace (ATG), pridany tak v etapé
klonovani PCR a neobsahuje zaddnou sekvenci terminace

translace.
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A5. Konstrukce cDNA kdbédujici rlzné fragmenty nesouci

doménu oligomerizace

Tento prfiklad popisuje konstrukci riznych  cDNA
kédujicich rGzné fragmenty nesouci doménu oligomerizace. Tyto
fragmenty jsou pak pouZity v konstrukci variant proteinu p53.
Tyto fragmenty byly =ziskany amplifikadni reakci polymerasou
na rdznych matricich (p53 pro homologni oblast a matrice
razného pGvodu pro heterologni oblast oligomerizace, zejména
umé&lou) prostrednictvim rdznych oligonukleotidd. Amplifikadni
reakce byly provedeny za podminek popsanych v prikladu A4.1.

A5.1. Konstrukce cDNA  obsahujici umélou oblast

oligomerizace

Tento priklad popisuje konstrukci cDNA obsahujici
umélou doménu oligomerizace, tvorenou umélym leucinovym
zipem. Tato cDNA je pak pouzZita pro konstrukci wvariant od
fragmentd 75-325 (pfiklad A3.1) a 75-336 (priklad A3.2)
lidského proteinu p53 a jejich modifikovanych derivatd na

Grovni cysteinu 182.

Tato cDNA byla konstruovdna od 6 nasledujicich
nukleotidd.

Iz1-5"(SEQ ID n®°19):
GATCTGAAGGCCCTCAAGGAGAAGCTGAAGGCC
Iz2-5"(SEQ ID n°20):
CTGGAGGAGAAGCTGAAGGCCCTGGAGGAGAAGCTG
I12z3-5"(SEQ ID n°21):
AAGGCACTAGTGGGGGAGCGATGATGAATCGATATCGC
Iz1-3"(SEQ ID n°®°22):

CTCCTCCAGGGCCTTCAGCTTCTCCTTGAGGGCCTTCA
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I122-3"(SEQ ID n®°23):
TAGTGCCTTCAGCTTCTCCTCCAGGGCCTTCAGCTT
I1z3-37(SEQ ID n°24):
GGCCGCGATATCGATTCATCATCGCTCCCCCAC

Tyto oligonukleotidy byly syntetizovany prostfednictvim
automatického syntetizadtoru DNA za pouZiti chemie fosfoamidl.
Téchto Sest oligonukleotidd predstavuje komplementarnost v
parech (Iz1-5°/1z1-37, I1z2-5"/1z2-37, 1z3-5"/1z3-37) a
komplementédrnost retézcovou (Iz1-3°/Iz2-5", Iz2-37/I1z3-57)
dovoluijici ziskat doménu oligomerizace jednoduchou
hybridizaci a 1ligaci. Vyslednd sekvence LZ je dana SEQ 1ID
n°l.

A5.2. Konstrukce cDNA obsahujici pfirozencu doménu
oligomerizace lidského proteinu p53

Tento priklad popisuje konstrukci cDNA obsahujici
prirozenou doménu oligomerizace lidského proteinu p53. Tato
cDNA je reprezentovana fragmentem kdédujicim aminokyseliny 325
aZz 356 proteinu p53 =ziskaného v konstrukci 75-367 (pfiklad
A3.4), 75-AS (priklad A3.5), 75-393 (priklad A3.6) a jejich
derivatd na urovni modifikovanyccysteinu 182.

Pfiklad B. Konstrukce gen kdédujicich rdzné varianty

proteinu p53
Bl. Klonovani rGznych fragmentd proteinu p53

Kazdy =z rbznych fragmentl ziskanych PCR popsany v
prikladu A byl klonovan po PCR do vektoru pBC SK+ (Stratagen)
za pouziti rozpoznavacich mist enzymy restrikce Hind III a
Not I (Obrazek 3).



Produkty téchto konstrukci nesou nésledujici &isla:

75-325 ->pEC 104
75-336 ->pEC 106
75-343 ->pEC 171
75-367 ->pEC 131
75-AS ->pEC 132
75-393 ->pEC 133

Od téchto produktd mutagenezi fizenou za pouZiti
mutageneze in vitro fizenou oligonukleotidovym mutagenim
systémem (Amersham) a oligonukleotidu H182 byly ziskény
odpovidajici konstrukce nesouci histidin v pozici 182. Tyto

konstrukce nesou nédsledujici &isla:

75-325 (H182) ->pEC 134
75-336 (4182) ->pEC 135
75-367 (H182) ->pEC 136
75-AS (H182) ->pEC 137
75-393 (4182) ->pEC 138

B2. Fize leucinového zipu s fragmentem 75-325, 75-336 a
75-343 a s jejich variantou H182

Oligonukleotidy obsahujici leucinovy zip (Iz1-57,
Iz21-3", 1Iz2-5", 1Iz2-3", Iz3-5"a Iz3-3") byly fosforylovany
pomoci T4 kinasy potom hybridovany v3echny spole&nd a vioZeny
do vektord pEC 104, 106, 134 a 135 a 171, predbézZné traveny
restrikénimi enzymy BamHI a Notl (Obrazek 4).

Produkty téchto konstrukci nesou nasledujici &isla:

75-325-1z2 ~>pEC 107
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75-336-1Iz ->pEC 110
75-343-1z ->pEC 174
75-325(H182)-1Iz ->pEC 139
75-336(H182)-Iz ->pEC 140
B3. Faze aktivac¢ni domény traskripce se souborem

fragmentd p53

Konec&né produkty byly ziskény ligaci ke tfem

spolednikim nasledujicim zpisobem (Obrazek 5):

Aktivadni doména transkripce odvozend od VP16, popsana
v pfikladu A3 byla pfipravena enzymovou digesci restrikénimi
enzymy Hind III a Sal I produktl PCR .

Byly izolovény rQzné fragmenty proteinu p53 (75-325-Iz,
75-336-1z, 75-343-Iz, 75-AS, 75-367, 75-393 a jejich varianty
H182) po enzymové digesci restrikénimi enzymy Sall a Notl

plazmidd je obsahujici.

MoZné kombinace (aktivadni doména/p53) byly vytvoreny a
souCasné vloZeny do vektoru pBC SK+ (Stratagen) a prfednostné

traveny restrik&énimi enzymy Hind II a Not I.

Produkty konstrukce nesou nasledujici cCisla:

VP16-75-325-1z V-325 -->pEC 114 (SEQ ID n°25)
VP16-75-336-1z V-336 -->pEC 116 (SEQ ID n°26)
VP16-75-367 V-367 -->pEC 141 (SEQ ID n°27)
VP16-75-AS V-AS -->pEC 143 (SEQ ID n°28)
VP16-75-393 V-393 -->pEC 145 (SEQ ID n°29)
VP16-75-343-1z V=343 -->pEC 175 (SEQ ID n°30)
VP16-75-325(H182)-Iz V-325H -->pEC 147

VP16-75-336(H182)-Iz V~336H -->pEC 149



VP16-75-367 (H182) V-367H -->pEC 151
VP16-75~AS (H182) V-ASH -->pEC 153
VP16-75~393(H182) V-393H -->pEC 155
Odpovidajici produkty nesouci oblast vazajici
specificky transaktivator nebo transaktivadni komplex k mistu
domény VP16 Jjsou konstruovany stejnym zplsobem. Tyto
konstrukce jsou popséany nasledovné:
ScFv-75-325-1Iz S-325 -->pEC 176 (SEQ ID n°31)
ScFv-75-336-1z S-336
ScFv-75-367 S-367
ScFv-75-AS S-AS
ScFv-75-393 S-393
ScFv-75-325(H182)~1z S-325H
ScFv-75-336(H182) -1z S-336H
ScFv-75-367 (H182) S-367H
ScFv-75-AS{H182) S-ASH
ScFv-75-393 (H182) S-393H
(325-393)-75-325-1z 393-325 ~-->pEC 177 (SEQ ID n°32)
(325-393)-75-336-1z 393-336
(325-393)-75-367 393-367
(325-393)-75-AS 393-AS
{325-393)-75-393 393-393
(325-393)-75-325(H182)-Iz 393-325H
(325-393)-75-336(H182)-Iz 393-336H
(325-393)~75-367 (H182) 393-367H
(325-393)-75-AS (H182) 393-ASH
(325-393)-75-393(H182) 393-393H
(325-360)-75-325-1z 360-325 -->pEC 178 (SEQ ID n°33)
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(325-360)-75-336-1z 360-336
(325-360)-75-367 360-367
(325-360)-75-AS 360-AS
(325-360)-75-393 360-393

(325-360)-75-325(H182)-Iz 360-325H
(325-360)-75-336(H182)~-Iz 360-336H

(325-360)-75-337(H182) 360~367H
(325-360)-75-AS (H182) 360-ASH
(325-360)-75-393 (H182) 360-393H

Produkty obsahujici doménu 325-360 proteinu pb53 a
transaktivacni doménu (1-74) mohou byt posouzeny smichanim
syntetického separdtoru (Hinge) ziskaného inzerci v misté Sal
I S fragmentem DNA ziskanym hybridaci syntetického
oligonukleotidového paru komplementédrniho k Hinge-up a

Hinge-down.
Hinge-up (SEQ ID n°42):
TCGAGGAGGTGGTGGCTCTGGAGGCGGAGGATCCGGCGGTGGAGGTTC
Hinge-down (SEQ ID n°43):
TCGAGAACCCCTACCGCCGGATCCTCCGCCTCCAGAGCCACCACCTCC
Sekvence vysledné dvouvldknové DNA Hinge je nésledujici

TCGAGGAGGTGGTGGCTCGGAGGCGGAGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCCTCCACC
ACCGAGACCTCCGCCTCCTAGGCCGCCATCCCCAAGAGCT

a odpovidajici proteinova sekvence Jje (SEQ ID n°44):

Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly
-Gly-Ser

Odpovidaijici produkty Jjsou popséany nasledovné:



(325-360)-Hinge-75-325-1z 360h-325 -=->pEC 179

(SEQ ID n°34)

(325-360) -Hinge-75-336-1z 360h-336
(325-360) -Hinge-75-367 360h-367

(325-360)-Hinge-75-AS 360h-AS

(325-360)-Hinge~75-393 360h-393
(325-360) -Hinge-75-325(H182) -1z 360h-325H
(325-360)-Hinge-75-336 (H182) -1z 360h-336H
(325-360)~-Hinge~75-367 (H182) 360h-367H
(325-360)-Hinge-75-AS (H182) 360h-ASH
(325-360)-Hinge~75-393 (H182) 360h~393H

Priklad C. Konstrukce expresnich vektord variant

proteinu pS53

Tento pfiklad popisuje konstrukci vektorl pouZitelnych
pro prencs nukleovych kyselin podle vynédlezu in vitro nebo in

vivo.

Cl. Konstrukce plazmidovych vektort

Pro konstrukci plazmidovych vektorl byly pouZity dva
typy vektorua.

-Vektor pSV2, popsdn v DNA Cloning, A practical
approarch Vol.2, D.M. Glover (Ed) IRL Press, Oxford,
Washington DC, 1985. Tento vektor Jje eukariontni vektor
exprese. Nukleové kyseliny kédujici varianty byly vloZeny do
vektoru ve form& fragmentl Hpal-EcoRV. Jsou tak umist&ny pod

rizenim promotoru zesilovade transkripce viru Sv40.

-Vektor pCDNA3 (Invitrogen). Jedna se zejména o

eukariontni expresni vektor. Nukleové kyseliny kédujici
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varianty podle vynalezu jsou tak umistény do vektoru pod
rYizenim ranného promutoru CMV. V3echny konstrukce popsané v
pfikladu B3 byly vloZeny do vektoru ve formé fragmentu Hind

III/Not I za GCelem testovani v rdznych systémech in vivo.

C2. Konstrukce virovych vektorl

Vynédlez spocCiva v konstrukci a pouziti virovych vektorl
umozZiiujicich pfenos a expresi in wvivo nukleovych kyselin,

které jsou drive definované.

Pokud se jedné zejména o adenoviry, byly
charakterizovany razné serotypy, jejichz struktura a
vlastnosti se tak trochu méni. Mezi serotypy se s vyhodou
pouzivaji v rémci predlozZeného vyndlezu lidské adenoviry typu
2 nebo 5 (Ad 2 nebo Ad 5) nebo adenoviry zvireciho puavodu
(viz prihlaska vyndlezu W094/26914). Mezi adenoviry zvireciho
pavodu pouzZivanych v ramci prfedloZeného vynédlezu se mohou
uvést adenoviry psiho, hovéziho a mySiho pGvodu (na priklad:
Mavl, Beard et al., Virology 75 (19%0) 81), oviiho,
praseciho, ptaciho nebo opic¢iho (na prfiklad: SAV). Adenoviry
zvi¥eciho plvodu jsou adenoviry psi, zejména adenovirus CAV2
[naprfiklad souche manhattan nebo A26/61 (ATCC VR-800)]. V
ramci predloZeného vynédlezu se s vyhodou pouZivaji adenoviry
pivodu lidského nebo psiho nebo jejich smés.

Defektni adenoviry predloZeného vyndlezu obsahuji ITR,
sekvenci umozZniujici zejména enkapsidaci a nukleovou kyselinu
podle vynalezu. V genomu adenoviru vyndlezu alespoil oblast El
je nefunkéni. Pozorovany virovy gen miZe byt zbaven funkce
vSemi odborniky znédmymi technikami, zejména Uplnou supresi,
substituci, Castelnou deleci nebo adici jedné nebo vice basi
v pozZadovaném genu nebo poZadovanych genech. Tyto modifikace
mohou byt provedeny in vitro (na izolované DNA) nebo in situ,
na priklad prostrednictvim technik genového oboru nebo také

pusobenim mutagenich <&inidel. Mohou byt modifikovany rtzné
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oblasti, zejména oblast E3 (W095/02697), E2 (W094/28938), E4
(WO94/28152), WO94/12649, W095/02697) a L5 (W095/02697).
Podle upfednostfiovaného zptsobu provedeni adenoviry podle
vynalezu obsahujli deleci v oblasti El a E4. Podle jiného
uprednostiiovaného zplsobu realizace zahrnuje deleci v oblasti
El, kde je vloZena oblast E4 a nukleovd kyselina vyndlezu
(viz FR94 13355). Ve virech podle vynédlezu delece se
prednostné rozprostird v oblasti El nukleotidd 455 aZ 3329 v

sekvenci adenoviru AdS5S.

Defektni rekombinantni adenoviry podle vyndlezu mohou
byt pripraveny v3emi odborniky zndmymi technikami (Levrero et
al., Gene 101 (1991) 195, EP 185 573, Graham, EMBO J. 3
(1984) 2917). Mohou byt pfipraveny obecnou rekombinaci mezi
adenovirem a plazmidem nesoucim mezi Jjinym sekvenci DNA
zajmu. Obecnd& rekombinace nastane po kotransfekci zminé&ného
adenoviru do linie pfizplsobenych bunék. Linie pouZitych
bunék musi zejména (i) byt transformovatelnd wuvedenymi
elementy a (i1i) obsahovat sekvence schopné doplnit d&ast
genomu defektniho adenoviru, zejména v integrované formé& za
GCelem vyhnuti se nebezpeldi rekombinace. Naprfiklad se miZe
jednat o linii lidskych ledvinovych embriondrnich buné&k 293
(Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59), kterad obsahuje
zejména, zaclenénou ve svém genomu, levou Ca&st genomu
adenoviru AdS5 (12%) nebo se mbZe Jednat o linie schopné
doplnit funkce E1 a E4 tak, Jak Jje popsano zejména v
pfihlaskach vyndlezd n°WO 94/26914 a W095/02697.

Adenoviry, které jsou rozmnoZeny Jsou ziskdny a
purifikovany podle klasickych technik molekuldrni biologie
tak, jak je popsano v prikladech.

Pokud jde o wviry AAV, jednd se o viry DNA relativné
malé velikosti, které se zaclenuji do genomu bundk, které
infikuji, stabilnim zplsobem a regiospecificky. Jsou schopné
infikovat 3iroké spektrum bunék, bez wvyvolani vlivu na rist,
morfologii nebo déleni bunék. Nezdd se, Ze by byly zahrnuty
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do patologii u 1lidi. Genom AAV byl klonovan, sekvenovan a
charakterizovan. Obsahuje okolo 4700 basi a na kazZdém konci
obsahuje oblast obracené repetice (ITR) se 145 basemi, které
jsou replikaéniho pavodu pro virus. Zbytek genomu je rozdélen
na dveé oblasti nesoucil funkce enkapsidace: levou Cast genomu,
kterid obsahuje gen rap implikovany do viralni replikace a
exprese virovych genl a pravou <&&st genomu, kterd obsahuje

gen cap kédujici kapsidové proteiny viru.

PouzZiti vektord odvozenych od AAV pro prenos genl in
vitro a in vivo bylo popséno v literatufe (viz zejména WO
91/18088, WO 93/09239, US 4, 797, 368, US5, 139, 941, EP 488
528). Tyto prihlasky vynadlez popisuji rbzné konstrukce
odvozené od AAV, ve kterych geny rap nebo/a cap Jjsou
deletovany a nahrazeny genem zajmu a popisujil jejich pouziti
pro prenos in vitro (na bunky v kultufe) nebo in vivo (pIimo
do organizmu) vy3e uvedeného genu zadjmu. Rekombinantni
defektni ARV podle vynadlezu mohou byt pfipraveny
kotransfekci, v 1linii infikovanych bunék pomocnym lidskym
virem (napfiklad adenovirem), plazmidu obsahujiciho nukleovou
sekvenci vynalezu lemovanou dvémi oblastmi obracené repetice
(ITR) AAV a2 plazmidu nesouciho gen enkapsidace (gen rap a
cap) AAV. PouZitelnd linie bunék je na priklad linie 293.
Rekombinantni produkty AAV Jjsou pak purifikovany klasickymi
technikami.

Pokud jde o viry oparu a retroviry, konstrukce
rekombinantnich vektorl byly Siroce popsédny v literature: viz
zejména Breakfield et al., New Biologist 3 (1991) 203, EP
453242, EP1782207? Bernstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235,
McCormick, BioTechnology 3 (1985) 689, atd. Retroviry jsou
integrativni viry, selektivné infikujici Dbuiky ve fazi
déleni. Tvori tak vektory zajmu pro rakovinové aplikace.
Genom retrovirll obsahuje =zejména dvé LTR, jednu sekvenci
enkapsidace a tfi kédovaci oblasti (gag, pol a env). V

rekombinantnich vektorech odvozenych od retrovirl, geny gag,




pol a env jsou vSeobecné deletovany =zZCasti nebo uUplné a

nahrazeny sekvenci heterologni nukleoné kyseliny zdjmu. Tyto
vektory mohou byt realizovédny od rlznych typld retrovir(d,
zejména MoMuLV (murine moloney leukemia virus, také oznalen
MoMLV), MSV (murine moloney sarcoma virus), HaSV (harvey
sarcoma virus), SNV (spleen necrosis wvirus), RSV (rous
sarcoma virus) nebo také od Friendova viru.

Pro konstrukci rekombinantnich retrovirad podle
predloZeného vyndlezu obsahujici nukleovou kyselinu podle
pfedloZeného vynalezu, plazmid obsahujici zejména LTR,
sekvenci enkapsidace a vySe uvedenou nukleovou kyselinu je
konstruovan, pak pouZit pro transfekci linie bundk rfedené
enkapsidace, schopné prinést ve transretrovirdlnich funkcich
se sniZenou schopnosti do plazmidu. V3eobecnd& Jjsou linie
enkapsidaci tak schopné exprimovat geny gag, pol a env. Tyto
linie enkapsidace byly popsany v drivéjsich oborech, zejména
linie PA317 (US4,861,719), linie PsiCRIP (W090/02806) a linie
GP+envAm-12 (WO89/07150). Jinak rekombinantni retroviry mohou
pripustit modifikace na urovni LTR pro potlaceni transkripéni
aktivity, stejné jako sekvence enkapsidace, obsahujici &ast
genu gag (Bender et al., J. Virol. 61 (1987) 1639).
Rekombinantni retrovity Jjsou pak purifikovény klasickymi
technikami.

Pro provedeni predloZeného vyndlezu Jje pfedev3im
vyhodné pouZiti rekombinantniho defektniho adenoviru nebo
retroviru. Tyto vektory maji vskutku vlastnosti zajimavé

zejména pro prenos gend do nadorovych bunék.

C3. Chemické vektory

Mezi syntetickymi vyvinutymi vektory se s vyhodou
pouzivaji v rdmci predloZeného vyndlezu kationické polymery
polylyzinového typu, (LKLK)n, (LKKL)n, polyethylenimin a DEAE
dextran nebo také lipidy kationické nebo lipofektanty. Maji



45

schopnost kondenzovat DNA a podporovat Jjeji spojeni s
bunélnou membranou. Mezi témito posledné& jmenovanymi se mohou
uvést lipopolyaminy (lipofektamin, transfektam atd.) zrlzné
kationické lipidy nebo neutrdlni lipidy (DOTMA, DOGS, DOPE
atd.), tak Jako peptidy nuklearniho pévodu. Byl vyvinut
koncept cilové transfekce prostfednictvim receptoru, ktery
vyuziva principu kondenzovani DNA diky kationickému polymeru
ridicimu fixaci komplexu k membran& diky chemické vazbé& mezi
kationickym polymerem a ligandem membrénového receptoru,
ktery je pritomny na povrchu bunédného typu, ktery ma& byt
roubovan. Cilovy receptor transferinu, inzulinu nebo receptor
asialoglykoproteind hepatocytd byl také popséan. Pfiprava
kompozice podle vyndlezu pouzivajici takovyto chemicky vektor
je realizovana podle vSech odborniky zndmych technik,

vSeobecné jednoduchym uvedenim do kontaktu rlznych sloudenin.

Priklad D. Posouzeni funkci variant proteinu p53

Varianty proteinu p53 podle prfedloZeného vyndlezu byly

ocenény v bunécném testu pro nadsledujici kritéria:
-vazba k sekvenci specifické dvouvlédknové DNA
-transaktivadni funkce
—antiproliferativni aktivita
-apoptickd aktivita

-onkogeni potenciidlni spojeni s urditymi mutacemi
proteinu p53

Pro toto posouzeni jsou pouZité konstrukce V=325,
V-336, V-343 a AS, které jsou popsany v prikladu B.

Dl. Rozpoznani sekvence specifické dvouvldknové DNA
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hybridnimi molekulami podle p¥edloZeného vynalezu
D1.1 Tvorba hybridnich molekul

CDNA divokého proteinu p53 byla klonovana do vektoru
pBlueBacIII (Invitrogen) v misté BamHI. Inzerci do plazmidu
pPACHLT-A  (Pharmingen) fragmentu obsahujiciho c¢DNA V325
ziskaného digesci plazmidu pECll14 enzymy EcoR I a Nit I byl
vytvoren vektor umoZiiujici ziskat rekombinantni bakulovirus
majicl za cil expresi proteinu V325 oznadeného na N-konci
peptidovou sekvenci, obsahujici mezi Jjinym spojeni 3esti
zbytkd histidinu. Od téchto vektord rekombinantnich byly
vytvoreny bakuloviry a purifikovany podle vyrobcem uvedenych
navodd (Invitrogen, Pharmingen). Tyto dva proteiny byly
homogené purifikovany od nukledrnich extraktd hmyzich
infikovanych bunék SF9 jejich bakuloviry, nukledrni extrakty
byly ziské&ny postupem popsanym Delphinem et al. (C. Delphin,
Eur. J. Biochem., 223, 683-692, 1994).

Divoky protein p53 byl purifikovdn imunocafinitou na
monoklondlnich protilatkach pAb421 (Oncogene Sciences, Ab-1)
podle né&sledujiciho protokolu: infikovany nukledrni extrakt
buiky se inkubuje po dobu tfech hodin pfi teploté 4°C s
proteinovym gelem A-agarosy, na kterém byla kovalntné vazana
protilatka pAb42l. Po extenzivnim vymyti gelu pufrem 50 mM
TrisHCl o pH 7,8 obsahujici 1 M KCl a inhibitory proteas,
protein p53 se eluuje peptidem odpovidajicim epitopu,
rozpoznaného touto protildtkou na protein p533 (KKGQSTSRHK),
tento peptid byl pouZit v koncentraci 5 mg / ml v roztoku
pouzitém pro vymyvani. Po koncentraci na Centrikon-30 (Amicon
Grace), eluovany protein pb3 se separuje a purifikuje k
homogenité permeaci na gelu na koloné Superosa 6 HR10/30
ekvilibrované 50 mM TrisHCl pH 7,5, 0,2 M NaCl, 0,1 mM EGTA,
0,1 mM 2nCl,, 10 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 0,1 % NP-40, 5%
glycerolu. Frakce obsahujici protein p53 jsou alikvotni a
jsou bezprostfedné& zmrazeny na -80°C aZ do pouZiti.
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Protein V325 oznaCeny na N-konci peptidovou sekvenci
obsahujici mezi jinym spojeni Sesti zbyktd histidinu nazvany
od nynéjdka HisV325 byl purifikovan postupem, ktery byl
upraven Hochuliem et al. (Bio/Technology Vol 6 (1988) 1321).
Drive neiZ byl aplikovan na gel (Niskel-NTA agarosa)
nukledrni extrakt infikovanych bunék, byl =zbaven soli na
koloné PD10 (Pharmacia) ekvilibrované 50 mM fosfatovym
pufrem pH 8, ktery obsahoval 5 mM B-merkaptoethanolu, 0,1 %
NP-40 a sm&s inhibitord proteas. Inkubace nuklearniho
extraktu s gelem (Nickel-NTA agarosa) byla provedena v tomto
pufru po dobu jedné hodiny pfi teploté 4°C za soulasného
michani. Gel byl potom vymyt stejnym pufrem o pH 6. Protein
HisV325 je eluovan 0,3 M imidazolem v posledné jmenovaném
pufru po promyti gelu 0,1 M imidazolem. Frakce obsahujici
HisV325 jsou alikvotni a jsou okamzité zmrazeny na -80°C aZ

do jejich pouziti.

D1.2. Konstrukce sekvence specifické dvouvlédknové DNA

Sekvence specifické dvouvlaknové DNA pouZité v tomto
pokusu je sloZena ze dvou syntetizovanych oligonukleotidd,
jejichZz sekvence je nasledujici:

Oligo 5568 (SEQ ID n®45):
GATCCGAACATGTCCCAACATGTTGA
Oligo 5569 (SEQ ID n°46):
AGCTTCAACATGTTGGGACATGGTCG

Tyto dva syntetické oligonukleotidy Dbyly =znaCeny
fosforem 33 trficetiminutovou inkubaci pfi teploté 37°C 5

pmold kaZdého oligonukleotidu wve 20 pupl nasledujiciho
reakéniho prostrfedi:

Tris-HCl pH 7,6 50 mM
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MgCl, 10 mM
dithiotreitol 5 mM
Spermidin 100 uM
EDTA 100 uM
ATP-y-"P (Amersham) 50 w Ci (1000-3000 Ci/mmol)

T4 kinasa (Boehringer) 10 U

Tyto dva oligonukleotidy takto znacené byly hybridovany
v pritomnosti 100 mM NaCl pro obnoveni dvouvliknové sekvence
WAF-RE obsahujici specifiskou sekvenci rozpoznanou proteinem
p53 v oblasti promotoru genu WAF-1 (W.S. EI-Deiry, Cell Vol
75 (1993) 817):

GATCCGAACATGTCCCAACATGTTGA

GCTTGTACAGGGTTGTACAACTTCGA

D1.3 Rozpoznani dvouvldknové sekvence WAF-RE hybridnimi

molekulami podle vynéalezu

Pro prokdzéni specifického rozpoznani dvouvliaknové
sekvence WAF-RE hybridnimi molekulami podle vynalezu byly
provedeny opozdé&né pokusy na gelu na zakladé principu
popsaného déle. Reakce vazby DNA je provedena v 25 ul
reak&nim prostfedi (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM MgCl,, 0,05
mM ZnCl,, 5mM dithiotreitol, 0,1 mg/ml BSA, 10% glycerol, 1%
Nonidet P-40, 0,1M NaCl, 2 ug/ml aprotinin, 2 ug/ml E-64, 2
ug/ml leupeptin, 2 ug/ml pepstatin) pridénim sekvence WAF-RE
(2,4 10™°M) pripravené podle predchézejiciho pokusu, 1,2 10™°M
soutéZniho chladného oligonukleotidu AP2Z (Promega) pouZzitého
pro nespecifickou fixaci a 30 ng hybridnich molekul pro
testovani pritomnosti nebo nepritomnosti divokého proteinu
p53 (mezi 3 a 30 ng), divoky protein p53 mbZe byt aktivovan
pro svou aktivitu specifické fixace k DNA prostrednictvim 300



ng protilatky pAb421 (T.R. Hupp, Cell Vol 71 (1992) 875).
Reakéni smés se inkubuje po dobu 30 minut na ledu a konecné

smés se podrobi nativni elektroforéze na 4% polyakrylamidovém
gelu s pohybem pri 200V a pfi teploté 16°C. Gel se pak su3i a
autoradiografuje.

Vysledek ukazkového  pokusu souté&Ze mezi divokym
proteinem p53 a HisV325 ve zpoZdéni na gelu je ukazan na
Obrédzku 6. Tento vysledek ukazuje, Ze His-V325 rozpozna
dvouvlédknovou sekvenci WAF-RE afinitou srovnatelnou s
afinitou divokého proteinu p53. MlzZe se poznamenat, Ze
HisV325 dé&vd na opoZdéném gelu majoritni pruh, ktery se
pohybuje rychleji neZ pruh ziskany s divokym proteinem pS53.
Toto by mohlo naznalovat, Ze HisV325 se fixuje ve formé
dimerd. Je tedy moZné predpoklddat, Ze tento pruh neni ani
posunut ani amplifikovan pritomnosti pAb42l. V nepritomnosti
pAbd421 divoky p53 se fixuje mnohem méné RE-WAf neZ V325.

D2. Posouzeni transaktivadni funkce

Transaktivaéni funkce konstrukci Dbyla posouzena v
systému transaktivace in vivo v buikdch SA0S-2 (lidsky
osteosarkom), nedostatedné vyvinutych pro dvé alely proteinu
p53 (buniky pfistupné ATCC pod <&islem HTB85) a v nédorové
linii H358 (Maxwell a Roth, Oncogene 8 (1993), 3421) a Hela
(ATCC CCL 2). Tento systém spolivd v pouzZiti donaSeéského
genu davkovatelného enzymaticky a umisténého v zavislosti na
promotoru obsahujici nukleotidovy motiv specifiského

rozpoznani divokou formou proteinu p53 (viz experimentalni

protokoly).
\% téchto testech, nosny gen je gen CAT
(chloramfenikolacetyl-transferasa) a sekvence rozpoznani

proteinem p53 je shodné& sekvence (p53RE) definovand Funkem a
spolupracovniky (Mol. Cell. Biol. 12 (1992) 2866).
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Posouzeni této funkce bylo provedeno ve srovnani s
funkcemi divokého proteinu pro trfi typy rlznych kritérii.

D2.1. Transaktivacni aktivita v odpovidajicich davkéach

Buiky (3,5 10°) byly nao¢kovany na Petriho misku o
praméru 6 cm, kterd obsahovala 3 ml kultivadni pady DMEM
(Gibco BRL) s prfidavkem 10% teleciho plodového séra
inaktivovaného teplem a kultivovany pres noc pod 5% CO, pfi
teploté 37°C. Takto byly transfektované rzné konstrukce za
pouZziti lopofectAMINu (Gibco BRL) Jjako agentu transfekce
nésledujicim zpusobem: 3 pg plazmidu bylo inkubovano (mezi
nimi 0,5 ug plazmidového reportéru) s 10 pl lipofectAMINu po
dobu 30 minut se 3 ml kultivadni plidy Opti-MEM (gibco BRL)
bez séra (transfekéni smés). Beéhem tohoto ¢&asu se buiky
dvakrat propléachly PBS a potom byly inkubvédny 4 hodiny prfi
teploté 37°C s transfekéni smé&si, kterd byla pak odsata a
nahrazena 3 ml kultivacni pddy DMEM (Gibco BRL) s pridavkem
10% teleciho plodového séra inaktivovaného teplem a bunky

byly ponechdny jeSté 48 hodin p#i teploté& 37°C.
Protokol davkovani aktivity CAT

48 hodin po transfekci buiky byly Jjednou promyty PBS
potom seSkrabnuty a znovu zarazeny do 100 pl 0,25 M pufru
Tris pH 8 a lyzovany trfemi cykly zmraZovadni - rozmraZovani
probiha v lazni ethanol / led. Buné&ény extrakt takto ziskany
byl odstfedén pri 10000 rpm po dobu 15 minut a ziskany
supernatant byl pouZit pro davkovani aktivity. Tato IJe
provedena pridavkem 20 ul buné&cného extraktu ke 130 pul
reakeéni smési, jejiZ koneclné sloZeni je nasledujici:

- Acetylkoenzym A 0,4 mM
- Chloramfenikol,D-threo-(dichloracetyl=-1,2-"C 23mM (200nCi)
- Tris 0,18 M pH 8

Po jedné hodiné inkubace pri teplot& 37°C reakdni
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produkty byly extrahovany 250 ul ethylacetatu, =z tohoto
extraktu 20 pnl bylo umisténo na kZemenné desce
(chromatografie na tenké vrstveé) s eluéni smésil obsahujici
95% chloroformu a 5% methanolu. Cromatografickd desticka
takto ziskand je nakonec vyvoland pomoci detek&niho pristroje
(Pacckard instruments), ktery umoZiuje vypolitat pomér
riznych produktl acetylace, pomé&r ukazuje aktivity enzymu
Chloramfenikol-acetyl-transferasa a tedy transaktivadéni

aktivitu rlznych konstrukci.

Ziskané wvysledky v 1linii SAQ0S-2 s konstrukcemi
umisténymi pod rizenim promotoru CMV (pCDNA3) jsou uvedeny na
Obrazku 7 a 8 a ukazuji nésledujici vlastnosti pro kaZdou

konstrukci:

- protein pb3 pfedstavuje davku aktivity zavislou,
kterd smé&fuje Kk nasyceni pro zvy3ené davky (od 100 ng
plazmidu). Tato saturace mlZe vyjadrit nezbytnost kofaktorl,

které by byly limitujici za té&chto podminek.

- protein AS zachovava schopnost transaktivadni

aktivity divokého proteinu

- proteiny V-325, V-336 a V-343 prokazuji, stejng& jako
protein p53, transaktivadni aktivitu, nezdaji se, Ze Jsou
schopné nasyceni v silnych déavkach. Je tedy moZné, Ze tato
zjevna nepritomnost saturace potom vede k celkovému zvySeni
aktivity. Je moZné také pozorovat mimo jiné, Ze konstrukce
V-325 je aktivnéj3i neZ ijeji homology V-336 a V-343, tato
konstrukce navrhuje, aby chimérni proteiny obsahovaly oblast
75-325, a byly tak zejména vyhodné.

S cilem potvrdit tyto vlastnosti byly provedeny podobné
pokusy v nadorové 1linii H 358, kterd je stejné& jako 1linie
SAOS-2 vadna na obou aleldch genu p53. V té&chto pokusech,
kazdad transfekce byla provedena s 50 ng kaZdé konstrukce
umisténé v zavislosti promotoru CMV. Vysledky jsou uvedeny v
Tabulce 1, ktera jasné ukazuje, Ze dvé varianty V-325 a V-336



prokazujli zlepSenou transaktivac¢ni aktivitu vzhledem k

transaktivalni aktivité divokého proteinu p53 s tim, Ze opét

opét lep3i aktivitu wvykazuje variant V-325.

Tabulka 1: Transaktivadni aktivita v bunk&ch nd&dorové
linie H358.

PCDNA 3 | divoky p53 V-325 V-336

relativni 1 6 25 16
aktivita CAT

Tyto dva pokusy potvrzuji, Ze varianty podle vynalezu
majl alespoil jednu vlastnost vylepSeného proteinu p53.

Za uUlelem ové&reni, Ze tento rozdil aktivit neni
zpisoben rozdilem exprese, ale prirGstkem aktivity variant
podle vynadlezu, uUroven exprese divokého proteinu p53 a
variant V-325, V=336 a V-343 byla analyzovadna v bulikach
SAOS-2. Za timto GCelem bunky Dbyly transfektovany 3 ug
kaZdého plazmidu pouZitého v predchozim pokusu a znovu
ziskany 24 hodin a 48 hodin po transfekci. Po dvou promyti v
pufru PBS (Gibco BRL), buntky byly lyzovdny po dobu 15 minut
pri teploté& 4°C v 50 ul pufru RIPA (10 mM Tris-HCl, pH 8,0,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet-P40, 1% deoxycholatu
sodného, 0,1% dodekylsulfatu sodného) s pfidavkem 2 mM PMSF,
20 ng/ml aprotinu, 2 ug/ml E64, 2 ug/ml leupeptinu a 2 pg/ml
pepstatinu. Po 15 minutdch odstfedovdni pfi 15000 rpm,
supernatanty byly odebrany, pridany k elulnimu pufru (Laemmli
U.K., Nature, 227, 680-685, 1970) a podrobeny elektroforéze
na 10% polyakrilovém gelu v denaturujicim prostfedi 200V
podle jiZ popsaného protokolu (Laemmli U.K., Nature, 227,
680~685, 1970). Proteiny byly potom preneseny na membranu
PVDEF (NEN Resaerch Products) za pouziti prenosného systému
semi-sec NOVEX za dodrZeni doporucdeni wvyrobce a detekovany
pomoci monoklondlnich protilatek pAb 240 (Oncogene Sciences,
Ab-3) a sekundarnich protilatek (kralik, anti-my8) spraZenych

s peroxidasou (Nordic Immunology) za pouZiti soupravy ECL
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(Amersham) .

Vysledky tohoto pokusu ukazany na Obrazku 9 dokazuji,
7e wvarianty V-325 a V-336 jsou exprimovany na srovnatelné
Urovni s wvariantami divokého proteinu p53, a Ze varianta
V-343 se zda ponékud lépe exprimovana neZ predchozi varianty.
Z vétSiho srovnani urovné exprese ve 24. a 48. hodiné lze
indikovat, Ze relativni stabilita kazdé konstrukce je
podobnéd. Tento vysledek ukazuje, Ze aktivita variant podle
vynadlezu V-325 a V-336 neni zplsobena lepSi expresi, ale
pravdépodobné potencidlem aktivatoru priridstku transkripce,

coZ je v rozporu s variantou V-343.

Pozdéji s cilem potvrdit schopnost variant podle
vynadlezu aktivovat umistény gen v zavislosti na elementu
rozpoznani divokého proteinu pb53 byla provedena studie
aktivity endogennich genl s ohledem na expresi gend hdm2 a

WAFl béZné indukovanych proteinem p53.

Tento pokus byl proveden v 1linii bunék EB (rakovina
traédniku) wvadnych na obou aleldch kédujicich protein p53
(Shaw et al., PNAS 89 (1992) 4495). Stabilni klon exprimujici
protein p53 pod fizenim promotoru indukovatelného
methationinem z této linie byl konstruovan (klon EB-1 (Shaw
et al., PNAS 89 (1992) 4495)). Stejnym zplsobem Dbyl
konstruovan dalsi stabilni klon exprimujici protein V=325 pod
rizenim promotoru  indukovatelného methallotioneinem za
pouziti plazmidu odvozeného od vektoru pmIMT1i (ziskany podle
P. Shawa) inzerci cDNA kdédujici protein V-325 z mist EcoR I -
Not I (pmIMT1i-V325). Za tim UCelem byly transfektovany buiky
EB (3,5 10° buné&k) 1,3 pg plazmidu pmIMT1i-Vv325 a 200 ng
plazmidu pcDNA3 podle protokolu jiZ drive popsaného, stabilni
klony byly 3lechtény po transfekci rlstem v kultivacnim mediu
obsahujicim 800 pg/ml geneticinu. Byl vybran klon exprimujici
V-325 indukovatelny na srovnatelné udrovni exprese proteinu
p53 v klonu EB-1 (klon EB-V325).
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Klony EB-1 a EB-V325 stejné jako rodicovské bunky EB
(10° buné&k) byly podrobeny pusobeni 2znCl, (200uM) a buné&lny
extrakt byl podroben v rlznych Casech elektroforéze a
pfenesen na membranu, jak je dfive popsano. Prenesené buiky
byly detekovany tremi réznymi protilatkami, monoklonalni
protilatkou pAb240 fizenou proti proteinu p53 a dvémi
protildtkami polyklondlnimi, Jjednou rizenou proti proteinu
hdm2 a druhou proti proteinu WAFl. Vysledky tohoto pokusu
jsou uvedeny na Obrdzku 9, ktery ukazuje, Ze: 1) protein p53,
chybi v butikdch EB, EB-V325 a EB-1, v nepritomnosti indukce
je exprimovan v klonu EB-1 4 hodiny po zacdtku pusobeni zinku
a varianta V-325 je exprimovand stejnym zplsobem v klonu
EB-V325, 2) protein WAFl, jehoZ exprese se zda, Ze indukuje v
bufikdch EB pusobenim zinku c&tyfi hodiny po zacatku svou
expresi prodlouZenou aZ na 16 hodin v klonech EB-1 a EB-V325
a 3) indukce proteinu hdmZ nebyla pozorovatelnd, nei v

klonech EB-1 a EB-V325 se zvy3enou expresi v klonu EB-V325.

Tyto vysledky ukazuji, Ze aktivita transkripce
variantou V-325 se vyjadfuje indukcil exprese gend normalné
indukovanych divokym proteinem p53 a <Ze tato varianta
predstavuje pfirlstek aktivity wve fyziologickém kontextu

vzhledem k divokému proteinu p53.

D2.2-V1iv proteinu E6 (HPV18) na transaktivacni funkci

Pouzité protokoly Jsou shodné s témi, které jsou
popsané v prikladu Dl1.1. V tomto pokusu konstrukce umisténé
pod Zfizenim promotoru CMV (pCDNA3) byly kotransfektovany s
ristovou koncentraci plazmidu exprimujiciho E6 pod fizenim
promotoru SV40 (pSV2). Ziskané vysledky v linii SAO0S-2 jsou
uvedeny na Obrédzku 11 a ukazuji nasledujici vlastnosti pro

kazdou konstrukci:

- aktivita proteinu pS53 se sniZuje se =zvySovanim

koncentrace E6, tento Ubytek aktivity p53 Jje velmi




pravdépodobné obrazem degradace proteinu p53, ktery je

vyvolan EG6.
- protein V-336 ukazuje absenci citlivosti na E6

- protein V-325 se zd4a, Ze mlZe byt lehce aktivovan E6.
Protein V-325 je vZdy a za vSech situacich vice aktivni neZ
protein p53. Za uCelem potvrzeni rozdilu tohoto chovani
oproti proteinu E6, byla testovédna transaktivadni aktivita
konstrukci V-325 a V-336 v pozitivnich butikdch HPV18 (HeLa)
exprimujici protein E6 a porovndvadna s transaktivaéni
aktivitou divokého proteinu p53.

V tomto prfikladu transfekce provedené podle protokolu
jiz dfive popsaného byly umistény rlzné konstrukce pod
fizenim promotoru CMV (pCDNA3).

Vysledky uvedené na Obrazku 12 ukazujl velmi &istou
transkripéni aktivitu dvou konstrukci V-325 a V-336 a velmi
nizkou aktivitu divokého proteinu p53, to vychazi =z
pfedpokladu, Ze tyto dvé konstrukce nejsou citlivé na E6 na
rozdil od divokého proteinu.

Pro testovani, ije-li tato nepfitomnost citlivosti k
proteinu E6 odrazem lep3i stability k degradaci indukované

témito proteiny, byly provedeny pokusy degradace in vitro.

Byly ziskdny rbzné molekuly pouZité v tomto pokusu
translaci in vitro pri lyze retikulocytl, molekul popsanych v
pfikladu Cl (vektor pcDNA3) za pouZiti soupravy TNT Coupled
Reticulocyte lysate Systems (Promega) podle experiment&lniho

protokolu, ktery popisuje dodavatel pro reakéni objem 50 pl.

Pro tento pokus hybridni molekuly podle vyndlezu V-325
a V-336 stejné Jjako divoky protein p53 Jjsou produkty
translace in vitro v pfitomnosti 44 uCi **S-methioninu
(Amersham) (1175 Ci/mmol), aby se vytvorily tyto hybridni
molekuly radioaktivné znalené. Protein E6 (HPV18) je produkt

vytvoreny za stejnych podminek, ale v neprfitomnosti
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*S-methioninu.

2 ul kaZdého produktu radioaktivné znaceného (p53,
V-325 a V-336) byly inkubovany pri teploté 30°C s 2 ul
proteinu E6 radioaktivné neznaCenym a s 10 pl lysovaného
retikulocytu v konedném objemu 40 pul pufru 25 mM Tris-HCl pH
7,5, 100 mM NaCl, 3 mM DTT. Reakce byla zastavena v rlGznych
Casovych Usecich a vidy bylo odebrano z reakéni smési 7,5 pl
a tento objem byl opét nahrazen pridavkem 7,5 upl elucniho
pufru (Laemmli U.K., Nature, 227, 680-685, 1970), takto
pripravené vzorky byly podrobeny elektroforéze na 10%
polyakrilovém gelu v denaturujicim prostfedi pri 200V podle
predem popsaného protokolu (Laemmli U.K., Nature, 227,
680-685, 1970). Gel byl potom suSen a detekovan pomoci
zarizeni pro detekci (Packard instruments), které umoZiuje
urc¢it mnozZzstvi variant podle vynélezu, které nebyly

degradovany v prubéhu reakce.

Vysledky tohoto pokusu jsou uvedeny na Obrazku 14,
ktery jasné ukazuje, Ze varianty V-325 a V-336 jsou
rezistentnéjsi neZ divoky protein p53 k denaturaci indukované
E6, varianta V-325 vykazuje opét lep3il vlastnosti v terminu
rezistence k degradaci. Tyto vysledky odradZeji rozdily
citlivosti divokéko proteinu pb3 a variant V-325 a V-336 k
proteinu E6 pozorované na uarovni transkripéni aktivity v
predchozich pokusech (Obrdzek 11 a 12).

Toto chovani &ini tyto dvé konstrukce vyhodné zejména
pri lédeni patologii spojenych s infekcemi zpusobenymi HPV16
nebo HPV1Z.

D2.3. V1iv dominantniho negativniho mutantu proteinu

p53 na transaktivacni funkci

V tomto prikladu byl pouZit mutant H175 popsany Jjako

dominantni onkogeni a dominantni negativni oproti divokému
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proteinu p53. V tomto prikladu transfekce provedeného podle
protokolu jiZ dfive popsaného byly umistény rlzné konstrukce
stejn& jako mutant H175 pod fizenim promotoru CMV (pCDNA3).
KaZ?d& konstrukce byla kotransfektovand s ristovou koncentraci

plazmidu exprimujiciho mutant H175.

Vysledky uvedené na Obrazku 14 wukazuji nasledujici

vlastnosti pro kazdou konstrukci:

- protein p53 sniZuje svou transaktivacni aktivitu v
pritomnosti nadbytku mutované formy H175, to odpovida
fyziologické situaci, je zndmo, Ze tento typ v mutované formé
je stabilné&jsi neZ divoky protein p53, a je tedy vidy v
nadbytku. Mé&ri se tedy dominantni negativni vliv tohoto

mutantu.

- protein AS vykazuje prirdstek citlivosti k
dominantnimu negativnimu wvlivu mutantu H175, protoze Je

citlivy ke slab3im koncentracim tohoto mutantu.

- naopak proteiny V-325 a V-336 nejsou jenom citlivéjsi
k vlivu dominantnimu negativnimu, ale jejich zvy3ena aktivita
je z&visld na velikosti dévky pritomné mutované formy H175.
Opét v tomto pokusu protein V-325 vykazuje zvysSeny tento vliv
vzhledem k proteinu V-336 potvzujici to trochu wvice ve svém

moZném statutu superdivokém.

D2.4. V1iv proteinu hdm2 na transaktivacni funkci

PouZité protokoly jsou identické k jiZ dfive popsanym v
pf¥ikladu Dl1.1. V tomto prikladu transfekce byly konstrukce
umistény pod rfizenim promotoru cMvV (pcDNA3), byly
kotransfektovany s rlistovou koncentraci plazmidu
exprimujiciho hdm2 (fragment 1-134) pod rizenim promotoru CMV
(pcDNA3) . Vysledky ziskané v linii SA0S-2, uvedené na Obrazku

15, ukazuji nasledujici vlastnosti pro kaiZdou konstrukci:
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- aktivita proteinu p53 se sniZuje se zvySovanim

koncentrace hdm2, coZ odpovida fyziologické situaci

- protein V-325 se zd& byt necitlivy k této inhibici
hdm?2 .

Toto chovani &ini protein V-325 superdivokym kandidatem
vyhodnym  zejména  pro 1éCeni patologii spojenych se
superexpresi hdm2 a také pfi 1léCeni patologii spojenych se
silnou expresi bunéénych proteind interagujicich s N-koncem

proteinu p53.

Vysledky téchto &tyr pokusl jasné ukazuji, Ze varianty
podle vynélezu, zejména varianty obsahuijici oblast 75-325-1Iz
nebo 75-336-Iz, pfedstavujil 1) zvySenou transaktivadéni
aktivitu, 2) men3i citlivost k vlivu proteinu E6 HPV18, 3)
nepritomnost citlivosti k dominantnimu negativnimu wvlivu
jistych mutantl@ proteinu p53 a wvzrlst aktivity v takovém
kontextu a 4) nepfitomnost citlivosti k proteinu hdm2. Tyto
riizné vlastnosti jsou docela pozoruhodné a necCekané a udéluji

variantam podle vyndlezu terapeutické vyznacné prednosti.

D3. V1iv na buné&lny rist

V1liv konstrukci V-325 a V-336 na bunécny rist byl
testovan souclasné s proteinem p53 na réznych typech bunéénych
linii v pokusu o tvorbu rezistentnich kolonii k neomycinu
nadsledujici transfekci plazmidd exprimujici tyto tri

proteiny.

V tomto pokusu transfekce provedené podle protokolu jiZ
drive popsaného byly umistény r@zné konstrukce pod rizenim
promotoru CMV (pCDNA3).

Protokol tvorby kolonii rezistentnich k neomycinu

48 hodin po transfekci buriky byly odebrdny a umistény

na Petriho miseky o primé&ru 10 cm a podrobeny ristu s 10 ml
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kultivaéniho média DMEM s pridavkem 10% plodového hovéziho
séra 1inaktivovaného teplem, které obsahuje 400 pg/ml
geneticinu (G418). Po 15 dnech kultivace v pritomnosti G418

byl po&et kolonii Neo® ur&en po&itdnim po barveni fuchsinem.

Tyto pokusy byly provedeny na raznych typech bunék,

jejichZ statut proteinl p53 a Ras je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2: Statut bunéénych 1linii pouzitych v testu

tvorby kolonii NéoX

linie p53 Ras superexpres n°ATCC
e hdm2
SAOS-2 - /- ? - HTB 85
HCT116 ? mutovany - CCL z47
Ki-Ras
H322 L 248 ? - (*)
H460 divoky mutovany - HTB 177
Ki-Ras
Hela divoky ? - CCL 2
OsA-CL ? ? + (**)

(*

Putnam et al., Surg. Oncol., 1 (1993), 49

~—

(**) Oliner et al., Nature, 358, (1992), 80

Vysledky pokuslt jsou uvedeny v Tabulce 3 a na Obrazku
16.
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Tabulka 3: Tvorba kolonii Néo®

linie vektor divoky p53 V=325 V-336
SAQS-2 253 17 12 13
HCT116 112 62 58 61
H322 93 5 2 3
H460 153 110 87 92
Hela 172 151 31 47

Tyto vysledky ukazuji, Ze konstrukce V-325 a V-336 maji
schopnost blokovat bunélny rlst zplsobem alesponl tak G¢innym
jako divoky protein p53 v bunélnych kontextech, kde tento
protein miZe normdlné fungovat (divoky p53 nebo dvojnasobné

deletovany), ale predev3im, Ze tyto konstrukce =zachovavaji

tyto aktivity dokonce i v bunkach, kde je divoky protein p53
velmi mdlo aktivni (buniky Hela exprimujici protein E6 HpV18 a
bunky OsA-CL prezentujici =zvy3enou expresi proteinu hdm2).

Tyto vlastnosti udéluji variantédm podle vynalezu vyznamné

terapeutické vyhody.

D4. Apopticka aktivita variant podle vynalezu

Apopticka aktivita podle vynalezu byla studovéna :za
pouziti bunék EB, EB-1 a EB-V325 a podminek indukce jiZz drive

popsanych (prfiklad D1).

(10° buné&k)
permeabilizovany inkubaci po dobu 40 minut v 1 ml Permeafixu

Bunky takto indukované byly fixovany a
(Ortho Diagnostic Systems Inc.),
A (PBS (Gidco BRL)
resuspendovany a inkubovany po dobu jedné hodiny a pri okolni
teploté ve 100 pl pufru A s pridavkem 2% BSA (PBS-BSA) a 1 Mg
monoklondlni protildtky pAb240. Po dvou novych promyti pufrem
PBS-BSA,

okolni

potom dvakrat promyty pufrem

s pridavkem 0,5% Tweenu 20), pak byly

buiky byly inkubovany po dobu Jjedné hodiny a pri

teploté v 100 pl stejného pufru s pridavkem 1 pg
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polyklondlni protilatky sekundéarné véazané k fluoresceinu
(GAM-FITC (Immunotech)). Potom byly bunky dvakrat promyty
pufrem A, resuspendovadny v 1 ml stejného pufru obsahujiciho,
5 mg propidium jodidu a 1 mg RNasy (DNasa-free) a inkubovany
po dobu 30 minut pfi okolni teploté, potom byly analyzovany
cytomericky.

Vysledky pokusu 24 a 48 hodinové indukce provedené na
burikdch EB-1 a EB-V325 jsou uvedeny na Obrazku 17. Za téchto
podminek butiky exprimujici divoky protein p53 nebo jeho
variantu  V-325 (detekovany protilatkami pPAb240) jsou
majoritné rozdéleny na fazi Gl a sub-Gl (apoptdza) po 24
hodindch indukce a po 48 hodin&ch hlavné na sub-Gl. Tento
vysledek jasné ukazuje, Ze protein V-325 je schopny, stejné
jako divoky protein p53, i1ndukovat apoptdzu.

Vysledky kinetického pokusu indukce provedeného na
bunikach EB a klonech EB-1 a EB-V325 uvedené na Obrazku 18
ukazuji, Ze wvarianta V-325 indukuje rychleji a mohutnéji
apoptdzu neZ divoky protein p53. S ohledem na fakt, Ze tyto
dva proteiny se zdaji byt exprimovany na srovnatelnych
Grovnich v klonech (viz D1l) vVysledek pripoudti myS$lenku
zlepSeni aktivity varianty V-325 vzhledem k aktivité divokého
proteinu p53.
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(1) VSeobecné informace:

(i) podavatel:

(A) Jméno: RHONE-POULENC RORER S.A.
(B) Ulice: 20, Raymond ARON

(C) Mésto: ANTONY

(D) Zemé: Frarncie

(E) Smérovaci ¢islo: 92165

(G) Telefon: (1) 40.91.69.22

(H) Fax: (1) 40.91.72.91

(ii) nézev vynadlezu: Varianty proteinu p53 a

jejich terapeutické pouziti

(iii) pocet sekvenci: 46

(iv)

zplisob lu3téni pocitaclem:

(A) Typ nosice: Floppy disk

(B) pocCitacd: IBM PC kompatibilni
(C) systém vyuziti: PC-DOS/MS-DOS

(D) logika: PatentIn Relase #1.0, Version
#1.30 (OEB)

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 1:

(1)

charakteristika sekvence:

(A) délka: 112 pard basi
(B) typ: nukleotid

(C) pocet vlédken: jedno
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(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cDNA
{iii) hypoteticky: NE

(iii) antimedidtorova: NE

(xi) popils sekvence: SEQ ID NO 1:

: AGATCTGAAG GCCTCAAGG AGAAGCTGAA GGCCCTGGAG GAGAAGCTGA 50
AGGCCCTGGA GGAGAAGCTG AAGGCACTAG TGGGGGAGCG ATGATGAATC 100
GATATCGCGG CC 112

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 2:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 266 pa&rt basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet wvlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: cDNA
- (1ii) hypoteticky: NE
(1ii) antimediatorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 2:

AAGCTTGAAT TCGTTAACAT GTCCACGGCC CCCCCGACCG ATGTCAGCCT 50
GGGGGACGAG CTCCACTTAG ACGGCGAGGA CGTGGCGATG GCGCATGCCG 100
ACGCFCTAGA CGATTTCGAT CTGGACATGT TGGGGGACGG GGATTCCCCG 150
GGGCCGGGAT TTACCCCCCA CGACTCCGCC CCCTACGGCG CTCTGGATAT 200
GGCCGACTTC GAGTTTGAGC AGATGTTTAC CGATGCCCTT GGAATTGACG 250
AGTACGGTGG TCGACC 266
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(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 3:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 76 parld basi
(B) typ: nukleotid
(C) polet vlédken: jedno
(D) konfigurace: lineédrni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(x1) popis sekvence: SEQ ID NO 3:

TCGAGCCTGC AGCCTAGAGC CTTCCAAGCC CTCATGAAGG AGGAAAGCCC
AAACTGCTAG TGAGGATCCG CGGCCG

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 4:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 788 parl basi
(B) typ: nukleotid
(C) poCet wvlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 4:

GGGAAGCTTG GGCCGGGTCG ACCTGCACCA GCAGCTCCTA CACCGGCGGC
CCCTGCACCA GCCCCCTCCT GGCCCCTGTC ATCTTCTGTC CCTTCCCAGA

50
76

50
100




AAACCTACCA
ACAGCCAAGT
TTGCCAACTG
CCCCGCCCGG
CACATGACGG
TAGCGATGGT
TGCGTGTGGA
GTGCCCTATG
CAACTACATG
TCCTCACCAT
AACAGCTTTG
AGAGGAAGAG
CAGGGAGCAC
CCAAAGAAGA

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO:

GGGCAGCTAC
CTGTGACTTG
GCCAAGACCT
CACCCGCGTC
AGGTTGTGAG
CTGGCCCCTC
GTATTTGGAT
AGCCGCCTGA
TGTAACAGTT
CATCACACTG
AGGTGCGTGT
AATCTCCGCA
TAAGCGAGCA
AACCACTGGA

(i)

65

GGTTTCCGTC
CACGTACTCC
GCCCTGTGCA
CGCGCCATGG
GCGCTGCCCC
CTCAGCATCT
GACAGAAACA
GGTTGGCTCT
CCTGCATGGG
GAAGACTCCA
TTGTGCCTGT
AGAAAGGGGA
CTGCCCAACA
TGGGGATCCG

TGGGCTTCTT
CCTGCCCTCA
GCTGTGGGTT
CCATCTACAA
CACCATGAGC
TATCCGAGTG
CTTTTCGACA
GACTGTACCA
CGGCATGAAC
GTGGTAATCT
CCTGGGAGAG
GCCTCACCAC
ACACCAGCTC
CGGCCGCC

charakteristika sekvence:

(A) délka: 821 parl bési

(B)

(C)

(D)
(ii)
(iii)
(iii)

(x1)

typ:

poCet vlaken:

konfigurace:

hypoteticky: NE
antimedidtorova:

popis sekvence:

nukleotid

jedno

linearni

typ molekuly: cDNA

NE

GCATTCTGGG
ACAAGATGTT
GATTCCACAC
GCAGTCACAG
GCTGCTCAGA
GAAGGAAATT
TAGTGTGGTG
CCATCCACTA
CGGAGGCCCA
ACTGGGACGG
ACCGGCGCAC
GAGCTGCCCC
CTCTCCCCAG

5:

SEQ ID NO 5:

GGGAAGCTTG GGCCGGGTCG ACCTGCACCA GCAGCTCCTA CACCGGCGGC
CCCTGCACCA GCCCCCTCCT GGCCCCTGTC ATCTTCTGTC CCTTCCCAGA
AAACCTACCA GGGCAGCTAC GGTTTCCGTC TGGGCTTCTT GCATTCTGGG
ACAGCCAAGT CTGTGACTTG CACGTACTCC CCTGCCCTCA ACAAGATGTT
TTGCCAACTG GCCAAGACCT GCCCTGTGCA GCTGTGGGTT GATTCCACAC

150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
788

50
100
150
200
250
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CCCCGCCCGG CACCCGCGTC CGCGCCATGG CCATCTACAA GCAGTCACAG 300
CACATGACGG AGGTTGTGAG GCGCTGCCCC CACCATGAGC GCTGCTCAGA 350
TAGCGATGGT CTGGCCCCTC CTCAGCATCT TATCCGAGTG GAAGGAAATT 400
TGCGTGTGGA GTATTTGGAT GACAGAAACA CTTTTCGACA TAGTGTGGTG 450
GTGCCCTATG AGCCGCCTGA GGTTGGCTCT GACTGTACCA CCATCCACTA 500
CAACTACATG TGTAACAGTT CCTGCATGGG CGGCATGAAC CGGAGGCCCA 550
TCCTCACCAT CATCACACTG GAAGACTCCA GTGGTAATCT ACTGGGACGG 600
AACAGCTTTG AGGTGCGTGT TTGTGCCTGT CCTGGGAGAG ACCGGCGCAC 650
AGAGGAAGAG AATCTCCGCA AGAAAGGGGA GCCTCACCAC GAGCTGCCCC 700
CAGGGAGCAC TAAGCGAGCA CTGCCCAACA ACACCAGCTC CTCTCCCCAG 750
CCAAAGAAGA AACCACTGGA TGGAGAATAT TTCACCCTTC AGATCCGTGG 800
GCGTGAGGAT CCGCGGCCGC C 821
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 6:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 15 parld basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 6:
ATGGAGGAGC CGCAG 15

(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 7:

(1) charakteristika sekvence:

(A) délka: 42 part basi

(B) typ: nuklectid
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(C) polet vlédken: jedno
(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: CDNA
(iii) hypoteticky: NE
(1iii) antimedidtorova: NE

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 7:

GGCGGCCGCG ATATCGATTC ATCAGTCTGA GTCAGGCCCT TC

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 8:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 36 parh béasi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linearni
{(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi1) popis sekvence: SEQ ID NO 8:
GGCGGCCGCG ATATCGATTC ATCAGCTCGA GTGAGC
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 9:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 43 parl béasi
(B) typ: nukleotid
(C) polet vldken: jedno

(D) konfigurace: linedrni
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(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedi&torova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 9:
TCGAGCCTGC AGCCTAGAGC CTTCCAAGCC CTCATGAAGG AGG
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 10:
. (1) charakteristika sekvence:
. (A) délka: 31 parl béasi
(B) typ: nukleotid
(C) poclet vldken: jedno
(D) konfigurace: lineédrni
{(ii) typ molekuly: CcDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE
(x1) popis sekvence: SEQ ID NO 10:
- AAAGCCCAAA CTGCTGATGA ATCGATATCG C
. (2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 11:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 30 parld béasi
(B) typ: nukleotid
(C) pocdet vladken: jedno
(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticky: NE

43

31
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(iii) antimedidtorova: NE
(x1) popis sekvence: SEQ ID NO 11:
TGAGGGCTTG GAAGGCTCTA GGCTGCAGGC
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 12:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 44 paru basi
. (B) typ: nukleotid
- (C) pocCet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni

(ii) typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 12:
GGCCGCGATA TCGATTCATC AGCAGTTTGG GCTTTCCTCC TTCA
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 13:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 39 part béasi
(B) typ: nukleotid
(C) pocCet vlaken: jedno
(D) konfigurace: lineédrni
(ii) typ molekuly: CDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 13:

30

44



GGGAAGCTTG GGCCGGGTCG ACCTGCACCA GCAGCTCCT 39

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 14:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 32 pari béasi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet vldken: jedno
(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cCDNA
(1ii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 14:
GGCGGCCGCG GATCCCCATC CAGTGGTTTC TT 32
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 15:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 32 parl basi
(B) typ: nukleotid
(C) polet vlaken: jedno
(D) konfigurace: lineédrni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 15:
ATCTGAATGG CGCTC 15

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 16:
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charakteristika sekvence:

(1)

(A) délka: 32 parl béasi
(B) typ: nukleotid
(C) polet vlaken: jedno
(D) konfigurace: lineédrni
(ii) typ molekuly: CDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 16:

GGCGGCCGCG GATCCTCACG CCCACGGATC TG

(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 17:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 39 pdrl béasi
(B) typ: nuklectid
(C) poCet vldken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(1ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 17:

AAGCTTGAAT TCGTTAACAT GTCCACGGCC CCCCCGACC
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 18:
charakteristika sekvence:

(1)

(A) délka: 23 parl béasi

32

39
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(B) typ: nukleotid
(C) polet vldken: jedno
(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popls sekvence:

GGTCGACCAC CGTACTCGTC AAT

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 19:

(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 33 part bési
(B) typ: nukleotid
(C) pocCet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni

(ii) typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticky: NE

(iii) antimedidtorova: NE

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 19:

GATCTGAAGG CCCTCAAGGA GAAGCTGAAG GCC

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 20:

(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 36 para bési
(B) typ: nukleotid

(C) pocCet vlaken: jedno

SEQ ID NO 18:

23

33
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(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cDNA
(1iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 20:
CTGGAGGAGA AGCTGAAGGC CCTGGAGGAG AAGCTG
. (2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 21:
. (1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 38 parld béasi

(B) typ: nukleotid

(C) poCet vldken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 21:
AAGGCACTAG TGGGGGAGCG ATGATGAATC GATATCGC
(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 22:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 42 parld béasi
(B) typ: nukleotid
(C) pocCet vlaken: jedno
(D) konfigurace: lineé&rni

(ii) typ molekuly: cDNA

36

38
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(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedi&torova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 22:
AAGGCACTAG TGGGGGAGCG ATGATGAATC GATATCGC
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 23:
(i) charakteristika sekvence:
. (A) délka: 42 parl basi
. (B) typ: nukleotid
(C) polCet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linearni

(ii) typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticky: NE
(1iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 23:
TAGTGCCTTC AGCTTCTCCT CCAGGGCCTT CAGCTT
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 24:
. (1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 33 pard basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet vléken: jedno
(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE

(iii) antimedidtorova: NE

38

36



ATG
Met

CTC
Leu
- 15
GCG
. Ala

TCC

Ser

GGC

(x1)

75

popis sekvence:

SEQ ID NO 24:

GGCCGCGATA TCGATTCATC ATCGCTCCCC CAG

{(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 25:

TCC
Ser

CAC

His

CTA
Leu

30
CCG

Pro

GCT

ACG
Thr

TTA

Leu

GAC
Asp

GGG

45
CTG

(i) charakteristika sekvence:

(A) délka: 1095 parl béasi

(B)
(C)

(D)

(11)
(1ii)
(11i1)

(ix)

(A)

(B)

(x1)

GCC CCC
Ala Pro

5
GAC GGC
Asp Gly

GAT TTC
Asp Phe

CCG GGA
Pro Gly

GAT ATG

CCG
Pro

GAG
Glu

20
GAT
Asp

TTT
Phe

GCC

Ltyp:

ACC
Thr

GAC
Asp

konfigurace:

antimedidtorova:

umisténi:

popis sekvence:

GAT
ASp

GTG
Val

GAC
Asp

CCC
Pro

50
TTC

nukleotid

typ molekuly: CDNA

hypoteticky: NE

charakteristika:
jméno/CLE: CDS

1...1095

NE

pocet vldken: jedno

linedrni

SEQ ID NO 25:

GAC
Val

GCG
Ala

ATG
Met

CAC

His

GAG

AGC
Ser
10

ATG
Met

TTG

Leu

GAC
Asp

TTT

CTG
Leu

GCG
Ala
25

GGG
Gly

TCC

Ser

GAG

GGG
Gly

CAT

His

GAC
Asp
40

GCC
Ala

CAG

GAC
Asp

GCC
Ala

GGG
Gly

CcccC
Pro
55

ATG

GAG
Glu

GAC
Asp

GAT
Asp

TAC
Tyr

TTT

33

42

84

126

168

210



Gly

ACC
Thr

CCA
Pro

85
TGG
Trp

GGC

GCC
Ala

ATG
Met

GTT
Val
155
GCC
Ala

CGC
Arg

GCC
Ala

GTG
Val

Ala

GAT
Asp

GCA
Ala

CCC
Pro
100
AGC
Ser

AAG

TTT
Phe

GAT
Asp

ATC
Ile
170
TGC
Cys

CCT
Pro

GAG
Glu

Leu

GCC
Ala

GCT
Ala

CTG

Leu

TAC
Tyr
115
TCT
Ser

TGC
Cys

TCC
Ser

TAC
Tyr

ccc
Pro
185
CCT
Pro

TAT
Tyr

Asp

60
CTT
Leu

CCT

Pro

TCA

Ser

GGT

GTG
Val
130
CAA
Gln

ACA
Thr

AAG
Lys

CAC
His

CAG
Gln
200
TTG
Leu

Met

GGA
Gly
75

ACA
Thr

TCT

Ser

TTC
Phe

ACT
Thr

CTG
Leu
145
CCC
Pro

CAG
Gln

CAT
His

CAT
His

GAT
Asp
215

Ala

ATT
Ile

CCG
Pro

90
TCT

Ser

CGT
Arg

TGC
Cys

GCC
Ala

TCG
Pro
160
TCA
Ser

GAG
Glu

CTT
Leu

GAC
Asp

Asp

GAC
Asp

GCG
Ala

GTC
Val
105
CTG
Leu

ACG
Thr

AAG
Lys

CCC
Pro

CAG
Gln
175
CGC
Arg

ATC
Ile

AGA
Arg

76

Phe Glu
65
TAC

Tyr

GAG
Glu

GCC
Ala

CCT
Pro

CCT

Pro

TCC

Ser

GGC TTC
Gly Phe
120
TAC TCC
Tyr Ser
135
TGC

Cys

ACC
Thr

GGC
Gly

ACC
Thr

CAC ATG
His Met
TGC
Cys
190
CGA
Arg

TCA
Ser

GTG
val
205
ACT
Thr

AAC
Asn

Phe

GGT
Gly

80
ACA
Ala

CAG
Gln

TTG
Leu

CCT
Pro

CCT
Pro

150

CGC
Arg

TCG
Thr

GAT
ASp

GAA
Glu

TTT
Phe
220

Glu Gln

GGT CGA

Arg

cca
Pro

95
AAA

GCC
Ala

ACC
Thr
110

CAT TCT
His Ser

Lys

GCC
Ala

CTC
Leu

GTG
Val

CAG
Gln

GTC
Val
165
GAG
Glu

CGC
Arg

GTT
Val
180
GAT
Asp

AGC
Ser

Phe

70
GCA
Ala

CCT
Pro

CCC
Pro

TCC
Ser

TAC
Tyr

CAG
Gln

GGG
Gly
125
AAC
Asn

ACA
Thr

AAG
Lys
140
TGG
Trp

CIG
Leu

ATG
Met

GCC
Ala

GTG
Val

AGG
Arg

GGT
Gly

CTG
Leu

GGA
Gly

CGA
Arg

195
AAT TTG
Asn Leu

CAT AGT
His Ser

CGT
Arg
210
GTG
val

252

294

336

378

420

462

504

546

588

630

672



GTG
vVal
225
ACC
Thr

GGC
Gly

GAC
Asp

CGT
Arg

GAG
Glu
295
CCA
Pro

TCT

Ser

GCC
Ala

GCC
Ala

TGA

365

GTG
vVal

ATC
Ile
240
ATG
Met

TCC

Ser

GTT
Val

AAT
Asn

GGG

310
CCC

Pro

CTC

Leu

CTG
Leu

cCcC

Pro

CAC

His

Asn
255
AGT
Ser

TGT
Cys

CTC
Leu

AGC
Ser

CAG
Gln
325
ARG
Lys

GAG
Glu

TAT
Tyr

TAC
Tyr

CGG
Arg

GGT
Gly
270
GCC
Ala

CGC
Arg

ACT
Thr

CCA
Pro

GAG
Glu
340
GAG
Glu

AGG
Arg

AAT
Asn

TGT
Cys
285
AAG
Lys

AAG
Lys

ARG
Lys

AAG
Lys

AAG
Lys
355

CCG
Pro
230
TAC
Tyr

CCcC

Pro

CTa
Leu

CCT
Pro

Lys
300
CGA
Arg

Lys

CTG

Leu

CTG
Leu

CCT

Pro

ATG
Met
245
ATC
Ile

CTG
Leu

GGG
Gly

GGG

GCA

Ala
315

Lys

ALG
Lys

AAG
Lys

77

GAG

()]
|,.._A
o

TGT
Cys

CTC
Leu
260
GGA
Gly

AGA
Arg

GAG
Glu

CCA
Pro
330
GCC
Ala

GCA
Ala

GTT

Val

Asn

ACC
Thr

CGG
Arg

275

GAC
Asp

CCT

Pro

CCC

Pro

CTG

Leu

CTG
Leu
345
CTA

Leu

GGC TCT
Gly Ser

235
AGT TCC
Ser Ser

ATC ATC
Ile Ile

AAC AGC
Asn Ser

CGG CGC

Arg Arg

290

CAC CAC

His His
305

AAC AAC

Asn Asn

GAT GGG
Asp Gly

GAG GAG
Glu Glu

GTG GGG
Val Gly
360

GAC
Asp

TGC
Cys
250
ACA
Thr

TTT
Phe

ACA
Thr

GAG
Glu

ACC
Thr
320
GAT
Asp

TGT
Cys

ATG
Met

CTG
Leu

ACC
Thr

GGC
Gly

GAA
Glu

265

GAG
Glu

GAG
Glu

CTG
Leu

AGC

Ser

CTG

Leu

335

AAG
Lys

CTG
Leu

GTG
Val
280
GAA
Glu

CCC
Pro

TCC
Ser

ARG

Lys

AAG
Lys
350

GAG CGA TGA

Glu

Arg

*

714

756

798

840

882

924

966

1008

1050

1092

1095




L d
(X X 2

(R X XXX ]

78 .

(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 26:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 1128 pard basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE
(ix) charakteristika:
(A) jméno/CLE: CDS
(B) umisténi: 1...1128

(xi) popis sekvence:rsggﬂIDrNQMgéjm

ATG TCC ACG GCC CCC CCG ACC GAT GTC AGC CTG GGG GAC
Met Ser Thr Ala Pro Pro Thr Asp Val Ser Leu Gly Asp
370 375

TTA GAC GGC GAG GAC GTG GCG ATG GCG CAT GCC GAC GCG
Leu Asp Gly Glu Asp Val Ala Met Ala His Ala Asp Ala
385 390

TTC GAT CTG GAC ATG TTG GGG GAC GGG GAT TCC CCG GGG
Phe Asp Leu Asp Met Leu Gly Asp Gly Asp Ser Pro Gly
400 405 410

ACC CCC CAC GAC TCC GCC CCC TAC GGC GCT CTG GAT ATG
Thr Pro His Asp Ser Ala Pro Tyr Gly Ala Leu Asp Met
415 420 425

GAG TTT GAG CAG ATG TTT ACC GAT GCC CTT GGA ATT GAC
Glu Phe Glu Gln Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly Ile Asp
430 435 440

GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT
Gly Arg Pro Ala Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala Ala Pro
450 455

CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG AAA
Pro Ser Trp Pro Leu Ser Ser Ser Val Pro Ser Gln Lys
465 470

GAG
Glu

CTA
Leu
395

CCG
Pro

GCC
Ala

GAG
Glu

GCA
Ala

ACC
Thr
475

CTC
Leu
380

GAC
Asp

GGA
Gly

GAC
Asp

TAC
Tyr

CCA
Pro
460

TAC
Tyr

CAC
His

GAT
Asp

TTT
Phe

TTC
Phe

GGT
Gly
445

GCC
Ala

CAG
Gln

48

96

144

192

240

288

336



GGC
Gly

TCT
Ser

CTG
Leu
510

ccce
Pro

ATG
Met

AGC
Ser

TTG
Leu

GTG
Val
590

CAC
His

AGG
Arg

CTG
Leu

GAC
Asp

CAC
His
670

AGC

Ser

ACC
Thr

CTG
Leu

AGC
Ser

GTG
Val
495

GCC
Ala

GGC
Gly

ACG
Thr

GAT
Asp

CGT
Arg
575

GTG
val

TAC
Tyr

CccCC
Pro

GGA
Gly

CGG
Arg
655

GAG
Glu

TCC
Ser

CTT
Leu

AAG
Lys

TAC
Tyr
480

ACT
Thr

AAG
Lys

ACC
Thr

GAG
Glu

GGT
Gly
560

GTG
vVal

ccc
Pro

AAC
Asn

ATC
Ile

CGG
Arg
640

CGC

Arg

CTG
Leu

TCT
Ser

CAG
Gln

GCC
Ala
720

GGT
Gly

TGC
Cys

ACC
Thr

CGC
Arg

GTT
Val
545

CTG
Leu

GAG
Glu

TAT
Tyr

TAC
Tyr

CTC
Leu
625

AAC
Asn
ACA
Thr

ccc
Pro

CcCC
Pro

ATC
Ile

TTC
Phe

ACG
Thr

TGC
Cys

GTC
Val
530

GTG
Val

GCC
Ala

TAT
Tyr

GAG
Glu

ATG
Met
610

ACC
Thr

AGC
Ser

GAG
Glu

CCA
Pro

CAG
Gln
690

CGT
Arg

705

CTG GAG
Leu Glu

CGT
Arg

TAC
Tyr

CCT
Pro
515

CGC
Arg

AGG
Arg

CCT
Pro

TTG
Leu

CCG
Pro
595

TGT
Cys

ATC
Ile

TTT
Phe

GAA
Glu

GGG
Gly
675

cCca

Pro

GGG
Gly

GAG
Glu

CTG
Leu

TCC
Ser
500

GTG
val

GCC
Ala

CGC
Arg

CCT
Pro

GAT
Asp
580

CCT

Pro

AAC
Asn

ATC
Ile

GAG
Glu

‘GAG

Glu
660

AGC

Ser

AAG
Lys

CGT
Arg

AAG
Lys

79

GGC
Gly
485

CCT
Pro

CAG
Gln

ATG
Met

TGC
Cys

CAG
Gln
565

GAC
Asp

GAG
Glu

AGT
Ser

ACA
Thr

GTG
val
645
AAT
Asn

ACT
Thr

AAG
Lys

GAG
Glu

CTG
Leu
725

TTC
Phe

GCC
Ala

CTG
Leu

GCC
Ala

CCC
Pro
550

CAT

His

AGA
Arg

GTT
Val

TCC
Ser

CTG
Leu
630

CGT
Arg

CTC
Leu

AAG
Lys

Lys

GAT
Asp
710

Lys

TTG
Leu

CTC
Leu

TGG
Trp

ATC
Ile
535

CAC
His

CTT
Leu

AAC
Asn

GGC
Gly

TGC
Cys
615

GAA
Glu

GTT
Val

CGC
Arg

CGA
Arg

ccAa
Pro
695

CTG

Leu

GCC
Ala

CAT
His

AAC
Asn

GTT
val
520

TAC
Tyr

CAT
His

ATC
Ile

ACT
Thr

TCT
Ser
600

ATG
Met

GAC
Asp

TGT
Cys

AAG
Lys

GCA
Ala
680

CTG

Leu

AAG
Lys

CTG
Leu

TCT GGG
Ser Gly
490

AAG ATG
Lys Met
505

GAT TCC
Asp Ser

AAG CAG
Lys Gln

GAG CGC
Glu Arg

CGA GTG
Arg val
570

TTT CGA
Phe Arg
585

GAC TGT
Asp Cys

GGC GGC
Gly Gly

TCC AGT
Ser Ser

GCC TGT
Ala Cys

650
AAA GGG
Lys Gly
665

CTG CCC
Leu Pro

GAT GGA
Asp Gly

GCC CTC
Ala Leu

GAG GAG
Glu Glu
730

ACA
Thr

TTT
Phe

ACA
Thr

TCA
Ser

TGC
Cys
555

GAA
Glu

CAT
His

ACC
Thr

ATG
Met

GGT
Gly
635

cCT
Pro

GAG
Glu

AAC
Asn

GAA
Glu

AAG
Lys
715

Lys

GCC
Ala

TGC
Cys

cccC
Pro

CAG
Gln
540

TCA
Ser

GGA
Gly

AGT
Ser

ACC
Thr

AAC
Asn
620

AAT
Asn

GGG
Gly

CCT
Pro

AAC
Asn

TAT
TYyr
700

GAG
Glu

CTG
Leu

AAG
Lys

CAA
Gln

CCG
Pro
525

CAC
His

GAT
Asp

AAT
Asn

GTG
val

ATC
Ile
605

CGG
Arg

CTA
Leu

AGA
Arg

CAC

His

ACC
Thr
685

TTC
Phe

AAG
Lys

Lys

384

432

480

576

624

672

720

768

316

864

912

960

1008

1056

1104




GCA CTA GTG GGG GAG CGA TGA TGA
Ala Leu Val Gly Gluy Arg * *

735

740

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO:

ATG
Met

TTA
Leu

TTC
Phe

‘ACC
Thr
425

GAG
Glu

(1)

(11)

(1ii)

(1ii)

(ix)

(x1)

charakteristika sekvence:

(A) délka: 765 para basi

(B) typ: nukleotid

(C) polet vlaken: jedno

(D) konfigurace: linearni

typ molekuly: cDNA

hypoteticky: NE

antimedidtorova: NE

charakteristika:

(A) jméno/CLE: CDS

(B} umisténi: 1...765

popis sekvence: SEQ ID NO 27:

TCC ACG GCC

Ser

GAC
Asp

GAT
Asp
410
cCcC
Pro

TTT
Phe

Thr

GGC
Gly
395

CTG
Leu

cac

His

GAG
Glu

Ala
380

GAG
Glu

GAC
Asp

GAC
Asp

CAG
Gln

CCC CCG ACC GAT GTC AGC CTG
Pro Pro Thr Asp Val Ser Leu
385

GAC GTG GCG ATG GCG CAT GCC
Asp Val Ala Met Ala His Ala
400

ATG TTG GGG GAC GGG GAT TCC
Met Leu Gly Asp Gly Asp Ser
415

“PCC GCC CCC TAC GGC GCT CTG

Ser Ala Pro Tyr Gly Ala Leu
430 435

ATG TTT ACC GAT GCC CTT GGA
Met Phe Thr Asp Ala Leu Gly
445 450

GGG
Gly

GAC
Asp

CCG
Pro
420

GAT
Asp

ATT
Ile

GAC
Asp

GCG
Ala
405

GGG
Gly

ATG

Met

GAC
Asp

GAG
Glu
390

CTA

Leu

CCG
Pro

GCC
Ala

GAG
Glu

CTC CAC
Leu His

GAC GAT
Asp Asp

GGA TTT
Gly Phe

GAC TTC

Asp Phe
440

TAC GGT
Tyr Gly
455

48

96

144

192

240



GGT
Gly

ccc
Pro

GGC
Gly

TCT
Ser
505

CTG
Leu

cCcC
Pro

ATG
Met

AGC
Ser

TTG
Leu
585

GAG
Glu

GCT
Ala

cGa
Arg

TCC
Ser

AGC
Ser
490

GTG
Val

GCC
Ala

GGC
Gly

ACG
Thr

GAT
Asp
570

CGT
Arg

ATG
Met

GGG
Gly

CCT
Pro

TGG
Trp
475

TAC
Tyr

ACT
Thr

AAG
Lys

ACC
Thr

GAG
Glu
555

GGT
Gly

GTG
val

TTC
Phe

AAG
Lys

GCA
Ala
460

cccC
Pro

GGT
Gly

TGC
Cys

ACC
Thr

CGC
Arg
540

GTT
vVal

CTG
Leu

GAG
Glu

CGA
Arg

GAG
Glu
620

81

CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC CCT

Pro Ala Ala Pro Thr Pro Ala
465

CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC
Leu Ser Ser Ser Val Pro Ser
480

TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT
Phe Arg Leu Gly Phe Leu His
495

ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC
Thr Tyr Ser Pro Ala Leu Asn
510 515

TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT
Cys Pro Val Gln Leu Trp Val
525 530

GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC
val Arg Ala Met Ala Ile Tyr
545

GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT
Val Arg Arg Cys Pro His His
560

GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC
Ala Pro Pro Gln His Leu Ile
575

TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT
Tyr Phe Thr Leu Gln Ile Arg
590 595

GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA
Glu Leu Asn Glu Ala Leu Glu
605 610

CCA GGG GGG AGC AGG GCT CAC
Pro Gly Gly Ser Arg Ala His
625

{2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO:

(1)

(11)

charakteristika sekvence:

(A) délka: 816 pard béasi

(B) typ: nukleotid

(C) pocCet vlaken: jedno

(D) konfigurace: linedrni

typ molekuly: cDNA

Ala

CAG
Gln

TCT
Ser
500

AMG
Lys

GAT
Asp

AAG
Lys

GAG
Glu

CGA
Arg
580

GGG
Gly

crcC
Leu

TCG
Ser

28:

Pro

Lys
485

GGG
Gly

ATG
Met

TCC
Ser

CAG
Gln

CGC
Arg
565

GTG
Val

CGT
Arg

AAG
Lys

AGC
Ser

GCA
Ala
470

ACC
Thr

ACA
Thr

TTT
Phe

ACA
Thr

TCA
Ser
550
TGC
Cys

GAA
Glu

GAG
Glu

GAT
Asp

TGA

630

TAC
Tyr

GCC
Ala

TGC
Cys

CccC
Pro
535

CAG
Gln

TCA
Ser

GGA
Gly

CGC
Arg

GCC
Ala
615

TGA

GCC
Ala

CAG
Gln

AAG
Lys

CAA
Gln
520

CCG
Pro

CAC
His

GAT
Asp

AAT
Asn

TTC
Phe
600

CAG
Gln

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

765



ATG
Met

TTA
Leu

TTC
Phe

ACC
Thr

GAG
Glu
320

GGT
Gly

CCC
Pro

GGC
Gly

TCT
Ser

CTG
Leu
400

CCC
Pro

82

(iii) hypoteticky: NE

(1ii)

(ix)

(xd)

TCC
Ser

GAC
Asp

GAT
Asp

ccC
Pro
305

TTT
Phe

cGa
Arg

TCC
Ser

AGC
Ser

GTG
Val
385

GCC
Ala

GGC
Gly

ACG
Thr

GGC
Gly

CTG
Leu
290

CAC
His

GAG
Glu

CcCT
Pro

TGG
Trp

TAC
Tyr
370

ACT
Thr

AAG
Lys

ACC
Thr

antimediadtorovéa: NE

charakteristika:

(A) jméno/CLE: CDS

(B)

umisténi:

1..

.816

popis sekvence:_ SEQ ID NO 28

CCG ACC GAT
Pro Thr Asp Val

GCC
Ala

GAG
Glu
275

GAC
Asp

GAC
Asp

CAG
Gln

GCA
Ala

CCcC
Pro
355

GGT
Gly

TGC
Cys

ACC
Thr

CGC
Arg

cccC
Pro
260

GAC
Asp

ATG
Met

TCC
Ser

ATG
Met

ccAa
Pro
340

CTG
Leu

TTC
Phe

ACG
Thr

TGC
Cys

GTC
Val

420

GTG
Val

TTG
Leu

GCC
Ala

TTT
Phe
325

GCA
Ala

TCA
Ser

CGT
Arg

TAC
Tyr

CCT
Pro
405

CGC
Arg

GCG
Ala

GGG
Gly

ccc
Pro
310

ACC
Thr

GCT
Ala

TCT
Ser

CTG
Leu

TCC
Ser
390

GTG
val

GCC
Ala

ATG
Met

GAC
Asp
295

TAC
Tyr

GAT
Asp

CCT
Pro

TCT
Ser

GGC
Gly
375

CCT

Pro

CAG
Gln

ATG
Met

GTC

GCG
Ala
280

GGG
Gly

GGC
Gly

GCC
Ala

ACA
Thr

GTC
vVal

360
TTC
Phe

GCC
Ala

CTG
Leu

GCC

AGC
Ser
265

CAT

His

GAT
Asp

GCT
Ala

CTT
Leu

CCG
Pro
345

CcCT
Pro

TG
Leu

CTC
Leu

TGG
Trp

ATC

Ala Tle

425

CTG GGG GAC

Leu

GCC
Ala

TCC
Ser

CTG
Leu

GGA
Gly
330

GCG
Ala

TCC
Ser

CAT
His

AAC
Asn

GTT
Val
410

TAC
Tyr

Gly

GAC
Asp

CCG
Pro

GAT
Asp
315

ATT
Ile

GCC
Ala

CAG
Gln

TCT
Ser

AAG
Lys
385

GAT
Asp

AAG
Lys

Asp

GCG
Ala

GGG
Gly
300

ATG
Met

GAC
Asp

CCT
Pro

Lys

GGG
Gly
380

ATG
Met

TCC
Ser

CAG
Gln

GAG
Glu

CTA
Leu
285

CCG
Pro

GCC
Ala

GAG
Glu

GCA
Ala

ACC
Thr
365

ACA
Thr

TTT
Phe

ACA
Thr

TCA
Ser

CTC
Leu
270

GAC
Asp

GGA
Gly

GAC
Asp

TAC
Tyr

CCA
Pro
350

TAC
Tyr

GCC
Ala

TGC
Cys

ccc
Pro

CAG
Gln

430

CAC
His

GAT
Asp

TTT
Phe

TTC
Phe

GGT
Gly
335

GCC
Ala

CAG
Gln

AAG
Lys

CAA
Gln

CCG
Pro
415

CAC

His

48

96

144

240

288

336

384

432

480

528



ATG ACG
Met Thr

AGC GAT
Ser Asp

TTG CGT
Leu Arg
465

GAG ATG
Glu Met
480

GCT GGG
Ala Gly

AGA GCC
Arg Ala

GAG
Glu

GGT

Gly
450

GTG
val

TTC
Phe

AAG
Lys

TTC
Phe

GTT
Val
435

CTG
Leu

GAG
Glu

CGA
Arg

GAG
Glu

CAaA
Gln
515

GTG
Val

GCC
Ala

TAT
Tyr

GAG
Glu

CCA
Pro
500

GCC
Ala

AGG
Arg

CCT
Pro

TTC
Phe

CTG
Leu
485

GGG
Gly

CTC
Leu

CGC
Arg

CCT
Pro

ACC
Thr
470

AAT

Asn

GGG
Gly

ATG
Met

83

TGC
Cys

CAG
Gln
455

CTT

Leu

GAG
Glu

AGC
Ser

AAG
Lys

ccc
Pro
440

CAT
His

CAG
Gln

GCC
Ala

AGG
Arg

GAG
Glu
520

CAC
His

CTT
Leu

ATC
Ile

TTG
Leu

GCT
Ala
505

GAA
Glu

CAT
His

ATC
Ile

CGT
Arg

GAA
Glu
490

CAC

His

AGC
Ser

CGA
Arg

GGG
Gly
475

QTC

Leu

TCG
Ser

CCA
Pro

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 29:

(1)

(i1)

(1ii)

(iii)

(ix)

(x1i)

275

(A) délka: 1209 pard bési
(B) typ: nukleotid

(C) pocet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
typ molekuly: cDNA
hypoteticky: NE
antimedidtorova: NE

charakteristika:
(A)

(B)

umisténi:

popis sekvence:

280

jméno/CLE: CDS

charakteristika sekvence:

1...1209

SEQ ID NO 29:

ATG TCC ACG GCC CCC CCG ACC GAT GTC AGC CTG GGG GAC GAG CTC CAC
Met Ser Thr Ala Pro Pro Thr Asp Val Ser Leu Gly Asp Glu Leu His

GTG
val
460

CGT
Arg

AAG
Lys

AGC
Ser

AAC
Asn

285

TGC
Cys
445

GAA
Glu

GAG
Glu

GAT
Asp

CTG
Leu

TGC
Cys
525

CGC
Arg

GCC
Ala

CAG
Gln
510

TGA

*

TTC
Phe

CAG
Gln
495

CCT

Pro

TGA

*

576

624

672

720

768

816

48



TTA
Leu

TTC
Phe

305

ACC
Thr

GAG
Glu

GGT
Gly

ccc
Pro

GGC
Gly
385

TCT
Ser

CTG
Leu

CcccC
Pro

ATG
Met

AGC
Ser
465

TTG

Leu

GTG
Val

CAC
His

GAC
Asp
290

GAT
Asp

CcCC
Pro

TTT
Phe

CGA
Arg

TCC
Ser
370

AGC
Ser

GTG
val

GCC
Ala

GGC
Gly

ACG
Thr
450

GAT
Asp

CGT
Arg

GTG
Val

TAC
Tyr

GGC
Gly

CTG
Leu

CAC
His

GAG
Glu

CCT
Pro
355

TGG
Trp

TAC
Tyr

ACT
Thr

AAG
Lys

ACC
Thr
435

GAG
Glu

GGT
Gly

GTG
Val

CcCC
Pro

AAC
Asn
515

GAG
Glu

GAC
Asp

GAC
Asp

CAG
Gln
340

GCA
Ala

cccC
Pro

GGT
Gly

TGC
Cys

ACC
Thr
420

CGC
Arg

GTT
vVal

CTG
Leu

GAG
Glu

TAT
Tyr
500

TAC
Tyr

GAC
Asp

ATG
Met

TCC
Ser
325

ATG
Met

cCa
Pro

CTG
Leu

TTC
Phe

ACG
Thr
405

TGC
Cys

GTC
Val

GTG
Val

GCC
Ala

TAT
Tyr
485

GAG
Glu

ATG
Met

GTG
Val

TTG
Leu

310

GCC
Ala

TTT
Phe

GCA
Ala

TCA
Ser

CGT
Arg
390

TAC
Tyr

CCT
Pro

CGC
Arg

AGG
Arg

cCT
Pro
470

TTG

Leu

CCG
Pro

TGT
Cys

GCG
Ala
295

GGG
Gly

CcC
Pro

ACC
Thr

GCT
Ala

TCT
Ser
375

CTG
Leu

TCC
Ser

GTG
Val

GCC
Ala

CGC
Arg
455

CCT

Pro

GAT
Asp

ccr
Pro

AAC
Asn

84

ATG GCG
Met Ala

GAC GGG
Asp Gly

TAC GGC
Tyr Gly

GAT GCC
Asp Ala
345

CCT ACA
Pro Thr
360

TCT GTC
Ser Val

GGC TTC
Gly Phe

CCT GCC
Pro Ala

CAG CTG
Gln Leu
425

ATG GCC
Met Ala
440

TGC CCC
Cys Pro

CAG CAT
Gln His

GAC AGA
Asp Arg

GAG GTT
Glu val
505

AGT TCC
Ser Ser
520

CAT
His

GAT
Asp

GCT
Ala
330

CTT
Leu

CCG
Pro

CCT
Pro

TTG
Leu

CTC
Leu
41Q

TGG
Trp

ATC
Ile

CAC
His

CTT
Leu

AAC
Asn
490

GGC
Gly

TGC
Cys

GCC
Ala

TCC
Ser

315

CTG
Leu

GGA
Gly

GCG
Ala

TCC
Ser

CAT
His
395

AAC
Asn

GTT
Val

TAC
Tyr

CAT
His

ATC
Ile
475

ACT
Thr

TCT
Ser

ATG
Met

GAC
Asp
300

CCG
Pro

GAT
Asp

ATT
Ile

GCC
Ala

CAG
Gln
380

TCT
Ser

AAG
Lys

GAT
Asp

AAG
Lys

GAG
Glu
460

CGA
Arg

TTT
Phe

GAC
Asp

GGC
Gly

GGG
Gly

ATG
Met

GAC
Asp

CCT
Pro
365

Lys

GGG
Gly

ATG
Met

TCC
Ser

CAG
Gln
445

CGC
Arg

GTG
Val

CGA
Arg

TGT
Cys

GGC
Gly
525

CTA GAC

Leu Asp

CCG GGA
Pro Gly

GCC GAC
Ala Asp
335

GAG TAC
Glu Tyr
350

GCA CCA
Ala Pro

ACC TAC
Thr Tyr

ACA GCC
Thr Ala

TTT TGC
Phe Cys
415

ACA CCC
Thr Pro
430

TCA CAG
Ser Gln

TGC TCA
Cys Ser

GAA GGA
Glu Gly

CAT AGT
His Ser
495

ACC ACC
Thr Thr
510

ATG AAC
Met Asn

GAT
Asp

TTT
Phe
320

TTC
Phe

GGT
Gly

GCC
Ala

CAG
Gln

AAG
Lys
400

CAA
Gln

CCG
Pro

CAC
His

GAT
Asp

AAT
Asn
480

GTG
val

ATC
Ile

CGG
Arg

96

144

192

240

288

336

384

480

528

576

624

672

720

768



85 see o6 se eece X .e
AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC ACA CTG GAA GAC TCC AGTWCGT AAT CTA 816
Arg Pro Ile Leu Thr Ile Ile Thr Leu Glu Asp Ser Ser Gly Asn Leu
530 535 540

CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG GTG CGT GTT TGT GCC TGT CCT GGG AGA 864
Leu Gly Arg Asn Ser Phe Glu Val Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg

545 550 555 560

GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG AAT CTC CGC AAG AAA GGG GAG CCT CAC 912
Asp Arg Arg Thr Glu Glu Glu Asn Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His

565 570 575
CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC ACT AAG CGA GCA CTG CCC AAC AAC ACC 960
His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr Lys Arg Ala Leu Pro Asn Asn Thr
580 585 590
AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG AAG AAA CCA CTG GAT GGA GAA TAT TTC 1008
Ser Ser Ser Pro Gln Pro Lys Lys Lys Pro Leu Asp Gly Glu Tyr Phe
595 600 605
ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT GAG CGC TTC GAG ATG TTC CGA GAG CTG 1056
Thr Leu Gln Ile Arg Gly Arg Glu Arg Phe Glu Met Phe Arg Glu Leu
610 615 620

AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG GCT GGG AAG GAG CCA GGG 1104
Asn Glu Ala Leu Glu Leu Lys Asp Ala Gln Ala Gly Lys Glu Pro Gly

625 630 635 640

GGG AGC AGG GCT CAC TCC AGC CAC CTG AAG TCC AAA AAG GGT CAG TCT 1152
Gly Ser Arg Ala His Ser Ser His Leu Lys Ser Lys Lys Gly Gln Ser

645 650 655
ACC TCC CGC CAT AAA AAA CTC ATG TTC AAG ACA GAA GGG CCT GAC TCA 1200
Thr Ser Arg His Lys Lys Leu Met Phe Lys Thr Glu Gly Pro Asp Ser
660 665 670
GAC TGA TGA 1209
ASp * *
675

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 30:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 1149 pé&rd basi
(B) typ: nukleotid
(C) poCet vldken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticky: NE



ATG
Met

TTA
Leu

TTC
Phe

ACC
Thr

GAG
Glu
65

GGT
Gly

CCC
Pro

GGC
Gly

TCT
Ser

CTG
Leu
145

cce

Pro

ATG
Met

(ii1)

(ix)

antimedidtorova:

86

charakteristika:

(A)

(B)

umisténi: 1.

jméno/CLE: CDS

NE

..1149

(xi) popis sekvence: SEQ ID

GCC ACG GCC cccC

Ala

GAC
Asp

GAT
Asp

CCC
Pro
50

TTT
Phe

cGA
Arg

TCC
Ser

AGC
Ser

GTG
Val
130

GCC
Ala

GGC
Gly

ACG
Thr

Thr

GGC
Gly

CTG
Leu
35

CAC
His

GAG
Glu

CCT
Pro

TGG
Trp

TAC
Tyr
115

ACT
Thr

AAG
Lys

ACC
Thr

GAG
Glu

Ala

GAG
Glu
20

GAC
Asp

GAC
Asp

CAG
Gln

GCA
Ala

CCC
Pro
100

GGT
Gly

TGC
Cys

ACC
Thr

CGC
Arg

GTT
val
180

Pro
5

GAC
Asp

ATG
Met

TCC
Ser

ATG
Met

cca
Pro
85

CTG
Leu

TTC
Phe

ACG
Thr

TGC
Cys

GTC
Val
165

GTG
val

CCG
Pro

GTG
Val

TTG
Leu

GCC
Ala

TTT
Phe
70

GCA
Ala

TCA
Ser

CGT
Arg

TAC
Tyr

CCT
Pro
150

CGC
Arg

AGG
Arg

ACC
Thr

GCG
Ala

GGG
Gly

ccc
Pro
55

ACC
Thr

GCT
Ala

TCT
Ser

CTG
Leu

TCC
Ser
135

GTG
vVal

GCC
Ala

CGC
Arqg

GAT
Asp

ATG
Met

GAC
Asp
40

TAC
Tyr

GAT
Asp

CCT
Pro

TCT
Ser

GGC
Gly
120

CCT

Pro

CAG
Gln

ATG
Met

TGC
Cys

GTC
val

GCG
Ala
25

GGG
Gly

GGC
Gly

GCC
Ala

ACA
Thr

GTC
vVal
105

TTC
Phe

GCC
Ala

CTG
Leu

GCC
Ala

ccc
Pro
185

AGC
Ser
10

CAT
His

GAT
Asp

GCT
Ala

CTT
Leu

CCG
Pro
90

CCT
Pro

TTG
Leu

CTC
Leu

TGG
Trp

ATC
Ile
170

CAC
His

NO 30:

CTG
Leu

GCC
Ala

TCC
Ser

CTG
Leu

GGA
Gly
75

GCG
Ala

TCC
Ser

CAT
His

AAC
Asn

GTT
Val
155

TAC
Tyr

CAT
His

GGG
Gly

GAC
Asp

CCG
Pro

GAT
Asp
60

ATT
Ile

GCC
Ala

CAG
Gln

TCT
Ser

AAG
Lys
140

GAT
Asp

AAG
Lys

GAG
Glu

°
*
[}
.
L]

GAC_GAG
Asp Glu

GCG CTA
Ala Leu
30

GGG CCG
Gly Pro
45

ATG GCC
Met Ala

GAC GAG
Asp Glu

CCT GCA
Pro Ala

AAA ACC
Lys Thr
110

GGG ACA
Gly Thr
125

ATG TTT
Met Phe

TCC ACA
Ser Thr

CAG TCA
Gln Ser

CGC TGC
Arg Cys
190

CTC_CAC

Leu
15

GAC
Asp

GGA
Gly

GAC
Asp

TAC
Tyr

CCA
Pro
95

TAC
Tyr

GCC
Ala

TGC
Cys

CcCcC
Pro

CAG
Gln
175

TCA
Ser

His

GAT
Asp

TTT
Phe

TTC
Phe

GGT
Gly
80

GCC
Ala

CAG
Gln

AAG
Lys

CAA
Gln

CCG
Pro
160

CAC

His

GAT
Asp

(X J

96

144

192

240

336

384

480

528

576



AGC

Ser

TTG
Leu

GTG
Val
225

CAC
His

AGG
Arg

CTG
Leu

GAC
Asp

CAC
His
305

AGC

Ser

ACC
Thr

CTG
Leu

GCC
Ala

GAT
Asp

CGT
Arg
210

GTG
val

TAC
Tyr

CCC
Pro

GGA
Gly

CGG
Arg
290

GAG
Glu

TCC
Ser

CTT
Leu

AAG
Lys

CTG
Leu
370

GGT

Gly
195

GTG
val

cccC
Pro

AAC

Asn

ATC
Ile

CGG
Arg
275

CcGC
Arg

CTG
Leu

TCT
Ser

CAG
Gln

GCC
Ala
355

GAG
Glu

CTG
Leu

GAG
Glu

TAT
Tyr

TAC

Tyr

CTC
Leu
260

AAC
Asn

ACA
Thr

ccc
Pro

CCC
Pro

ATC
Ile
340

CTC

Leu

GAG
Glu

(2)Informace

(1)

GCC
Ala

TAT
Tyr

GAG
Glu

ATG
Met
245

ACC
Thr

AGC
Ser

GAG
Glu

cca
Pro

CAG
Gln
325

CGT
Arg

AAG
Lys

AAG
Lys

CCT
Pro

TTG
Leu

CCG
Pro
230

TGT
Cys

ATC
Ile

TTT
Phe

GAA
Glu

GGG
Gly
310

CCcA

Pro

GGG
Gly

GAG
Glu

CTG
Leu

CCT
Pro

GAT
Asp
215

CCT
Pro

AAC
Asn

ATC
Ile

GAG
Glu

GAG
Glu
295

AGC
Ser

AAG
Lys

CGT
Arg

AAG
Lys

AAG
Lys
375

CAG CAT
Gln His
200

GAC AGA
Asp Arg

GAG GTT
Glu val

AGT TCC
Ser Ser

ACA CTG
Thr Leu
265

GTG CGT
Val Arg
280

AAT CTC
Asn Leu

ACT AAG
Thr Lys

AAG AAA
Lys Lys

GAG CGC
Glu Arg
345

CTG AAG
Leu Lys
360

GCA CTA
Ala Leu

Leu

AAC
Asn

GGC
Gly

TGC
Cys
250

GAA
Glu

GTT
val

CGC
Arg

CGA
Arg

CCA
Pro
330

TTC
Phe

GCC
Ala

GTG
Val

pro sekvenci SEQ ID

Ile

ACT
Thr

TCT
Ser
235

ATG
Met

GAC
Asp

TGT
Cys

~
. )

Lys

GCA
Ala
315

CTG
Leu

GAG
Glu

CTG
Leu

GGG
Gly

NO:

charakteristika sekvence:

(A)

(B)

délka:

typ

cGA
Arg

TTT
Phe
220

GTG
Val
205

CGA
Arg

GAA
Glu

CAT
His

GAT
Asp

ATG
Met

GAG
Glu

GAG
Glu
380

31:

1611 péard basi

nukleotid

(C) polet vlaken: jedno

TGT
Cys
285

GGG
Gly

ccc
Pro

GGAa
Gly

TTC
Phe

GAG
Glu
365

CGA
Arg

GGT
Gly
270

CCT
Pro

GAG
Glu

AAC
Asn

GAA
Glu

CGA
Arg
350

AAG
Lys

TGA

*

GGA AAT
Gly Asn

AGT GTG
Ser Val

ACC ATC
Thr Ile
240

AAC CGG

Asn Arg
255

AAT CTA
Asn Leu

GGG AGA
Gly Arg

CCT CAC
Pro His

AAC ACC
Asn Thr
320

TAT TTC
Tyr Phe
335

GAG GAT
Glu Asp

CTG AAG
Leu Lys

TGA

*

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1149



ATG
MET
1

GGG
GLY

GAC
ASP

TGG
TRP

AAG
LYS
65

GCC

TAT
TYR

ACG
THR

GGC
GLY

TCG
SER
145

88 .

(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorové: NE
(ix) charakteristika:
(A) jméno/CLE: CDS
(B) umisténi: 1...1611

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 31:

[ A XX R X

GCC CAG GTG CAG CTG CAG éAG TCA GGG GCA GAG CTT GTG GGG TCA
ALA GLN VAL GLN LEU GLN GLU SER GLY ALA GLU LEU VAL GLY SER

5 10

GCC TCA GTC AAG TTG TCC TGC ACA GCT TCT GGC
ALA SER VAL LYS LEU SER CYS THR ALA SER GLY
20 25

TAC TAT ATG CAC TGG GTG AAG CAG AGG CCT GAA
TYR TYR MET HIS TRP VAL LYS GLN ARG PRO GLU
35 40

ATT GGA TGG ATT GAT CCT GAG AAT GGT GAT ACT
ILE GLY TRP ILE ASP PRO GLU ASN GLY ASP THR
50 55 60

TTC CAG GGC AAG GCC ACT ATG ACT GCA GAC ACA
PHE GLN GLY LYS ALA THR MET THR ALA ASP THR
70 75

TAC CTG CAG CTC AGC AGC CTG GCA TCT GAG GAC
TYR LEU GLN LEU SER SER LEU ALA SER GLU ASP
85 S0

TGT AAT TTT TAC GGG GAT GCT TTG GAC TAC TGG
CYS ASN PHE TYR GLY ASP ALA LEU ASP TYR TRP
100 105

GTC ACC GTC TCC TCA GGT GGA GGC GGT TCA GGC
VAL THR VAL SER SER GLY GLY GLY GLY SER GLY
115 120

GGT GGC GGA TCG GAT GTT TTG ATG ACC CAA ACT
GLY GLY GLY SER ASP VAL LEU MET THR GLN THR
130 135 140

GTT ACC ATT GGA CAA CCA GCC TCC ATC TCT TGC
VAL THR ILE GLY GLN PRO ALA SER ILE SER CYS
150 155

TTC
PHE

CAG
GLN
45

GAA
GLU

TCC
SER

ACT
THR

GGC
GLY

GGA
GLY
125

CCA
PRO

AAG
LYS

AAC
ASN

GGC
GLY

TAT
TYR

TCC
SER

GCC
ALA

CAA
GLN
110

GGT
GLY

CTC
LEU

TCA
SER

15
ATT
ILE

CTG
LEU

GCC

AAT
ASN

GTC
VAL
95

GGG
GLY

GGC
GLY

ACT
THR

AGT
SER

AAA
LYs

GAG
GLU

CCG
PRO

ACA
THR

TAT
TYR

ACC
THR

TCT
SER

TTG
LEU

CAG
GLN
160

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480



AGC CTC
SER LEU

AGG CCA
ARG PRO

GAC TCT
ASP SER

TTC ACA
PHE THR

TTG
LEU

GGC
GLY

GGA
GLY

CAG
GLN

GAT AGT
ASP

SER

165

180

195

210

TAT TGC TGG
TYR CYS TRP
228

CTG
LEU

GTC
VAL

AAA
LYs

AAG CTG GAG CTG
LYS LEU GLU LEU LYS ARG

cca
PRO

CTG
LEU

TTC
PHE

ACG
THR
305

TGC
CYs

GTC
VAL

GTG
VAL

GCC

TAT
TYR
385

GCA
ALA

TCA
SER

CGT
ARG
290

TAC
TYR

ccr
PRO

CGC
ARG

AGG
ARG

cCT
PRO
370

TTG
LEU

GCT
ATA

TCT
SER
275
CTG
LEU

TCC
SER

GTG
VAL

GCC

CGC
355
CCT
PRO

GAT
ASP

CCT
PRO
260

TCT
SER

GGC
GLY

CcCT
PRO

CAG
GLN

ATG
MET
340

TGC
CYs

CAG
GLN

GAC
ASP

TCT
SER

ccT
PRO

ATC
ILE

CAA GGT ACA
GLN GLY THR

GAT
ASP

CCA
PRO

GAC
ASP

ASN

GGa
GLY

AAG
LYS

AGG
ARG

AGA
ARG

AAG
LYS

CGC
ARG

TTC
PHE

89

ACA
THR

CTA
LEU

]

185

200

215

230

AAA
245
ACA
THR

GTC
VAL

TTC
PHE

GCC
ALA

CTG
LEU
325

GCC
ALA

ccc
PRO

CAT
HIS

AGA
ARG

CGG

CCG
PRO

ccT
PRO

TTG
LEU

CTC
LEU
310

TGG
TRP

ATC
ILE

CAC
HIS

CTT
LEU

AAC
ASN
350

HIS

GCG
ALA

GCG

TCC
SER

CAT
HIS
295

AAC
ASN

GTT
VAL

TAC
TYR

CAT
HIS

ATC
ILE
375

ACT
THR

GTG
VAL

GCC GCA

ALA

GCC

CAG
GLN
280

TCT
SER

AAG
LYS

GAT
ASP

AAG
LYS

GAG
GLU
360

CGA
ARG

TTT
PHE

ACT
THR

GAG
GLU

CCT
PRO
265

AAA
LYS

GGG
GLY

ATG
MET

TCC
SER

CAG
GLN
345

CGC
ARG

GTG
VAL

CGA
ARG

TAT
TYR

ATC
ILE

GGC
GLY

GCT
ALA

70

TTG AAT
LEU ASN

TAT CTG
TYR LEU

AGT GGA
SER GLY

TGG
TRP

GTG
VAL

TCA
SER

TTG
LEU

TCT
SER

TTA
LEU

175

190

205

GAG GAT TTG
GLU ASP LEU

220

235 _
TTG CAG ACG
ALA LEU GLN

250

GCA
ALA

ACC
THR

ACA
THR

TTT
PHE

ACA
THR
330

TCA
SER

TGC
CYs

GAA
GLU

CAT
HIS

CCA
PRO

TAC
TYR

GCC
ALA

TGC
CYs
315

ccc
PRO

CAG
GLN

TCA
SER

GGA
GLY

AGT
SER
395

THR

GCC
ALA

CAG
GLN

AAG
LYS
300

CAA
GLN

CCG
PRO

CAC
HIS

GAT
ASP

AAT
ASN
380

GTG
VAL

ARG

CCC
PRO

GGC
GLY
285

TCT
SER

CTG
LEU

CcccC
PRO

ATG
MET

AGC
SER
365

TTG
LEU

GTG
VAL

GGG
GLY

GGA
GLY

CAT TCT CCG CTC ACG TTC GGT GCT G
SER PRO LEU THR PHE GLY ALA GLY

ARG

TCC
SER
270

AGC
SER

GTG
VAL

GCC
ALA

GGC
GLY

ACG
THR
350

GAT
ASP

CGT
ARG

GTG
VAL

LYS

ACA
THR

GTT
VAL

CAG
GLN

CTG
LEU

GAT
ASP

TAT
TYR

GG ACC

THR

.. 240
CGT CGA CCT GCA

PRO
255

TGG
TRP

TAC
TYR

ACT
THR

AAG
LYS

ACC
THR
335

GAG
GLU

GGT
GLY

GTG
VAL

cCccC
PRO

ALA

CCC
PRO

GGT
GLY

TGC
CYS

ACC
THR
320

CGC
ARG

GTT
VAL

CTG
LEU

GAG
GLU

TAT
TYR
400

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200



GAG
GLU

ATG
MET

ACC
THR

AGC
SER

GAG
GLU

465

CCA
PRO

CAG
GLN

LYS

AAG
LYS

CCG
PRO

TGT
CYsS

ATC
ILE

TTT
PHE
450

GAA
GLU

GGG
GLY

CCA
PRO

CTG
LEU

GCA
ALA
530

CCT
PRO

AAC
ASN

ATC
ILE
435

GAG
GLU

GAG
GLU

AGC
SER

AAG
LYs

AAG
LYS
515

CTA
LEU

GAG

GLU

AGT
SER
420

ACA
THR

GTG
VAL

AAT
ASN

ACT
THR

AAG
LYS
500

GCC

GTG
VAL

GTT
VAL
405

TCC
SER

CTG
LEU

CGT
ARG

CTC
LEU

AAG
LYs
485

AAA
LYs

CTG
LEU

GGG
GLY

(2) Informace pro

(1)

(ii)

(iii)

(1i1)

(ix)

(A) délka: 1065 paru béasi
(B)
(C)
(D) konfigurace:

typ molekuly:

GGC
GLY

TGC
CYsS

GAA
GLU

GTT
VAL

CGC
ARG
470

CGA
ARG

CCA
PRO

GAG
GLU

GAG
GLU

TCT
SER

ATG
MET

GAC
ASP

TGT
CYSs
455

AAG
LYS

GCA

CTG
LEU

GAG
GLU

CGA
ARG
535

90

GAC

ASP

GGC
GLY

TCC
SER
440

GCC
ALA

LYs

CTG
LEU

GAT
ASP

AAG
LYs
520

TGA

*

TGT
CYSs

GGC
GLY
425

AGT
SER

TGT
CYS

GGG

GLY

CCC
PRO

GGG
GLY
505

CTG
LEU

TGA

*

ACC
THR
410

ATG
MET

GGT
GLY

CCT
PRO

GAG
GLU

AAC
ASN
490

GAT
ASP

AAG
LYS

ACC
THR

AAC
ASN

AAT
ASN

GGG
GLY

cCcrT
PRO
475

AAC
ASN

CTG
LEU

GCC
ALA

ATC
ILE

CGG
ARG

CTA
LEU

AGA
ARG
460

CAC
HIS

ACC
THR

AAG
LYS

CTG
LEU

sekvenci SkEQ LD NO: 32:

typ:

nukleotid

pocet vléaken:

cDNA

hypoteticky: NE

antimedidtorova:

charakteristika:

NE

charakteristika sekvence:

jedno

linearni

CAC
HIS

AGG
ARG

CTG
LEU
445

GAC
ASP

CAC
HIS

AGC
SER

GCC

GAG
GLU
525

*
LA X Al

TAC
TYR

CcccC
PRC
430

GGA
GLY

CGG
ARG

GAG
GLU

TCC
SER

CcTC
LEU
510

GAG
GLU

AAC
ASN
415

ATC
ILE

CGG
ARG

CGC
ARG

CTG
LEU

TCT
SER
495

AAG
LYS

AAG
LYS

.

seagoe

TAC
TYR

CTC
LEU

AAC
ASN

ACA
THR

ccc

PRO
480

CcCC
PRO

GAG
GLU

CTG
LEU

L X ]

1248

1296

1392

1536

1584

1611



91 .

(A) jméno/CLE: CDS

(B) umisténi: 1...1065

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 32:

ATG
MET

ATG
MET

GGG
GLY

AAA
LYs

GGA GAA
GLY GLU

TAT TTC
TYR PHE

ACC CTT CAG
THR LEU GLN

TTC
PHE

AAG
LYS

AAG
LYS
50

GAA GGG
GLU_GLY

65

GCG
ALA

TCC
SER

CAT
HIS

ASN

GTT
VAL
145

TAC
TYR

CAT
HIS

ATC
ILE

GCC
ALA

CAG
GLN

TCT
SER

AAG
LYS
130

GAT
ASP

AAG
LYS

GAG
GLU

CGA
ARG

CGA
ARG

GAG
GLU
35

GGT
GLY

CCT
PRO

CCT
PRO

LYS

GGG
GLY
115

ATG
MET

TCC
SER

CAG
GLN

CGC
ARG

GTG
VAL
195

GAG
GLU
20

CCA
PRO

CAG
GLN

GAC
ASP

5
CTG
LEU

GGG
GLY

TCT
SER

TCA
SER

AAT
ASN

GGG
GLY

ACC
THR

GAC
ASP

GAG
GLU

AGC
SER

TCC
SER
55

GGT
GLY

GCC

AGG
ARG
40

CGC
ARG

CGA
ARG

GCA

ACC
THR
100

ACA
THR

TTT
PHE

ACA
THR

TCA
SER

TGC
CYs
180

GAA
GLU

CCA
PRO
85

TAC
TYR

GCC

TGC
CYsS

cccC
PRO

CAG
GLN
165

TCA
SER

GGA
GLY

70

GCC

CAG
GLN

AAG
LYS

CAA
GLN

CCG
PRO
150

CAC
HIS

GAT
ASP

AAT
ASN

Ccc
PRO

GGC
GLY

TCT
SER

CTG
LEU
135

cce
PRO

ATG
MET

AGC
SER

TTG
LEU

TCC
SER

AGC
SER

GTG
VAL
120

GCC
ALA

GGC
GLY

ACG
THR

GAT
ASP

CGT
ARG
200

ATC
ILE

TTG
LEU
25

GCT

CAT
HIS

CCT
PRO

TGG
TRP

TAC
TYR
105

ACT
THR

LYS

ACC
THR

GAG
GLU

GGT
GLY
185

GTG
VAL

CGT
ARG

10
GAA
GLU

CAC
HIS

LYS

GCA

ALA

CCC
PRO
30

GGT
GLY

TGC
CYS

ACC
THR

CGC
ARG

GTT
VAL
170

CTG
LEU

GAG
GLU

GGG
GLY

CTC
LEU

TCC
SER

LYS

CCA

PRO
75

CTG
LEU

TTC
PHE

ACG
THR

TGC
CYS

GTC
VAL
155

GTG
VAL

GCC
ALA

TAT
TYR

CGT
ARG

AAG
LYS

AGC
SER

CTC
LEU
60

GAG
GLU

GAT
ASP

CAC
HIS
45

ATG
MET

CGC
ARG
GCC

30
CTG

LEU

TTC
PHE

GCA GCT CCT

ALA ALA PRO.

TCA
SER

CGT
ARG

TAC
TYR

CCT
PRO
140

CGC
ARG

AGG
ARG

CCT
PRO

TTG
LEU

TCT TCT
SER SER

CTG
LEU

TCC
SER
125

GTG
VAL

GCC
ALA

CGC
ARG

cCT
PRO

GAT
ASP
205

GGC
GLY
110

CCT
PRO

CAG
GLN

ATG
MET

TGC
CYs

CAG
GLN
190

GAC
ASP

TTC
PHE
15

CAG
GLN

AAG
LYS

AAG
LYS

ACA
THR

GTC
VAL
95

TTC
PHE

GCC

CTG
LEU

GCC

ccc
PRO
175

CAT
HIS

AGA
ARG

GAG
GLU

GCT
ALA

TCC
SER

ACA
THR

CCG
PRO
80

CCT
PRO

TTG
LEU

CTC
LEU

TGG
TRP

ATC
ILE
160

CAC
HIS

CTT
LEU

AAC
ASN

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624



ACT
THR

TCT
SER
225

ATG
MET

GAC
ASP

TGT
CYs

AAG
LYs

GCA

ATA
305

CTG
LEU

GAG
GLU

CGA
ARG

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 963 pard basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet vldken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: CDNA

TTT
PHE
210

GAC
ASP

GGC
GLY

TCC
SER

GCC
ALA

AAA
LYS
290

CTG

LEU

GAT
ASP

AAG
LYS

TGA
*

CGA CAT

ARG

TGT
CYSs

GGC
GLY

AGT
SER

TGT
CyYs
275
GGG
GLY

cccC
PRO

GGG
GLY

CTG
LEU

TGA

355

HIS

ACC
THR

ATG
MET

GGT
GLY
260

CcCT
PRO

GAG
GLU

AAC
ASN

GAT
ASP

AAG
LYS
340

AGT
SER

ACC
THR

AAC
ASN
245

AAT
ASN

GGG
GLY

CCT
PRO

CTG
LEU
325

GCC
ALA

GTG
VAL

ATC
ILE
230

CGG
ARG

CTA
LEU

AGA
ARG

cac
HIS

310
AAG
LYS

CTG
LEU

92

GTG GTG
VAL VAL
215

CAC TAC
HIS TYR

AGG CCC
ARG PRO

CTG GGA
LEU GLY

GAC CGG
ASP ARG
280

CAC GAG
HIS GLU
295

_AAC ACC AGC TCC
ASN THR

SER SER

GCC CTC
ALA LEU

GAG GAG
GLU GLU

‘cce

PRO

AAC
ASN

ATC
ILE

CGG
ARG
265

CGC
ARG

CTG
LEU

TCT
SER

AAG
LYS

AAG
LYsS
345

TAT
TYR

TAC
TYR

CTC
LEU
250

AAC
ASN

ACA
THR

Cccc
PRO

CCcc
PRO

GAG
GLU
330

CTG
LEU

GAG
GLU

ATG
MET
235

ACC
THR

AGC
SER

GAG
GLU

CCA
PRO

CAG
GLN
315

AAG
LYs

AAG
LYs

CCG
PRO
220

TGT
CYS

ATC
ILE

TTT
PHE

GAA
GLU

GGG
GLY
300
CCA
PRO

CTG
LEU

GCA

33:

cCT
PRO

AAC
ASN

ATC
ILE

GAG
GLU

GAG
GLU
285

AGC
SER

AAG
LYS

AAG
LYS

CTA
LEU

GAG
GLU

AGT
SER

ACA
THR

GTG
VAL
270

AAT
ASN

ACT
THR

AAG
LYS

GCC
ALA

GTG
VAL
350

GTT
VAL

TCC
SER

CTG
LEU
255

CGT
ARG

CTC
LEU

AAG
LYS

LYS

CTG
LEU
335

GGG
GLY

GGC
GLY

TGC
CcYs
240

GAA
GLU

GTT
VAL

CGC
ARG

CGA
ARG

cca
PRO
320

GAG
GLU

GAG
GLU

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1065



ATG
MET

ATG

GGG
GLY

ccT
PRO

LYS
65

GGG

GLY

ATG

TCC
SER

CAG
GLN

CGC
ARG
145

GTG
VAL

CGA
ARG

GGA
GLY

TTC
PHE

AAG
LYS

GCA
ALA
50

ACC
THR

ACA
THR

TIT
PHE

ACA
THR

TCA
SER

130 .

TGC
CYs

GAA
GLU

CAT
HIS

93 .

(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(ix) charakteristika:
(A) jméno/CLE: CDS
(B) umisténi: 1...963

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 33:

GAA TAT TTC ACC CTT CAG ATC CGT GGG CGT
GLU TYR PHE THR LEU GLN ILE ARG GLY ARG
5 10

CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG
ARG GLU LEU ASN GLU ALA LEU GLU LEU LYS
20 25

GAG CCA GGT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT
GLU PRO GLY ARG PRO ALA PRO ALA ALA PRO
35 40

CCA GCC CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT
PRO ALA PRO SER TRP PRO LEU SER SER SER
55 60

TAC CAG GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC
TYR GLN GLY SER TYR GLY PHE ARG LEU GLY
70 75

‘GCC AAG TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT

ALA LYS SER VAL THR CYS THR TYR SER PRO
85 90

TGC CAA CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG
CYS GLN LEU ALA LYS THR CYS PRO VAL GLN
100 105

CCC CCG CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG
PRO PRO PRO GLY THR ARG VAL ARG ALA MET
115 120

CAG CAC ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC
GLN HIS MET THR GLU VAL VAL ARG ARG CYS
135 140

TCA GAT AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG
SER ASP SER ASP GLY LEU ALA PRO PRO GLN
150 155

GGA AAT TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC
GLY ASN LEU ARG VAL GLU TYR LEU ASP ASP
165 170

AGT GTG GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG
SER VAL VAL VAL PRO TYR GLU PRO PRO GLU
180 185

GAG CGC
GLU ARG

GAT GCC
ASP ALA
30

ACA CCG
THR PRO
45

GTC CCT
VAL PRO

TTC TTG
PHE LEU

TTC
PHE
15

CAG
GLN

GCG
ALA

TCC
SER

CAT
HIS

GCC CTC AAC

ALA LEU ASN

CTG TGG
LEU TRP
110

GCC ATC
ALA ILE
125

CCC cAC
PRO HIS

CAT CTT
HIS LEU

AGA AAC
ARG ASN

GTT GGC
VAL GLY
190

95

GTT
VAL

TAC
TYR

CAT
HIS

ATC
ILE

ACT
THR
175

TCT
SER

GAG
GLU

GCT
ALA

GCC
ALA

CAG
GLN

TCT
SER
80

AAG
LYS

GAT
ASP

AAG
LYsS

GAG
GLU

CGA
ARG
160

TTT
PHE

GAC
ASP

43

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



TGT
CYsS

GGC
GLY

AGT
SER
225

TGT
CcYs

GGG
GLY

Cccc
PRO

GGG
GLY

CTG
LEU
305

TGA

*

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 34:

ACC
THR

ATG
MET
210

GGT
GLY

CCT
PRO

GAG
GLU

ASN

GAT
ASP
290

AAG
LYS

94

ACC ATC CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC

THR ILE HIS TYR ASN TYR MET CYS ASN

195 200

AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC

ASN ARG ARG PRO ILE LEU THR ILE ILE

215

AAT CTA CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG

ASN LEU LEU GLY ARG ASN SER PHE GLU
230 235

GGG AGA GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG

GLY ARG ASP ARG ARG THR GLU GLU GLU

245 250
CCT CAC CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC
PRO HIS HIS GLU LEU PRO PRO GLY SER
260 265

AAC ACC AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG

ASN THR SER SER SER PRO GLN PRO LYS

275 280

CTG AAG GCC CTC AAG GAG AAG CTG AAG

LEU LYS ALA LEU LYS GLU LYS LEU LYS

295
GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG GCA CTA

ALA LEU GLU GLU LYS LEU LYS ALA LEU
310 315

(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 1011 p&rd béasi
(B) typ: nukleotid
(C) polet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni

(ii) typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticky: NE

(iii) antimedidtorova: NE

(ix) charakteristika:

(A) jméno/CLE: CDS

AGT
SER

ACA
THR
220

GTG
VAL

AAT
ASN

ACT
THR

LYS

GCC
ALA
300

GTG
VAL

TCC
SER
205

CTG
LEU

CGT
ARG

CTC
LEU

AAG
LYS

LYS
285

CTG
LEU

GGG
GLY

TGC
CYs

GAA
GLU

GTT
VAL

CGC
ARG

CGA
ARG
270

CCA
PRO

GAG
GLU

GAG
GLU

GAC
ASP

TGT
CYS

AAG
LYs
255

GCA
ALA

CTG
LEU

GAG
GLU

cGA
ARG

GGC
GLY

TCC
SER

GCC
ALA
240

LYS

CTG
LEU

GAT
ASP

AAG
LYS

TGA

320

624

672

720

768

816

864

912

960

8563
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(B) umisténi: 1...1011

(x1) popis sekvence: SE%G%Q;NO_BA

"ATG GGA GAA TAT TTC ACC CTT CAG ATC GG CGT GAG CGC TTC GAG 48
MET GLY GLU TYR PHE THR LEU GLN ILE ARG GLY ARG GLU ARG PHE GLU
1 5 10 15
ATG TTC CGA GAG CTG AAT GAG GCC TTG GAA CTC AAG GAT GCC CAG GCT 96
MET PHE ARG GLU LEU ASN GLU ALA LEU GLU LEU LYS ASP ALA GLN ALA
20 25 30
GGG AAG GAG CCA GGT CGA GGA GGT GGT GGC TCT GGA GGC GGA GGA TCC 144
GLY LYS GLU PRO GLY ARG GLY GLY GLY GLY SER GLY GLY GLY GLY SER
35 40 45
GGC GGT GGA GGT TCT CGA CCT GCA CCA GCA GCT CCT ACA CCG GCG GCC 192
GLY GLY GLY GLY SER ARG PRO ALA PRO ALA ALA PRO THR PRO ALA ALA
50 55 60
CCT GCA CCA GCC CCC TCC TGG CCC CTG TCA TCT TCT GTC CCT TCC CAG 240
PRO ALA PRO ALA PRO SER TRP PRO LEU SER SER SER VAL PRO SER GLN
65 70 75 80
AAA ACC TAC CAG GGC AGC TAC GGT TTC CGT CTG GGC TTC TTG CAT TCT 288
LYS THR TYR GLN GLY SER TYR GLY PHE ARG LEU GLY PHE LEU HIS SER
85 90 95
GGG ACA GCC AAG TCT GTG ACT TGC ACG TAC TCC CCT GCC CTC AAC AAG 336
GLY THR ALA LYS SER VAL THR CYS THR TYR SER PRO ALA LEU ASN LYS
100 105 110
ATG TTT TGC CAA CTG GCC AAG ACC TGC CCT GTG CAG CTG TGG GTT GAT 384
MET PHE CYS GLN LEU ALA LYS THR CYS PRO VAL GLN LEU TRP VAL ASP
- 1158 120 125 I ,
TCC ACA CCC CCG CCC GGC ACC CGC GTC CGC GCC ATG GCC ATC TAC AAG 432
SER THR PRC PRO PRO GLY THR ARG VAL ARG ALA MET ALA ILE TYR LYS
130 135 140
CAG TCA CAG CAC ATG ACG GAG GTT GTG AGG CGC TGC CCC CAC CAT GAG 480
GLN SER GLN HIS MET THR GLU VAL VAL ARG ARG CYS PRO HIS HIS GLU
145 150 155 160
CGC TGC TCA GAT AGC GAT GGT CTG GCC CCT CCT CAG CAT CTT ATC CGA 528
ARG CYS SER ASP SER ASP GLY LEU ALA PRO PRO GLN HIS LEU ILE ARG
165 170 175
GTG GAA GGA AAT TTG CGT GTG GAG TAT TTG GAT GAC AGA AAC ACT TTT 576
VAL GLU GLY ASN LEU ARG VAL GLU TYR LEU ASP ASP ARG ASN THR PHE
180 185 190
CGA CAT AGT GTG GTG GTG CCC TAT GAG CCG CCT GAG GTT GGC TCT GAC 624
ARG HIS SER VAL VAL VAL PRO TYR GLU PRO PRO GLU VAL GLY SER ASP
195 200 205
TGT ACC ACC ATC CAC TAC AAC TAC ATG TGT AAC AGT TCC TGC ATG GGC 672

CYS THR THR ILE HIS TYR ASN TYR MET CYS ASN SER SER CYS MET GLY
210 215 220



GGC
GLY
225

AGT
SER

TGT
CYs

GGG
GLY

ccce
PRO

GGG
GLY
305

CTG
LEU

TGA

w*

ATG
MET

GGT
GLY

CCT
PRO

GAG
GLU

AAC
ASN
290

GAT
ASP

AAG
LYS

96

AAC CGG AGG CCC ATC CTC ACC ATC ATC
ASN ARG ARG PRO ILE LEU THR ILE ILE
230 235

AAT CTA CTG GGA CGG AAC AGC TTT GAG
ASN LEU LEU GLY ARG ASN SER PHE GLU
245 250

GGG AGA GAC CGG CGC ACA GAG GAA GAG
GLY ARG ASP ARG ARG THR GLU GLU GLU
260 265

CCT CAC CAC GAG CTG CCC CCA GGG AGC
PRO HIS HIS GLU LEU PRO PRO GLY SER
275 280

AAC ACC AGC TCC TCT CCC CAG CCA AAG
ASN THR SER SER SER PRO GLN PRO LYS
295

CTG AAG GCC CTC AAG GAG AAG CTG AAG
LEU LYS ALA LEU LYS GLU LYS LEU LYS
310 315

GCC CTG GAG GAG AAG CTG AAG GCA CTA
ALA LEU GLU GLU LYS LEU LYS ALA LEU
325 330

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO:

(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 24 parl bési
{B) typ: nukleotid
(C) pocet vlaken: jedno
(D) konfigurace: lineédrni

(i1) typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticky: NE

(1ii) antimediatorové: NE

(ix) charakteristika:
(A) jméno/CLE: CDS

(B) umisténi: 1...1095

ACA
THR

GTG
VAL

AAT
ASN

ACT
THR

AAG
LYS
300

GCC
ALA
GTG
VAL

35:

CTG
LEU

CGT
ARG

CTC
LEU

AAG
LYS
285

LYS

CTG
LEU

GGG
GLY

GAA
GLU

GTT
VAL

CGC
ARG
270

CGA
ARG

CCA
PRO

GAG
GLU

GAG
GLU

GAC
ASP

TGT
CYs
255

AAG
LYS

GCA
ALA

CTG
LEU

GAG
GLU

CGA
ARG
335

TCC
SER
240

GCC
ALA

AAA
LYS

CTG
LEU

GAT
ASP

AAG
LYS
320

TGA

*

720

768

816

864

912

360

1008

1011
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(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 35:

CGGATCCTCT CGGAACATCT CGAA 24

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 36:

(i) charakteristika sekvence:

2 z

délka: 749 péard bési

typ: nukleotid

poCet vlaken: jedno

konfigurace: linedrni

(ii) typ molekuly: cDNA

(iii) hypoteticky: NE

(iii) antimedidtorova: NE

(ix) charakteristika:

(A) jméno/CLE: CDS

(B) umisténi: 1...749

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 36:

GCCATGGCCC
GTCAAGTTGT
AAGCAGAGGC
ACTGAATATG
ACAGCCTACC
TTTTACGGGG
GGAGGCGGTT
ACTCCACTCA
CAGAGCCTCT
CAGTCTCCAA
“PTCACTGGCA

GATTTGGGAG

AGGTGCAGCT
CCTGCACAGC
CTGAACAGGG
CCCCGAAGTT
TGCAGCTCAG
ATGCTTTGGA
CAGGCGGAGG
CTTTGTCGGT
TGGATAGTGA

AGCGCCTAAT

GTGGATCAGG

TTTATTATTG

GCAGGAGTCA

TTCTGGCTTC

CCTGGAGTGG

CCAGGGCAAG

CAGCCTGGCA

CTACTGGGGC

TGGCTCTGGC

TACCATTGGA

TGGAAAGACA

CTATCTGGTG

GACAGATTTC

CTGGCAAGGT

GGGGCAGAGC
AACATTAAAG
ATTGGATGGA
GCCACTATGA
TCTGAGGACA
CAAGGGACCA
GGTGGCGGAT
CAACCAGCCT
TATTTGAATT

TCTAAACTGG

ACACTGAAAA

ACACATTCTC

TTGTGGGGTC
ACTACTATAT
TTGATCCTGA
CTGCAGACAC
CTGCCGTCTA
CGGTCACCGT
CGGATGTTTT
CCATCTCTTG
GGTTGTTACA

ACTCTGGAGT
TCAACAGAGT

CGCTCACGTT

X R X )

AGGGGéCTCA
GCACTGGGTG
GAATGGTGAT
ATCCTCCAAT
TTATTGTAAT
CTCCTCAGGT
GATGACCCAA
CAAGTCAAGT
GAGGCCAGGC

CCCTGACAGG
GGAGGCTGAG

CGGTGCTGGG

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660

- 720
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ACCAAGCTGG AGCTGAAACG GGCGGCCGC 749

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 37:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 45 parh basi
(B} typ: nukleotid
(C) pocet vladken: jedno
(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 37:
AAGCTTGRAT TCGTTAACGC CACCATGGGA GAATATTTCA CCCTT 45
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 38:
(i) charakteristika sekvence:
(A) délka: 24 parl basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocCet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 38:



eeos®
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GGGTCGACCT GGCTCCTTCC CAGG 24
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 39:
(i) charakteristika sekvence:

(A) délka: 749 parl basi
(B) typ: nukleotid
(C) polet vlédken: jedno
(D) konfigurace: line&drni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 39:

. A ) 0
AAGCTTGAAT TCGTTAACGC CACCATGGGA GAATATTTCA CCCTTCAGAT CCGTGGGCGT 6
120
GAGCGCTTCG AGATGTTCCG AGAGCTGAAT GAGGCCTTGG AACTCAAGGA TGCCCAGGCT
141
GGGAAGGAGC CAGGTCGACC C

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 40:

(1) charakteristika sekvence:

(A) délka: 27 part basi

(B) typ: nukleotid

(C) polet vldken: jedno

(D) konfigurace: lineé&rni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE

(iii) antimedidtorova: NE



100

(xi) popis sekvence:

GGGTCGACCG TCTGAGTCAG GCCCTTC

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO:

(1)

typ: nukleotid

pocet vladken:
konfigurace:

(ii) typ molekuly: cDNA

(1ii) hypoteticky: NE

(iii) antimedidtorova:

(xi) popis sekvence:

SEQ ID NO

charakteristika sekvence:

délka: 749 parl béasi

linedarni

NE

40:

41:

SEQ ID NO 41:

27

AAGCTTGAAT TCGTTAACGC CACCATGGGA GAATATTTCA CCCTTCAGAT CCGTGGGCGT 60

GAGCGCTTCG AGATGTTCCG AGAGCTGAAT GAGGCCTTGG AACTCAAGGA TGCCCAGGCT
GGGAAGGAGC CAGGGGGGAG CAGGGCTCAC TCCAGCCACC TGAAGTCCAA AAAGGGTCAG

TCTACCTCCC GCCATAAAAA ACTCATGTTC AAGACAGAAG GGCCTGACTC AGACGGTCGA

Cccc

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO:

(1)
(A) délka: 48 par( basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet wvlaken:
(D) konfigurace:
(ii) typ molekuly: cDNA

charakteristika sekvence:

linearni

42

120

180

240

243
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(iii1) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE
(x1) popis sekvence: SEQ ID NO 42:
TCGAGGAGGT GGTGGCTCTG GAGGCGGAGG ATCCGGCGGT GGAGGTTC 48
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 43:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 48 part basi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(1ii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 43:
TCGAGAACCC CTACCGCCGG ATCCTCCGCC TCCAGAGCCA CCACCTCC 48
{(2) Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 44:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 16 nukleovych kyselin
(B) typ: nukleovi kyselina
(C) poCet vldken: jedno
(D) konfigurace: linedrni
(ii1) typ molekuly: peptid
(iii) hypoteticky: NE

(v) typ fragmentu: interni
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(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 44:

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly
1 5 10

Gly Ser
15
(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 45:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 26 pard béasi
(B) typ: nukleotid
(C) pocet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linearni
(ii) typ molekuly: cDNA
(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimedidtorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO 45:

GATCCGAACA TGTCCCAACA TGTTGA 26

(2)Informace pro sekvenci SEQ ID NO: 46:
(1) charakteristika sekvence:
(A) délka: 26 pard béasi
(B) typ: nukleocotid
(C) pocet vlaken: jedno
(D) konfigurace: linedrni

(ii) typ molekuly: cDNA
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(iii) hypoteticky: NE
(iii) antimediatorova: NE
(xi) popis sekvence: SEQ ID

AGCTTCAACA TGTTGGGACA TGGTCG 26

NO 46:
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PATENTOVE NAROKY

1. Varianta proteinu p53 ve které, Cast domény
oligomerizace stejné& jako celd doména regulace je deletovéna
a nahrazena umé@lou doménou leucinového zipu vy znace -
n & t im Ze delece C&sti C-konce je provedena od rezidua
326 nebo od rezidua 337.

- 2. Varianta podle ndrocku 1 vy znacena t imnm,
Ze umé&lad doména leucinového =zipu 3je doména nepritomnd v

pfirodnim stavu zabezpedujici oligomerizaéni selektivitu.

3. Varianta podle nadroku 2 vyznacena t im,

e doména leucinového zipu m& sekvenci SEQ ID n°l.

4. Varianta podle ndroku 1 aZz 3 vy znadcena
t 1 m, Ze arginin v poloze 182 proteinu p53 je nahrazen
histidinem.

5. Varianta podle jednoho 2z predchozich né&roka, ve
které C4&st nebo celek transaktivadni domény je deletovén a
nahrazen heterologni transaktivaéni doménou.

6. Varianta podle ndroku 5 vyznadcenéa tim
Ze zahrnuje deleci rezidui 1 aZ 74.

7. Varianta podle ndroku 5 nebo 6 vy znacena
t 1 m, Ze heterologni transaktivacni doména je transaktivalni
doména VP16.

- N
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8. Varianta podle ndroku 7 vy znac¢enéa tim,

e transaktiva&ni doména obsahuje sekvenci SEQ ID n°2.

9. Varianta podle nédroku 5 nebo 6 vy znacena
t 1 m, Ze heterologni transaktivaéni doména je transaktivaclni
doména specifickd& transformovanym bunikam.

- 10. Varianta podle ndroku 9 vy znacena t im,
?e transaktivadni doména je sloZena =z proteinové domény
schopné selektivné vazat transaktivator nebo transaktivadni

komplex pritomny v transformované bulce.

11. Varianta proteinu p53 G&inné pfednostne v
transformovanych bufikdch, ve které alespon jedna z funkCnich
domén proteinu p53 Jje deletovéna z<C&sti nebo uplné a jJe
nahrazena heterologni doménou G&innou prednostné v

transformovanych bunkach.

12. Varianta podle ndroku 11 vyznadcena tim
?e deletovand a substituovand funk&ni doména proteinu p53 Je

transaktivadéni doména.

13. Varianta podle néroku 12 obsahujici transaktivadni
doménu U&innou prednostné v buikdch obsahujicich onkogenni
protein ras nebo mutant proteinu p53.

14. Varianta podle nédroku 13 vyznac¢ena tim
e transaktiva&ni doména je proteinovd doména schopna

selektivné vazat transaktivitor nebo transaktivalni komplex

SUBSTITUTE SHEET




106 .

pfitomny v transformované buiice.

15. Varianta podle naroku 14 vyznacenda tim,
7e proteinovd doména obsahuje fragment nebo derivat

protildtek, zejména Fab nebo ScFv.

16. Varianta podle naroku 15 vy znadenéa tim,
Ze proteinovad doména obsahuje ScPFv fizenou proti mutantu

proteinu p53.

17. Varianta podle jednoho z ndrokl 12 az 16 v y -
znadena t im Ze pfirodni transaktivaéni doména je

deletovéana supresi rezidui 1 azZi 74.

18. Varianta proteinu p53 obsahujici deleci ¢Zasti

C-konce od rezidua 366 slouden&d se sekvenci SEQ ID n°3 (AS).

19. Varianta podle néroku 18, ve které celek nebo Cast
transaktivaéni domény Je deletovdn a nahrazen heterologni

transaktivaéni doménou.

20. Varianta podle néroku 18 nebo 19 vy znacenaéd
t 1 m, Ze arginin v poloze 182 proteinu p53 je nahrazen

histidinem.

21. Chimérni protein obsahujici transaktivadni doménu,
DNA vazebnou doménu, rozpozndvaci jadernou doménu a doménu
oligomerizace, vy z n a ¢ en ¢y t 1 m, Ze DNA vazebna

doména a rozpoznavaci jaderna doména jsou tvofeny
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aminokyselinami 75 aZ 325 divokého lidského proteinu p53 (SEQ
ID n°4).

22. Chimérni protein obsahujici transaktivacni doménu,
DNA vazebnou doménu, rozpozndvaci jadernou doménu a oblast
oligomerizace, vy z n a ¢ e n y t 1 m, Ze DNA vazebna
doména a rozpoznavaci jaderna doména jsou tvoreny
aminokyselinami 75 aZ 336 divokého lidského proteinu p53 (SEQ
ID n°5).

23. Chimérni protein podle nédroku 21 nebo 22 vy z n a-
¢ eny t i m Ze arginin v poloze 182 proteinu p53 je

nahrazen histidinem.

24. Chimérni protein podle né&rokd 21 aZz 23 v y z n a-
¢ e n vy t i1 m, Ze transaktivaéni doména Je tvorena

transaktivacni doménou VP1l6.

25. Chimérni protein podle nérokd 1 aZ 24 vy z n a -
¢ e n vy t 1 m, Ze transaktivaéni doména je tvorena
proteinovou doménou schopnou selektivné& vazat transaktivator

nebo transaktivacdni komplex pritomny v transformovanych
bunkéach.

26. Chimérni protein podle ndroku 21 aZz 25 v y z n a-
Ceny t im Ze doména oligomerizace Jje tvorena umé&lym

leucinovym zipem.

27. Sloulenina V-325 sekvence SEQ IN n° 25 a Jjeji
varianta V-325H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
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p53.

28. Slou&enina V-326 sekvence SEQ IN n° 26 a jeji
varianta V-326H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
p53.

29. Sloudenina V-367 sekvence SEQ IN n° 27 a jeji
varianta V-367H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
pS3.

30. Sloulenina V-AS sekvence SEQ IN n° 28 a Jjeji
varianta V-ASH obsahujici histidin v poloze 182 proteinu p33.

31.Sloudenina V-393 sekvence SEQ IN n° 29 a jeji
varianta V-393H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
p53.

32. Sloudenina V-343 sekvence SEQ IN n° 30 a jeji
varianta V-343H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
p53.

33. SlouCenina V-325 sekvence SEQ IN n° 31 a Jjeji

varianta V-325H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
p53.

34. Sloudenina 393-325 sekvence SEQ IN n° 32 a jeji
varianta 393-325H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
p53.
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35. Sloulenina 360-325 sekvence SEQ IN n° 33 a jeji
varianta 360~325H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
pS53.

36. SloucCenina 360h-325 sekvence SEQ IN n° 34 a jeji
varianta 360h-325H obsahujici histidin v poloze 182 proteinu
p53.

37. Nukleovad kyselina kédujici variantu nebo chimerni
protein podle né&rokd 1 aZ 36.

38. Nukleovad kyselina podle nédroku 37 vy zna C en a
t 1 m, Ze se Jjednd © <CDNA, RNA, syntetickou nebo
semisyntetickou kyselinu.

39. Nukleova kyselina podle néroku 37 vy zna c en a
t 1 m, Ze se jednd o sekvenci nukleové kyseliny vybrané mezi
mnozinou sekvenci SEQ ID n°® 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33 a 34.

40. Kazeta exprese obsahujici nukleovou kyselinu podle
naroku 37, promotor umoZiujici expresi a terminadni signél
transkripce.

41. Vektor obsahujici nukleovou kyselinu podle naroku
37 nebo kazetu podle naroku 40.

42. Vektor podle naroku 41 vy zna cdeny tim Ze
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se jedna

47.

se Jjedna

48.

kyselinu

49.

chimérni
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o viralni vektor.

Vektor podle naroku 42 vy zna ceny tim Ze

o rekombinantni defektni adenovirus.

Vektor podle naroku 42 vy znaceny tim Ze

o rekombinantni defektni retrovirus.

Vektor podle nédroku 42 vy zna ceny tim ze
o rekombinantni defektni AAV.
Vektor podle néroku 42 vy zna ceny tim Ze

o rekombinantni defektni HSV.

Vektor podle naroku 41 vy znaceny tim Ze

o chemicky nebo biochemicky vektor.

Farmaceuticka kompozice obsahujici nukleovou

nebo/a vektor podle jednoho z néarokd 32 aZ 47.

Farmaceutickd kompozice obsahujici wvariantu nebo

protein podle jednoho z nérokd 1 aZ 36.

Farmaceuticka kompozice podle jednoho z nérokd 48

nebo 49 pro l1lécCeni hyperproliferativnich poruch.
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