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Humanni deadenyla¢ni nukleasa, zplisob jeji pripravy a jeji

pouziti

Oblast techniky

Tento vynadlez se tyka humanni deadenyladni nukleasy
(DAN), jeji ké6dujici nukleové kyseliny a rovnéz zpusobu jeji

pripravy a jejiho pouziti.

Dosavadni stav_techniky

Intracelularni koncentrace mRNA je pravdépodobné
r¥izena nejenom rychlosti jeji tvorby, nybrz i rychlosti
odbouravani. Pritom mRNA zfejmé nejsou odbourdvany néjakou
ndhodnou nukleolytickou reakci, nybrz specifickymi
mechanismy a pfi rychlostech odbouravani, které jsou pro
prislusnou RNA specifické. V souc¢asné dobé jsou znamy dva
zptisoby odbouravani, pfi nichz maji rozhodujici tulohu
poly(A)-konce molekul. V E.coli jsou poly(A)-konce molekul
navazany na mRNAs nebo mRNA-fragmenty generované plsobenim
RNAse E. Zda se, ze poly(A)-konec molekuly funguje jako
relativné nestrukturovana jednotka uréujici vytvafeni
komplexu, ktery obsahuje vedle jinych proteint i procesivni
3’ -exonukleasu predstavovanou polynukleotid-fosforylasou,
a ktery obsahuje RNA-zavislou ATPasu, ktera pomaha
exonuklease prekonavat inhibujici sekundarni struktury

v mRNA. Podobny mechanismus zfejmé funguje Vv chloroplastech.

V eukaryontech vede exonukleolytické zkracovani
poly(A) -konci molekul rovnéz Kk odbouravani mnoha, nikoli
v&ak vsech mRNA. Na rozdil od tohoto procesu, probihajiciho
v bakteriich, zfejmé& poly(A)-odbouravajici exonukleasa

nepokracduje v odbouravani 3°-UTR a kédujici sekvence.



Namisto toho zfejmé eukaryoticka exonukleasa po odbourani
poly(A) -konce molekul prestane pisobit. U S. cerevisiae
zahrnuje druhy krok odbouravani mRNA odstranéni 5’ -Cap-
-struktury plisobenim specifické pyrofosfatasy. K odstranéni
CAP v&ak dochazi teprve aZ po zkraceni poly(A)-konce na cca
10 a® 15 nukleotidd. Odstranénim CAP-struktury se uvolni
pristup k mRNA pro 5’ -exonukleasy, jejichz nejdulezitéjsi

zastupce je kédovan XRN1-genem.

Sledovani pocétecniho deadenyladniho procesu v burikach
savctl je pomérné jednoduché, naproti tomu sledovani dalSich
kroktt je obtizné vzhledem k rychlosti nasledujicich procest
odbouravani a vzhledem k tomu, ze chybéji analyzovatelné
meziprodukty. Neprimé dikazy vSak nasvédcuji tomu, ze k od-
stranéni CAP-struktury dochazi ve druhém kroku. Jeden homo-
log XRN1l-genu byl popsén u mysi. Stabilni mRNA se obecné
deadenyluji pomalu a nestabilni mRNA se deadenyluji rychle.
Rychlost odbourdvéni zavisi na pritomnosti urc¢itych desta-
bilizujicich sekvenci v 3’-UTR nebo v kédujici sekvenci.
Mutace v té&chto sekvencich vedou nejenom ke stabilizaci
mRNA, ale rovnéz i ke zpomaleni deadenylace. Naproti tomu
inaktivace stabilizujiciho prvku a-globulin-mRNA vede
k nestabilit& a k urychleni deadenylace. Tyto udaje jedno-
znaéné nasvédduji tomu, Ze odbouravani mRNA je regulovano

rychlosti deadenylace.

Deadenylace nékterych mRNA mizZe vést i k inaktivaci
translace. To lze vysvétlit ddlezitosti poly(A)-konce pro
iniciaci translace. Deadenylace jako kontrolni mechanismus
translace ma rozhodujici roli pri zrani oocytll a pri rané
embryonegesi u fady zivoc¢isnych druhti. Tak napr. u Droso-

phila reguluje polaritu embrya tzv. hunchback mRNA.
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U obratlovcil je moZno v podstaté rozlisit pri zrani

oocytll a rané embryogenezi tfi deadenylacni reakce:

1. V nezralych oocytech je vét3ina mRNA uloZzena v trans-
ladéné&-inaktivni formé& s kratkymi poly(A)-konci fetéezce.
Prikladem je mRNA pro tPA tkané (tissue plasminogen
activator) u my$i. Zpod¢atku ziskd tato mRNA dlouhy
poly(A) -konec fetézce pri normalni polyadenylac¢ni reakci,
a tento konec se potom pri deadenylaci zkrati na oli-

go(A)-konec. Toto zkréaceni je tizeno sekvencemi v 3°-UTR.

2. P#i zrani oocyttl probiha deadenylace vedouci k inaktivaci
té&ch mRNA, které mély pavodné dlouhé poly(A)-konce
fetézce a které byly aktivni v ranych stadiich vyvoje
vaji¢ka. Tato deadenylace neni zavisla na specifickych
sekvencich v mRNA. Deadenyluji se vSechny mRNA s vyjimkou

t&ch, které jsou chranény aktivnim adenylacnim procesem.

3. V prabéhu rané embryogeneze se urcité mRNA deadenyluji
p¥i specifické reakci, kterd rovnéz vyzZaduje specifické

sekvence v 3’ -UTR.

VSechny t#i deadenyla&¢ni reakce probihaji v cytoplas-
m&. Na rozdil od somatickych bunék vs$ak zistavaji tyto oli-
goadenylované nebo deadenylované mRNA v oocytech stabilni
a znovu se adenyluji nebo odbouravaji az v pozdéjsich

vyvojovych stadiich.

Enzymy tfidici tyto reakce nebyly doposud plné iden-
tifikovany. Bylo prokazano, Ze odbouravani poly(A)- v kva-
sinkédch je ptfimo nebo nepfimo zadvislé na poly(A)- vazném
proteinu (PAB1). I kdyZ byla PABl-zavisla Poly(A)nukleasa
(PAN) vyc¢isténa (Sachs A.B. a Deardoff (1992) Cell, 70,
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961; Lovell, J.E. a spol. (1992) Genes Dev., 6, 2088), bylo
mozno zjistit u mutantd prislusnych gentt (PAN2 a PAN3) pouze
nepatrné defekty pii deadenylaci (Boeck, R. a spol. (1996)
271 (1), 432; Brown, C. a spol. (1996) 16 (10) 5744).

Kérner Ch.G. a Wahle, E. (1997) J.Biol.Chem., 272,
10448, No.16 popsali poly(A)-specifickou 3’ -exoribonukleasu
z teleciho brzliku zéavislou na Mg2+ o molekulové hmotnosti
74 kDa, ktera byla rovnéZ oznadena jako deadenylac¢ni nuklea-
sa (DAN). Tato popsana DAN z teleciho brzliku byla za
uré¢itych reakénich podminek stimulovana cytoplasmatickym
poly(A)-vazajicim proteinem I (PAB I) (Kbérner, Chr. a WVahle,
E. (1997), supra) a byla pouzita jako Substrat Poly(A).

Podstata vynalezu

Cilem tohoto predkladaného vynadlezu byla

priprava humanni poly(A)-specifické 3’-exoribonukleasy.

V genové bance prekvapivé nebyl nalezen Zadny blizZe
charakterizovany a sekvencovany klon, ktery by podle tohoto
vyndlezu kédoval humanni deadenylacni nukleasu (humanni
DAN) .

Predmétem tohoto vyndlezu je tudiz nukleovad kyselina
kédujici humanni DAN s aminokyselinovou sekvenci podle SEQ
11 nebo jeji funkéni varianta a jeji casti s minimalné 8
nukleotidy, prednostné s minimdlné 15 nebo 20 nukleotidy,
zejména s minimalné& 100 nukleotidy a zvlasté preferovane
s minimalné 300 nukleotidy (dale uvadénd jako "nukleova

kyselina podle tohoto vynalezu").



Tato kompletni nukleova kyselina k6duje protein se 639
aminokyselinami a s molekulovou hmotnosti 73,5 kDa. Exprese
této nukleové kyseliny v E.coli vedla k proteinu, ktery vy-
kazoval obdobné enzymatické aktivity jako DAN, kterou popsa-
1i Kérner, Chr. a Vahle, E. (1997, supra). Dalsi pokusy
provedené podle tohoto vynalezu potvrdily, Ze v pripadé této
nukleové kyseliny jde o nukleovou kyselinu, ktera koéduje
humanni DAN. Tato nukleova kyselina podle tohoto vynalezu
byla uloZena dne 25. bfezna 1998 v Némecké sbirce
mikroorganismt a bunéénych kultur DSMZ - Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Veg

1b, 38124 Braunschweig, pod cCislem DSM 12075.

Preferovanou formou provedeni je nukleova kyselina
podle tohoto vynadlezu, kterou je DNA nebo RNA, prednostne
dvouvlaknova DNA, zejména DNA se sekvenci nukleovych kyselin
podle SEQ 12 v pozici 58 az v pozici 1977. Obé tyto pozice
oznaduji podle tohoto vyndlezu zacatek a konec kédujici

oblasti.

Pojmem "funk&éni varianta" se podle tohoto vynalezu
rozumi nukleova kyselina, ktera se funkéné pouziva s humanni
DAN-kédujici nukleovou kyselinou a je zejména humanniho pa-
vodu. Jako priklady pouzitych nukleovych kyselin je moZno
uvést nukleové kyseliny z rtznych lidskych bunék resp. tkani
nebo alelické varianty. Tento predkladany vynalez zahrnuje
rovnéz varianty nukleovych kyselin, které mohou pochazet

z riznych lidskych jedinct.

V dal&im vyznamu se rozumi pod pojmem "varianty" podle
tohoto vynalezu nukleové kyseliny vykazujici homologii, zej -
ména identitu sekvenci minimalné z cca 60 %, radéji z cca

75 %, zejména z cca 90 % a predevs$im z cca 95 %.



Casti nukleovych kyselin podle tohoto vynalezu mohou
byt napt. pouzity pro ziskavani jednotlivych epitopti, jako
sondy pro identifikaci dalSich funk&nich variant nebo jako
antisense-nukleové kyseliny. Tak napf. nukleova kyselina
skladajici se minimalné z cca 8 nukleotidld je vhodna jako
antisense-nukleova kyselina, nukleova kyselina skladajici se
minimalné z cca 15 nukleotid je vhodna jako primér pri
PCR-postupu, nukleova kyselina skladajici se minimalné
z cca 20 nukleotidt je vhodna pro identifikaci dalsSich vari-
ant a nukleova kyselina skladajici se minimalné z cca 100

nukleotidd je vhodna jako sonda.

V dalgi preferované formé provedeni obsahuje nukleova
kyselina podle tohoto vynalezu jednu nebo nékolik nekoéduji-
cich sekvenci a/nebo jednu poly(A)-sekvenci. Nekodujicimi
sekvencemi jsou napf. intronové nebo regulacni sekvence,
jako jsou promotorové nebo enhancerové sekvence, pro fizeni

exprese genu kédovaného humdnni DAN.

V dal$i formé& provedeni je nukleova kyselina podle
tohoto vynalezu obsazZena ve vektoru, pfednostneé v expresnim

vektoru nebo v genové-terapeuticky uc¢inném vektoru.

Témito expresnimi vektory mohou byt napf. prokaryo-
tické nebo eukaryotické expresni vektory. Prikladem proka-
ryotickych expresnich vektor® pro expresi v E.coli jsou
napf. T7 expresni vektor pGM10 (Martin,1966) koédujici
expresi N-termindlniho Met-Ala-His6-Tagu, ktery umoznuje
vyhodné ¢isténi exprimovaného proteinu pfes sloupec
Ni2*-NTA. Jako eukoaryotické expresni vektory pro expresi
v Saccharomyces cerevisiae jsou vhodné napf. vektory
p426Met25 nebo p426GAL1 (Mumberg a spol. (1994) Nucl. Acids



Res., 22, 5767), pro expresi v builkéach hmyzu je mozZno pouzit
napt. Baculovirus-vektory, uvedené v EP-B1-0127839 nebo
EP-B1-0549721 a pro expresi v bunkach savcli je mozno pouzit

nap¥. vektory SV40, které jsou vSeobecné dostupné.

Expresni vektory obsahuji zpravidla regulaéni sekvence
vhodné i pro hostitelskou buriku, jako jsou napr. trp-
promotor pro expresi v E.coli (viz napf. EP-B1-0154133),
ADH-2-promotor pro expresi v kvasinkach (Russel a spol.
(1983), J.Biol.Chem. 238, 2674), baculovirus-polyhedrin-
promotor pro expresi v bunkach hmyzu (viz napr. EP-Bl-
0127839) nebo rany (frith) SV40-promotor nebo LTR-
promotory napf. z MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus /virus
tumoru my$ich mlécnych zlaz/; Lee a spol. (1981)

Nature, 214, 228).

Priklady genové-terapeuticky uc¢innych vektord jsou
virusvektory, pfedev$im adenovirusvektory, zejména rep-
likacné-deficientni adenovirusvektory nebo adenoasociované
virusvektory, napr. adenoasociovany virusvektor, skladajici
se vyhradné ze dvou insertovanych terminalnich opakovanych
sekvenci (ITR).

Vhodné adenovirusvektory jsou popsany napif. v pracich
McGrory, W.J. a spol. (1988) Virol. 163, 614; Gluzman,
Y. a spol. (1982) v praci "Eukaryotic Viral Vectors"
(Gluzman, Y. edit.), 187 Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, New York; Chroboczek, J. a spol. (1992)
Virol. 186, 280; Karlsson, S. a spol. (1986) EMBO J. 5,
2377 nebo ve V095/00655.

Vhodné adeno-asociované virusvektory jsou popsany

nap¥. v pracich Muzyczka, N. (1992) Curr.Top. Microbiol.



Immunol. 158, 97; W095/23867; Samulski, R.J. (1989) 17J.
Virol. 63, 3822; V095/23867; Chiorini, J.A. a spol. (1995)
Human Gene Therapy 6, 1531 nebo Kotin, R.M. (1994) Human
Gene Therapy 5, 793.

Genové-terapeuticky ud¢inné vektory je mozno ziskat i
tak, Ze nukleové kyselina podle tohoto vyndlezu vytvori
komplex s liposomy. K tomu jsou vhodné smési liposomt, které
popsali Felgner, P.L. a spol. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84, 7413; Behr, J.P. a spol. (1989) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86, 6982; Felgner, J.H. a spol. (1994) J. Biol.
Chem. 269, 2550 nebo Gao, X. a Huang, L. (1991) Biochim.
Biophys. Acta 1189, 195. Pri této pripravé liposomtt se DNA
navaze iontové na povrch liposomi, a to v takovém poméru,
aby na povrchu zlistal vysledny kladny naboj (Nettoladung),
a aby liposomy uplné& navédzaly DNA do komplexu.

Nukleové kyseliny podle -tohoto vyndlezu je mozno
syntetizovat napt¥. chemicky pomoci sekvence obsazZené
v SEQ12 nebo pomoci peptidové sekvence obsazené v SEQ1l1
s pouzitim genetického kédu napf. podle fosfotriesterové
metody (viz nap?. Uhlman, E. a Peyman, A. (1990) Chemical
Reviews, 90, 543, No.4). Dal$i moznosti pro ziskani nukleové
kyseliny podle tohoto vyndlezu je izolace ze vhodné genové
banky, napf. z humanni genové banky pomoci vhodné sondy (viz
napt. Sambrook, J. a spol. (1989) Molecular Cloning. A
laboratory Manual. 2nd  Edition, Cold Spring Harbor, New
York). Jako sondy jsou vhodné napif. jednovlaknové DNA-frag-
menty o délce cca 200 az 500 nukleotidd, zejména o délce cca
300 az 400 nukleotidd, jejichz sekvence je mozno odvodit ze

sekvence nukleové kyseliny podle SEQ 12.

Dal&im predmétem tohoto vyndlezu je i samotny polypep-
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tid s aminokyselinovou sekvenci podle SEQ 11 nebo jeho
funk&ni varianta a jeho ¢asti minimdlné se Sesti aminokyse-
linami, pfednostné miniméln& s 12 aminokyselinami, zejména
minimédlné se 65 aminokyselinami a pfedev$im se 638 amino-
kyselinami (dale uvadény jako "polypeptid podle tohoto
vynalezu"). Tak na priklad je moZno ziskat epitop obsahujici
polypeptid s cca 6-12, pfednostné s cca 8 aminokyselinami,
ktery po kopulaci s nosidem je moZno pouzit pro pfipravu
specifickych poly- nebo monoklondlnich protilatek (viz napft.
US 5,656,435). Polypeptidy o délce minimalné 65 aminokyselin
je moZzno pouzivat pro pripravu poly- nebo monoklonalnich

protilatek i pfimo bez nosice.

Pojmem "funkéni varianta" ve smyslu tohoto vynalezu se
rozumé&ji polypeptidy, které maji obdobnou funkci jako peptid
podle tohoto vynadlezu, t.zn., ze maji poly(A)-specifickou
3’ -exoribonukleasovou aktivitu a jsou aktivni zejména pri
dvojich reakénich podminkach. Pfi prvnich reakénich podmin-
kdch je za nepritomnosti soli aktivita zcela zavisla na
pritomnosti spermidinu. Za nepritomnosti spermidinu je
aktivita tohoto enzymu zAvisl4d na koncentraci soli. Krome
toho za pritomnosti PAB1 bylo za urcitych reakcénich podminek
pozorovano postupné odbouravani poly(A)-konce retézce (viz
té2 Koérner, Chr.G. a VWahle, E. (1997), supra). Produkty
odbourani se 1igi predevdim svou délkou o cca 30 nukleotidd.
Variantami se rozumi i alelické varianty nebo polypeptidy
odvozené z jinych lidskych bunék resp. tkadni. Rozumi se tim

e

i polypeptidy pochazejici z rlznych lidskych jedinct.

V dal$im smyslu se tim rozumi i polypeptidy vykazujici
homologii sekvenci, zejména identitu sekvenci z cca 70 %,
radéji z cca 80 %, zejména z cca 90 % a predevsim z 95 %

s polypeptidem s aminokyselinovou sekvenci podle SEQ 11.
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Dale se sem zahrnuje i delece polypeptidu v oblasti 1 - 60,
vyhodné cca 1 - 30, zejména 1 - 15 a pfedevsim cca 1 - 5
aminokyselin. Tak napf. mize chybét prvni aminokyselina
methionin, aniZz by se funkce tohoto polypeptidu podstatné
zménila. Kromé& toho se sem zatfazuji i fusni proteiny, které
obsahuji vyse uvedené polypeptidy podle tohoto vynélezu,
pridemz tyto fusni proteiny jako takové jiZz obsahuji funkci
humanni DAN nebo tuto specifickou funkci ziskaji aZ po
ods$té&peni fusniho podilu. Predevsim se sem zarazuji fusni
proteiny s podilem zejména nehumannich sekvenci tvofenych
cca 1 az 200, radéji cca 1 az 150, zejména cca 1 az 100

a predevsim cca 1 aZ 50 aminokyselinami. Jako piiklady
nehumannich peptidovych sekvenci je moZno uvést prokaryo-
tické peptidové sekvence, napr. z galaktosidasy z E.coli
nebo tzv. Histidin-Tag, napf. Met-Ala-Hisg-Tag. Fusni
protein obsahujici +tzv. Histidin-Tag je obzvlasté vhodny
pro ¢isténi exprimovaného proteinu pres sloupce obsahujici
kovové ionty, napr. pres sloupec obsahujici Ni2*_NTA. "NTA"
predstavuje komplexotvorné ¢inidlo, kterym je "nitrilo-

trioctova kyselina" (Qiagen GmbH, Hilden).

Casti polypeptidu podle tohoto vynadlezu predstavuji
napf. epitopy, které je mozZno specificky rozpoznat pomoci

protilatek.

P¥i porovnani se znamymi nukleasami bylo zjisténo, ze
polypeptid podle tohoto vynalezu patri do skupiny tzv.
RNaseD-Familie. V obr. 4 jsou zachyceny aminokyseliny vazané
(konservierte) v EXO I, Exo II a EXO III motivech, které
jsou pro tuto tridu exonukleas charakteristické. Ostatni
vazané aminokyseliny jsou znadzornény na Sedém podkladu. Tri
kyselé aminokyselinové postranni retézce, dva v exo

I-doméné a jeden v exo III-doméné vazZou primo dva Mg2+
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ionty, které se podileji na enzymatické hydrolyze. Treti
kysely postranni aminokyselinovy fetézec lokalizovany v €xo
II-doméné vaze jeden z téchto kovovych iontl prostrednictvim
molekuly vodného mastku (Wasserbriickenmolekiile). VSechny
tyto aminokyselinové zbytky jsou v ramci této skupiny latek
(Familie) vysoce konzervovany a byly nalezeny i v humanni
DAN podle tohoto vyndlezu. Polypeptid podle tohoto vynalezu
je mozno proto nazvat poly(A)-specificka 3’-exoribonukleasa

ze skupiny RNase D-Familie.

Polypeptid podle tohoto vyndlezu byl pripraven napt.
expresi nukleové kyseliny podle tohoto vyndlezu ve vhodném
expresnim systému jak bylo popséano drive pomoci metod, které
jsou odborniktim v8eobecné zndmy. Jako hostitelské bunky byly
vhodné napi. bunky E.coli kmeny DH5, HB101 nebo BL21, kmen
kvasinek Saccharomyces cerevisiae, linie hmyzich bunék
Lepidopteran, napf. ze Spodoptera Frugiperda nebo zivocisné
bunikky jako jsou COS, Vero, 293 a Hela, které je mozno bézZné

ziskat.

Uvedené C¢asti polypeptidu je mozZno ziskat zejména také
pomoci klasické syntézy peptidd (Merrifield-technika). Jsou
vhodné zejména pro ziskavani antisér, jejichz pomoci je
mozno prozkoumdvat vhodné genové-expresni banky pro ziska-
vani dals$ich funkénich variant polypeptidu podle tohoto

vynadlezu.

Dalsi pfedmét tohoto vynalezu se vztahuje na postup
pripravy polypeptidu podle tohoto vynalezu, pric¢emz nukleova
kyselina podle tohoto vynédlezu je exprimovana ve vhodné

hostitelské burice a pripadné izolovéna.

Dal$i prfedmét tohoto vyndlezu se vztahuje i na proti-
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latky, které s polypeptidem podle tohoto vynalezu specificky
reaguji, pricemz vyse uvedené d4asti polypeptidu jsou bud
samy imunogenni nebo je lze imunogenizovat navazanim na
vhodny nosié&, jako je napf. hovézi sérovy albumin resp. je

mozno jejich imunogenitu zvysit.

Protilatky jsou bud polyklonalni nebo monoklonalni.
Jejich ptiprava, ktera je rovnéz predmétem tohoto vynalezu,
se provadi napt. podle vSeobecné znamych metod imunizaci
savct, napf. kralikid, polypeptidem podle tohoto vynalezu
nebo jeho uvedenymi ¢astmi, pfipadné za pritomnosti napr.
Freundova adjuvantu a/nebo aluminiumhydroxidovych gela (viz
napt. Diamond, B.A. a spol. (1981) The New England Journal
of Medicine, 1344). Polyklonalni protilédtky vzniklé
ve zvitatech imunologickou reakci je moZno nakonec pomoci
vSeobecné znamych metod snadno z krve izolovat a vydistit
nap¥. pomoci sloupcové chromatografie. Preferovéano je
afinitni &isténi protilatek, pri némz se napr. C-terminalni

DAN-fragment navaze na NHS-aktivovany HiTrap sloupec.

Monoklonalni protilatky je mozZno pripravit napt.
pomoci znamych metod, které publikovali Winter a Milstein

(Vinter, G. a Milstein, C. (1991) Nature, 349, 293).

Daldim predmétem tohoto vynalezu je rovnéz lécivo,
které obsahuje nukleovou kyselinu podle tohoto vynalezu nebo
polypeptid podle tohoto vyndlezu a pfipadné vhodné pirisady
nebo pomocné latky, a rovnéz postup pripravy takovéhoto
lé¢iva pro léceni rakoviny, autoimunitnich onemocnéni,
zejména pro 1léceni roztrousené sklerosy nebo rheumatoidni
arthritidy, Alzheimerovy nemoci, alergii, zejména
neurodermitidy, alergii typ I nebo typ 1V, arthrosy,

atherosklerosy, osteoporosy, akutnich a chronickych
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infek&nich onemocnéni a/nebo diabetu a/nebo pro ovlivnéni
buné&éného metabolismu, zejména pri imunosupresi, obzvlaste
pfi transplantacich, pficemZ se nukleova kyselina podle
tohoto vynalezu, napr. tzv. antisense-nukleova kyselina nebo
polypeptid podle tohoto vynalezu kombinuje s farmaceuticky

vhodnymi pfisadami nebo pomocnymi latkami.

Pro genové-terapeutické pouziti u clovéka je vhodné
zejména 1é&ivo, které obsahuje nukleovou kyselinu podle
tohoto vynalezu jako takovou (v "holé - nackte"” formé&) nebo
ve formé& jednoho z vySeuvedenych genové-terapeuticky

u¢innych vektord nebo ve formé komplexd s liposomy.

Jako vhodna pfisada nebo pomocna latka se hodi napf.
fyziologicky roztok kuchyriské soli, stabilizatory,

proteinasové inhibitory, nukleasové inhibitory atd.

Dal$im predm&tem tohoto vynédlezu je i diagnosticky
prostiedek obsahujici nukleovou kyselinu podle tohoto
vynalezu, polypeptid podle tohoto vyndlezu nebo protilatky
podle tohoto vynalezu a pfipadné vhodné prisady a pomocné
latky a rovnéz postup pripravy tohoto diagnostického
prostredku pro diagnosu rakoviny, autoimunitnich onemocnéni,
zejména roztrou$ené sklerosy nebo rheumatoidni arthritidy,
Alzheimerovy nemoci, alergii, zejména neurodermitidy,
alergii typ I nebo typ IV, arthrosy, atherosklerosy,
osteoporosy, akutnich a chronickych infekénich onemocnéni
a/nebo diabetu a/nebo pro analyzu bunécného metabolismu,
zejména stavu imunity, obzvlasté pfi transplantacich,
pricdemz se k nukleové kyseliné podle tohoto vynalezu,
polypeptidu podle tohoto vyndlezu nebo k protilatkam podle

tohoto vynalezu pridaji vhodné prisady a/nebo pomocné latky.
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Tak napi. je mozno podle tohoto vynalezu s pouzitim
nukleové kyseliny podle tohoto vyndlezu pripravit diagnos-
tikum na bazi polymerasové retézové reakce (PCR-diagnos-
tika, napf. podle EP-0200362) nebo na bazi Northern Blot-
-analyzy, jak je bliZe popséano v Prikladu 5. Tyto testy jsou
zalozeny na specifické hybridizaci nukleové kyseliny podle
tohoto vynalezu s komplementarnim vlaknem odpovidajicim
pfislusné mRNA. Nukleova kyselina podle tohoto vyndlezu mizZe
byt pfitom modifikovéana napf. postupem podle EP 0 063 879.
Prednostné se DNA-fragment podle tohoto vyndlezu oznaci
pomoci vhodnych &inidel, napf. pomoci radioaktivnich latek
napr. a-P32_dATP nebo neradioaktivnich latek jako je napt.
biotin, podle v3eobecné& znamych metod a inkubuje se
s izolovanou RNA, véazanou prednostné na vhodnych membranach
nap¥. z celulézy nebo nylonu. Pritom je vyhodné izolovanou
RNA pired hybridizaci a navéazanim na membranu rozde€lit podle
velikosti, napt. pomoci elektroforézy na agarosovém gelu.
Pri stejném mnozstvi sledované RNA z kazdého vzorku tkaneé je
tak moZno stanovit mnoZstvi mRNA, specificky oznacené

sondou.

Dals$i diagnostikum obsahuje polypeptid podle tohoto
vynidlezu resp. jeho vyseuvedené imunogenni casti. Tento
polypeptid resp. jeho &asti, navazané prednostné na tuhé
féazi, napt. na nitrocelulose nebo na nylonu, je moZno uvést
do styku in vitro se sledovanou té€lni tekutinou, napr. krvi,
aby mohlo napt¥. dojit k reakci s autoimunitnimi proti-
latkami. Tento komplex protilatka - peptid je potom mozno
prokdzat napt. pomoci znackovanych antihuman-IgG- nebo
antihuman-IgM-protilatek. Pfi tomto znackovani se jedna
napt. o enzym jako je peroxidasa, ktery katalyzuje barevnou
reakci. Pritomnost autoimunitnich protilatek a jejich

mnozstvi je tak moZno snadno a rychle prokdzat pomoci
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barevné reakce.

Dal$i diagnostikum obsahuje protilatky podle tohoto
vynalezu jako takové. Pomoci téchto protilatek je mozZno
napf. u vzorku lidské tkané rychle a snadno zjistit, zda
obsahuje ptrislus$ny polypeptid. V tomto pfipad€ jsou
protilatky podle tohoto vynalezu znaceny napr. pomoci
enzymu, jak bylo popséno drive. Specificky komplex
protilatka-peptid je tak moZno snadno a rychle prokazat

pomoci enzymatické barevné reakce.

Dalsi pfedmét tohoto vynalezu se tykad i testu
pro identifikaci funkénich interaktort, jako jsou napr.
inhibitory nebo stimulédtory obsahujici nukleovou kyselinu
podle tohoto vynadlezu, polypeptid podle tohoto vynalezu nebo
protilatky podle tohoto vynalezu a pripadné vhodné prisady

a/nebo pomocné latky.

Vhodnym testem pro zjis$tovani funkénich identifikatort
je napt. tzv. "Two-Hybrid System" (Fields, S. a Sternglanz,
R. (1994) Trends in Genetics, 10, 286). Pri tomto testu se
burika, napt. burnka kvasinek, transformuje (transformiert
o. transfiziert) s jednim nebo vice expresnimi vektory
exprimujicimi fusni protein, ktery obsahuje protein podle
tohoto vynalezu a DNA-vaznou doménu znadmého proteinu, napr.
Gal4 nebo LexA z E.coli a/nebo exprimujicimi fusni protein
obsahujici neznamy polypeptid a transkripéné-aktivacni
doménu obsahujici napf. Gal4, herpesvirus VP16 nebo B42.
Kromé& toho obsahuje tato burika reportergen, napr. LacZ-gen
z E.coli, "Green fluorescence protein” nebo gen pro
aminokyselinovou biosyntézu (Aminosdure-Biosynthesegen)

z kvasinek His3 nebo Leu2, ktery kvasinky reguluje

prostrfednictvim regulac¢nich sekvenci, jako jsou napr.
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lexA-promotor/operator nebo tzv. "Upstream Activation
Sequence" (UAS). Tento neznamy polypeptid je kédovan napft.
DNA-fragmentem pochdzejicim z genové banky, napf. z humanni
genové banky. Zpravidla se zarovenl pripravuje cDNA-genova
banka pomoci popsanych expresnich vektortt v kvasinkach,

takZe je moZno tento test proveést ihned.

Tak na ptriklad se v kvasinkovém expresnim vektoru
klonuje nukleova kyselina podle tohoto vynalezu ve funkcni
jednotce na nukleovou kyselinu kédujici lexA-DNA-vaznou
doménu, takZe se exprimuje fusni protein z polypeptidu podle
tohoto vynalezu a LexA-DNA-vazné domény v transformovanych
kvasinkach. V jiném kvasinkovém expresnim vektoru byly
cDNA-fragmenty klonovany z cDNA-genove banky ve funkcni
jednotce na nukleovou kyselinu kédujici Gal4-transkripéné-
aktivacni doménu, takze byl exprimovan fusni protein
z neznamého polypeptidu a Galé transkripéné-aktivacni domény
v transformovanych kvasinkdch. Kvasinky, které jsou napr.
Leu2, transformované obéma expresnimi vektory, obsahuji
nadto nukleovou kyselinu, kterd kéduje Leu2 a kterda je
rizena LexA-promotor/operatorem. V pripadé funkéni interakce
mezi polypeptidem podle tohoto vynalezu a neznamym
polypeptidem se vaze Gal4-transkripéné-aktivaéni doména
pres LexA-DNA-vaznou doménu na LexA-promotor/operator, ktery
se aktivuje a exprimuje Leu2-gen. To ma za nasledek, Ze
Leu2-kvasinky mohou rtst na minimalnim mediu, které

neobsahuje zadny leucin.

Pri pouziti LacZ- resp. "Green Fluorescence Protein" -
reportergenu namisto genu pro biosyntézu aminokyselin je
mo¥no aktivaci transkripce prokazat tim, Ze se tvoifi modrfe
resp. zelené fluoreskujici kolonie. Modré resp. fluores-

cenéni zabarveni je mozno snadno prokazat spektrometricky
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napf. v pripadé modré barvy pri 585 nm.

Timto zpisobem je mozno snadno a rychle prozkoumat
expresni genové banky na pritomnost polypeptida, které
s polypeptidem podle tohoto vynalezu reaguji. Nakonec je
mo®no nalezené nové polypeptidy izolovat a dale

. charakterizovat.

Dal3$i moZnosti pouziti systému "Two-Hybrid-System" je
ovlivnéni interakce mezi polypeptidem podle tohoto vynalezu
a znamym nebo neznamym polypeptidem plsobenim dalsich latek,
napi. chemickych sloucenin. Timto zptsobem je mozZno i snadno
zjistit nové cenné chemicky syntetizovatelné ucinné latky,
které je mozno pouzit jako terapeutické prostredky. Tento
vynalez se proto nevztahuje pouze na postup pro vyhledavani
polypeptidickych interaktor®, nybrz zahrnuje i postup pro
vyhledavani latek, které mohou s vy$euvedenym protein-
-protein-komplexem reagovat. Takovéto peptidické a rovneéz
chemické interaktory jsou proto ve smyslu tohoto vynéalezu
oznadovany jako funkéni interaktory, které mohou mit inhi-

bujici nebo stimulujici ucinek.

Dal&i moznosti pouziti polypeptidu podle tohoto vyna-
lezu je poly(A)-specifické odbouravani nukleovych kyselin,
zejména mRNA. Poly(A)-specifické odbouravani nukleovych

kyselin se miZe uplatnit zejména ve vyzkumnych laboratorich.

Nasledujici obrazky a piiklady blize ilustruji tento

vynalez, aniz by jej jakkoli omezovaly.
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Piehled obrazkit na vykresech

SEQ 11 znadzortiuje aminokyselinovou sekvenci humanni DAN
s doménami pro Exo I (ADFFAIDGEFSGIS), Exo II
(LVIGHNMLLDVMHTVH) a Exo III
(SEQLHEAGYDAYITGLC) .

SEQ 12 znazornuje aminokyselinovou sekvenci huméanni DAN
véetné start- (Pos.58) a stopkodonu (Pos. 1977)
s navazujicim 3’ UTR.

Obr. 1 znazorfuje eludni profil humanni DAN na MonoQ
(obr. 3A) a na SDS-PAGE (obr. 1B a 1C).

Obr. 2 znazoriuje Vestern-Blot-analyzu rekombinantni
humanni DAN a nativni bovinni DAN

Obr. 3 zachycuje deadenylaci mRNA, akumulaci
deadenylované RNA a vliv PABI

Obr. 4 zachycuje porovnani znamych nukleas s humanni
DAN podle tohoto vynalezu

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Identifikace humannich DAN cDNA-klon(

Cisténi bovinni DAN bylo provedeno postupem ktery

popsali Korner, G. a Vahle E. (1997), supra, nasledovne:
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VSechny ¢istici operace byly provadény pii 4 Oc.
Mezi jednotlivymi gisticimi operacemi byly vzorky namrazeny
v kapalném dusiku a zmrazeny na - 80 ©C. Byl pouzit
nasledujici zékladni pufr: 50 mM Tris/HC11 mM EDTA, 10 %
(obj.) glycerin, 1 mM dithiothreitol, 0,4 pg/ml
leupeptinhemisulfat, 0,7 pg/ml pepstatin, 0,5 mM
fenylmethylsulfonylfluorid, 0,02 % (obj.) Nonidet P-40, pH
7,9. P#i ritznych ¢&isticich operacich byly k tomuto
zdkladnimu pufru pridavany rGzné koncentrace KC1l, jak je

popsano dale.

Cerstvy teleci brzlik byl odebiran z mistnich jatek,
prevazen na ledu a skladovan pti teploté - 80 OCc. 1 kg
brzliku byl nechédn roztat ve 2 1 zdkladniho pufru s 50 mM
KC1l a v homogenizatoru Varing Blendar byl homogenizovan
nejprve pri nizké, pozdéeji pri stfedni a nakonec pri
nejvy$s$i rychlosti. Ziskany homogenizat byl odstredovan 1
hodinu pfi 16 000 x g a supernatant byl dekantovéan a prelit
pres gazu s Sirokymi oky. (Vahle, E., J. Biol. Chem., 266,
1991).

Tento extrakt z teleciho brzliku byl nanesen na
sloupec DEAE Sepharosy FF (objem sloupce 4 1) a eluovan pri
solném gradientu 50 az 600 mM KCl pri 2,5-nasobku objemu
naplné kolony p¥i prutoku 3 1/hod. Aktivni frakce byly vy-
myvany z kolony p¥i koncentraci soli mezi 75 a 200 mM KCl1.
Tyto frakce byly spojeny, predistény, zredény siranem
amonnym na 30 % nasyceny roztok a michany 1,5 hod. na ledu.
Po odstredéni (30 min., 10 800 x g, tyto podminky plati
i pro dale uvedena odstifedovani) byl supernatant upraven
pomoci siranu amonného na 50 %ni nasyceni a znovu bylo
provedeno michani na ledu a odstfedéni. Sediment byl

resuspendovan ve 400 ml zdkladniho pufru s 50 mM KC1
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a dialyzovan po dobu 10 hodin proti 2 x 4,5 1 zakladniho
pufru a znovu odstifedovan. Sloupec Sepharose-Blue (7 x 36
cm) o objemu 1,4 1 byl ekvilibrovan zakladnim pufrem s 50 mM
KCl a dialyzovany extrakt byl nanesen na kolonu. Tato kolona
byla promyta zakladnim pufrem o objemu 1,5-nasobku objemu
sloupce s 250 mM KC1 a eluovana zakladnim pufrem o objemu

1-nasobku objemu sloupce s 1 M KC1 (rychlost pratoku 2 1/h).

Aktivni frakce z téchto dvou preparaci vidy z 1,2 kg
teleciho brzliku byly spojeny a vysrazeny siranem amonnym
(60 %ni nasyceni). Po odstredéni byl sediment vyjmut do 200
ml zakladniho pufru s 50 mM KC1l, 12 hodin dialyzovan proti
3 x 4 1 stejného pufru a ve dvou podilech nanesen na kolonu
naplnénou Heparin-Sepharosou (2,5 x 37 cm). Tato kolona byla
promyta zakladnim pufrem o objemu 1,5-nésobku objemu sloupce
s S0 mM KC1 a nakonec eluovéna desetindsobkem objemu sloupce
pri gradientu do 500 mM KC1 (rychlost pritoku: 145 ml/h) .
Aktivni DAN byla eluovana mezi 80 a 150 mM KC1. Aktivni
frakce byly spojeny a dialyzovany proti zakladnimu pufru
s 30 mM KC1 po dobu 4 hodiny. Dialyzat byl odstfedén a ve
dvou podilech byl chromatografovan na koloné s MonoQ FPLC
(objem naplné 8 ml). Tato kolona byla promyta zdkladnim
pufrem o objemu 2-nasobku objemu sloupce s 50 mM KC1
a nakonec byla pfi gradientu se stoupajici koncentraci soli
(kone¢na koncentrace: 500 mM KCl, rychlost prutoku: 2,5
ml/h vymyta celkovym objemem 320 ml. Aktivni DAN byla
eluovana pii cca 160 mM KCl. Aktivni frakce (40 ml) byly
spojeny a 4 hodiny dialyzovany proti 2 1 zédkladniho pufru
s 30 mM KC1, odsttfedény a naneseny na dalsi kolonu
naplnénou MonoQ (objem naplné 1 ml, rychlost prutoku 0,9
ml/h). Aktivni DAN vAazana ve sloupci byla eluovana zakladnim
pufrem s 500 mM KC1 a ve ¢tyrech podilech nanesena na kolonu

naplnénou pripravkem Superdex HR 10/30 FPLC (ekvilibrace se
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zakladnim pufrem s 300 mM KC1, rychlost prttoku : 0,15
ml/h) (Kérner, Ch.G. a Vahle, E. (1997), supra).

Razné frakce z kolony naplnéné Superdexem, které
vykazovaly DAN-aktivitu, byly shromazdény a rozdéleny na
kolon& s pripravkem Phenyl-Superose (Korner, Ch.G. a Vahle,
E. (1997), supra). Aktivni frakce byly shromazdény
a diylazovany proti pufru (50 mM Tris-HC1l, pH 7,9, 1 mM
EDTA, 10 % (obj.) glycerin, 1 mM dithiothreitol, 0,4 pg/ml
leupeptin-hemisulfat, 0,7 pg/ml pepstatin, 0,5 mM
fenylmethylsulfonat (PMSF), 0,02 % (obj.) Nonidet p-40, 50
mM KC1). Po odstfedéni byl ziskany dialyzat nanesen na
kolonu se 100 plSmart MonoQ (PC 1.6/5). Nakonec byla kolona
promyta 200 pl pufru. Vazané proteiny byly pfi gradientu se
stoupajici solnou koncentraci (koneénd koncentrace 500 mM
KC1l) vymyty celkovym objemem odpovidajicim 40-nasobku objemu
naplné kolony. Frakce s pozitivni DAN-aktivitou byly
eluovany pri koncentraci cca 200 mM KC1. Dvé frakce
s nejvy$$i DAN-aktivitou byly analyzovany pomoci elektro-
forézy na SDS-polyakrylamidovém gelu. Nakonec byla provedena
hydrolyza pomoci enzymu Protease Lys-C, rozdéleni pomoci
HPLC a bylo provedno sekvencovani peptidu. Byly nalezeny

nasledujici sekvence:

1. KSFNFYVFPK,

2. KPFNRSSPD (V/K)K,

3. KYAESYWVIQTYADYVG a rovnéz

4. smés ktera se skladala z KEQEELNDA a KLFLMRVMD.

N-terminalni sekvenci ¢i$téné bovinni DAN nebylo moZno
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stanovit.

Nakonec byla provedena EST (expressed sequence
tags) -resSerse databanky pomoci programu BLAST (NCBI) .Byly

tak identifikovany nasledujici klony:
I.M.A.G.E.-Konsortium klon ID 645295 pomoci peptidu 1 a 2 a
I1.M.A.G.E.-Konsortium klon ID 301901 pomoci peptidu 3.

Uplné stanoveni sekvenci nalezenych klondi bylo prove-
deno na pristroji ABI373A-Sequenziergerdt s pouzitim sady

ABI Dye Terminator Cycle Sequencing Kit.

Ptitom bylo zjisténo, e 1.M.A.G.E.-Konsortium klon
ID 301901 kéduje 176 C-termindlnich aminokyselin z DAN
a cely 3’-UTR, zatimco I.M.A.G.E.-Konsortium klon ID645295
k6éduje cely ORF a 5°-UIR a &ast 3°-UTR, coz odpovida
proteinu se 639 aminokyselinami o molekulové hmotnosti 73,5
kDa (SEQ11). 57 nukleotidd, které byly vazany vzestupneé
(stromaufwarts) od prvniho AUG kodonu neobsahovalo zadny
stop-kodon v rastru (Leseraster). Tyto sekvence (AGAAUGG)
obklopujici tento AUG-kodon odpovidaji tzv. Kozakovym
pravidltm (Kozak, 1991), ktera popisuji startovni sekvence
preferované pro start translace. 3’-UTR o velikosti 0,7 kB
se nachazi v cDNA-klonu 645295 a poly(A) -konec molekuly se
nechazi na konci klonu 301901. Poly(A)-konci molekuly
predchazi ve vzestupném sméru (stromaufwidrts) vzacny
polyadenyladni signal AUUAAA (SEQ 12).



Priklad 2
Piiprava expresnich vektort
Plasmid pGMMCS byl konstruovan nasledujicim zplhsobem:

Expresni vektor pGM10 (Martin, 1996), ktery obsahuje
PABII cDNA-sekvenci (Nemeth, 1996) s N-terminadlnim oznacenim
(Tag) Met-Ala-His6-Tag byl vystaven ptisobeni Xho I a BamH
I a ziskany fragment, ktery obsahuje 3’ -&ast PAB II byl
nahrazen Xho I/BamH I-fragmentem z klonovaciho mista
Multiple Cloning Site z pBluescript KS (+/-) plasmidu.
Ziskany plasmid obsahuje sekvenci kontrolovanou
T7-promotorem, ktera zacCina Met—Ala—His6 a za tim nasleduje
5’ _&4st z PAB II a Multi Cloning Site. Stépné misto Nde I
lezi mezi Hisg-Tag a PAB II sekvenci a je moZno je vyuzZit
spolu s Multi Cloning Site k nahrazeni zbyvajici PAB Il

sekvence jakoukoli kédujici sekvenci.
Plasmid pGMMCS 301901 byl pripraven nasledujicim zphsobem:

C4st sekvence humanniho DAN-klonu obsahujiciho 176
C-terminalnich aminokyselin byla amplifikovana s pouzitim
PCR z klonu 301901 za nasledujicich podminek:

15 cykla: 45 sek. pri 94 °C, 45 sek. pfi 54 OC a 3,5 min.
pri 72 °cC.

Pfu-polymerasa a primery Nde I 301901:
CCATATCCATATGCTTTTCAGTGCCTTTCCTAAC a Xho I 301901:
AGTACTCGAGTTACAATGTGTCAGG. Po pusobeni Nda I a Xho I byly
vzniklé cDNA-fragmenty ¢istény s pouZitim sady Qia-Ex-Kit

(Quiagen GmbH, Hilden) a integrovany do pGMMCS-vektoru
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upraveného piisobenim Nde I a Xho I. Tato sekvence byla

potvrzena sekvencovanim (Sequenzierung) .
Plasmid pGMMCS645295 byl pfipraven nasledovné:

Kédujici sekvence humanniho DAN-klonu byla
amplifikovéana s pouzitim PCR z klonu 645295 za nasledujicich

podminek:

20 cyklt: 45 sek. p¥i 94 ©C, 45 sek. pfi 54 °C a 3,5 min. pri
72 °C.
Pfu-polymerasa a primery Nde 1645295:
AGTGTCGCATATGGAGATAATCAGGAGCA a Xho I 645295:
AGTACTCAGCGGTTTGCTGCCCTCA. Vznikly produkt byl klonovan
ve vektoru pCR2.1 za pomoci sady TA-Klonierungs-Kit
(InVitrogenR). Po upravé pomoci Nde I a Xho I byly vzniklé
cDNA-fragmenty ¢istény s pouzitim sady Qia-Ex-Kit (Quiagen)
a integrovany do pGMMCS -vektoru upraveného pomoci Nde I a
Xho I. Nakonec byla velka Cast sekvence generované pri PCR
odstranéna upravou (Verdau) s pouzitim Dra III a BstE IT a
nahrazena prislus$nym fragmentem pivodniho klonu. Tato nova

sekvence byla potvrzena sekvencovanim.

Priklad 3
Pfiprava protilatek

Protilatky proti C-terminalni &4sti humanni DAN byly

ziskany nasledujicim zpisobem:

Plasmid pGMMCS 301901 byl transformovan v BL21 (pLysC).
Buriky byly inkubovéany pfi 37 9C v SOB-mediu s 200 pg/ml
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pfipravku Carbenicellin az do OD600 od 1,9 (bis zu einer
OD600 von 1,9). Nakonec bylo pridano 200 uM isopropyl-g-D-
-thiogalaktosidu a inkubace byla provadéna dal$ich 5 hodin.
Buiitky byly shromdzdény a prevedeny do pufru A (100 mM
NaH2P04, 10 mM Tris, 8 M mocovina, pH 7.9). Lyza bunék byla
provedena ultrazvukem, lyzat byl odstfedén a inkubovan po
dobu 2 h pri laboratorni teploté s 3 ml Ni-NTA-néaplni
kolony. Tato napln byla potom vlozena do kolony a promyta
70 ml pufru A, pH 6,3. Nakonec byl sloupec promyt 15 ml
pufru B (300 mM NaCl, 10 % (obj.) glycerin, 50 mM Tris,
0,01 % (obj.) Nonidet-P40, 8 M mocovina, pH 7,9). Protein
zfistal na koloné& zadrZen, pficemz byl obsah mocoviny snizen
dvéma gradienty mocoviny (45 ml/h, gradient 1: pufr B z 8 na
4 M modoviny pfi laboratorni teplotée, gradient 2: ze 4 na

0 M moc¢oviny pri 4 OC). Protein byl z kolony eluovan pufrem
B, ktery obsahoval 500 mM imidazolu, dialyzovan proti pufru

B bez modoviny a pouzit pro imunizaci kralikt.

Afinitni ¢isténi anti-DAN-protilatky bylo provedeno

nasledujicim zplhsobem:

C-terminalni DAN-fragment byl navazan na NHS-aktivovany
HiTrap-sloupec (1 ml objem, Pharmacia, Freiburg) podle
navodu vyrobce. Na sloupec byly vliozeny 3 ml séra a kolona
byla promyvéana podle navodu vyrobce. K ziskanym frakcim bylo
pridéano 300 pg/ml BSA a 0,02 % (hmot./obj.) NaN3 a pufr byl

vyménén pomoci dialyzy.

P¥iklad 4

Exprese a ¢isténi humanni DAN
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Humanni DAN byla exprimovana Vv E.coli jako fusni
protein s N-terminalnim His-Tagem (Met—Ala-His6-Tag)

nasledujicim zplsobem:

Plasmid pGMMCS645295 byl transformovan v BL21 (pLysC). Bunky
byly vlozeny do 50 ml LB-media se 100 pg/ml pripravku
Carbenicellin a s 24 pg/ml chloramfenikolu pri 37 OC a potom
byly prevedeny do 500 ml kultury bez chloramfenikolu a dale
byly inkubovany pt¥i 33 Oc. Po dosazeni 0D600 od 1,3 bylo
pridano 100 uM isopropyl—B—D—thiogalaktosidu a inkubace byla
provadéna dalsi hodinu. Buriky byly shromazdény a pfevedeny
do pufru A (50 mM Tris, 300 mM KC1, 0,1 mM MgAc, 1 mM
g-merkaptoethanol, 0,4 ng/ml leupeptin, 0,7 mg/ml pepstatin,
0,5 mM PMSF, pH 7,9). Lyza bunék byla provedena ultrazvukem,
1yzat byl odstfedén a inkubovan po dobu 2 h pri teploté 4 °C
se 2 ml napln& kolony Ni2*-NTA. Tato napli byla potom
vlozena do kolony a promyta 25 ml pufru A a pak byl sloupec
promyt 20 ml pufru B (pufr A a 10 % (obj.) glycerin, 0,02

% (obj.) Nonidet-P40, bez hoi&iku, pH 6,3). Nakonec byl
protein eluovan 5 ml pufru C (pufr B s 500 mM imidazolu) .
Potom nasledovala dialyza proti pufru D (50 mM Tris, 20 mM
KC1, 1 mM EDTA, 5 ml PMSF, 10 % (obj.) glycerin, 0,02 (obj.)
Nonidet-P40, pH 7,9). Tento preparat byl odstfedeén a nanesen
na kolonu s MonoQ (objem naplné 1 ml). Nakonec byla tato
kolona promyta pufrem s 50 mM KCl1 o objemu 5-nasobku naplné
kolony a eluovana pufrem s gradientem s konec¢nou koncentraci
500 mM KC1 o objemu 40-nasobku naplné kolony. Aktivni DAN
byla eluovana a vytvorila ostré maximum p¥i cca 190 mM KCl
(obr. 1A).

¢isténim se ziskal témé&f homogenni preparat proteinu
s predpokladanou molekulovou hmotnosti (obr. 1B a 1C). Tento

protein vykazoval poly(A)-specifickou 3’ -exoribonukleasovou



»

aeve

R X RJ
-

-27- E

aktivitu (viz Priklad 6). Z toho vyplyvéa, Ze nalezeny
cDNA-klon koéduje huménni DAN.

Priklad 5
Northern-Blot-analyza

RNA byla izolovéana z Hela-bunék metodou kterou pub-
likovali Chomczynski, P. a Sacchi, N (1987) Anal.Biochem.
162, 156. Poly(A)mRNA byla ¢isténa pomoci oligo(dT)-ce-
lulosy podle metody uvedené Vv publikaci Sambrook, J.

a spol., (1989) Molecular Cloning. A Laboratory Manual,

ond ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. Ziskana RNA byla rozdélena na 1% agaroso-form-
aldehydovém gelu, prevedena pomoci Kapillar-Blot na Hybond
Nt membranu od fy. Amersham Buchler, Braunschweig a na tuto
membranu byla fixovana pfi dvouhodinové inkubaci pfi teploté
80 ©°C. Sekvence k6dujici huméanni DAN byla amplifikovana
pomoci PCR, pomoci Ramdom-Priming byla oznacena a-22p-dATP
a byla pouzita jako sonda. Hybridizace byla provedena
popsanym zplusobem a membrana byla promyta za velmi prisné
definovanych (Stringenz) podminek. Northern-Blot-analyza

s poly(A)+RNA 2z HelLa-bunék prokazala jediny 3,1 kB fragment,
ktery hybridizoval se sondou DAN. Tato velikost dobre
odpovida velikosti cDNA-klonu.

Priklad 6
Test DAN-aktivity

Stanoveni DAN aktivity bylo provedeno popsanym zpl-
sobem (Kérner, Chr. G. a Vahle, E. (1997), supra). Elektro-
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foréza na SDS-polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) byla pro-
vedena podle Laemmli, U.K. (1970) Nature 227, 680.

Stejné jako bovinni enzym je i rekombinantni DAN
aktivni v zavislosti na neutralizaci naboje fosfatu za dvou
rozdilnych reakénich podminek. Za nepfitomnosti soli je
aktivita zcela zavisla na pritomnosti spermidinu s koncen-
traénim optimem 1 mM. Za t&chto podminek neni specificka
aktivita rekombinantni DAN (79 000 jedn./mg) vyrazné odlisna
od aktivity ¢is$téné bovinni DAN (110 000 jedn./mg). Za
pritomnosti spermidinu je aktivita DAN potlad¢ovéana soli. Za
nepiitomnosti spermidinu je aktivita enzymu zavisla na kon-
centraci soli s koncentraénim optimem 150 mM octanu drasel-
ného. Bovinni DAN se za téchto podminek chova podobné. Za
té&chto podminek je vsak specificka aktivita rekombinantniho
proteinu (960 jedn./mg) niZz$i nezZ aktivita ¢isténého enzymu
ziskaného z teleciho brzliku (8070 jedn./mg). Tento rozdil
je mozno vysveétlit posttranslacni modifikaci nebo pritom-

nosti kontaminujicich proteinl v tomto preparatu.

Jestlize byla polyadenylovana RNA s pripojenym Cap
inkubovana s DAN-preparaty za nepfitomnosti soli, doslo
k degradaci poly(A)-konce molekuly a byla ziskéana zcela
deadenylovana RNA (obr. 3). Jestlize byla provedena tato
analyza (Assay) za pfitomnosti PABI, byla aktivita Castecné
inhibovana a bylo pozorovano postupneé odbouravani poly(A)-
-konce molekuly. Pfevladajici produkty odbouravani se ve své
délce 1i8ily o cca 30 nukleotidii, coz bylo zpfisobeno ziejmé
vazanim PABI. Tyto vysledky souhlasi s pracemi zabyvajicimi
se celkovym vyzkumem hovéziho proteinu (Kérner, Chr.
a Vahle, E. (1997), supra). Ze shrnutych vysledkt vyplyva,
e rekombinantni protein je poly(A)-specificka 3’ -exoribo-

nukleasa.
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Priklad?7
Vestern-Blot-analyzy

Vestern-Blot-analyzy byly provedeny nasledujicim

zpusobem:

Proteiny byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE a preneseny
na nitrocelulosovou membranu pomoci Semidry-metody
(Kyse-Andersen, 1984). Jednotlivé Bloty byly inkubovany
s TNT-pufrem (20 % mM Tris-HC1, 150 mM NaCl, 0,05 % (obj.)
Tween 20, pH 7,5) s 5 % (hmotn. /obj.) odtucnéného suseného
mléka. Stejny pufr byl pouzit pro inkubaci s antisérem a pro
promyvani. Jednotlivé Bloty byly inkubovany s protilatkami
po dobu 2 az 3 hodin pfi laboratorni teploté& a nakonec byly
promyty. Vazané protilatky byly prokazovany pomoci
peroxidase-konjugovanych Vepfovych—proti—kréliéich-proti—
latek (Peroxidase-konjugierter Schwein-anti-Kaninchen-
Antikorper) (DAKO, Glostrup, Dansko) a chemiluminiscencnim

zabarvenim (SuperSignal-Kit, Pierce).

Tyto analyzy prokazaly, e krali¢i protilatky
vznikajici proti C-terminadlnimu fragmentu DAN se mohou
srazet z Gastedné ¢isténych frakci DAN. Tyto protilatky je
mozno pozorovat pri Vestern-Blot-analyze jak bovinni, tak
i humanni DAN (obr. 4). Pfi tomto pokusu se rekombinantni
DAN jevi o néco vétsi nez enzym Vv SDS-1lyzatech z Hele-
bunék, coZ je mozno vysvétlit zavedenim Tagu (1004 Da) do
této sekvence. Kdyby prvni AUG v cDNA-sekvenci nebyl pouzity
Start-kodon, musela by byt pfirodni DAN =z Hela-bunék
minimalné o 1260 Da vét$i neZz rekombinantni protein s Tagem.
I tyto vysledky potvrzuji pouziti prvni AUG-sekvence

v cDNA-klonu jako startovniho kodonu v podminkach in vivo.
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PATENTOVE NAROKY
1. Nukleova kyselina kédujici huméanni deadenylacni

nukleasu (DAN) s aminokyselinovou sekvenci podle SEQ 11 nebo
jeji funkéni varianta nebo jeji casti obsahujici nejméne 8

nukleotidt, pticemz SEQ 11 je soucdasti tohoto néaroku.

2. Nukleova kyselina podle naroku 1 ,
vyznadc¢ujici s e t i m , ze touto nukleovou ky-

selinou je DNA nebo RNA, vyhodné dvouvlaknovéa DNA.

3. Nukleova kyselina podle naroku 1 nebo 2,
vyznadujici s € t i m , Ze touto nukleovou
kyselinou je DNA se sekvenci nukleovych kyselin podle SEQ
12 od pozice 58 do 1977, pric¢emz SEQ 12 je souc¢asti tohoto

naroku.
4. Nukleova kyselina podle naroku 3 ,
vyznadc¢ujici s e t i m , Ze tato nukleova

kyselina obsahuje jednu nebo vice nekédujicich sekvenci

a/nebo jednu poly(A)-sekvenci.

5. Nukleova kyselina podle nékterého z naroktt 1 az 4 ,
vyznadcdcuj ici s e t i m , 2e tato nukleova
kyselina je zahrnuta ve vektoru, prednostné v expresnim

vektoru nebo v genové-terapeuticky t¢inném vektoru.

6. Zptisob pripravy nukleové kyseliny podle nékterého
z narcoktt 1 az 4 ,
vyznadujici s e t i m , 2e se tato nukleova

kyselina syntetizuje chemickym zpisobem nebo izoluje
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z genové banky pomoci sondy.

7. Polypeptid s aminokyselinovou sekvenci podle SEQ 11
nebo jeho funkéni varianta a jeho &asti minimalne se 6

aminokyselinami.

8. Zptsob pripravy polypeptidu podle naroku 7 ,
vyznadujici s e t+ i m , ze se nukleova
kyselina podle nékterého z naroktt 1 z 5 exprimuje ve vhodné

hostitelské burnce.

9. Protilatky proti polypeptidu podle naroku 7.
10. Zpisob pripravy protilatky podle naroku 9 ,
vyznadcu]j ici S € t+ i m , Ze se savec imunizuje

polypeptidem podle patentového naroku 7 a pripadné vzniklé

protilatky se izoluji.

11. Lé&ivo obsahujici nukleovou kyselinu podle nékterého
2z narokt 1 az 5 nebo polypeptid podle naroku 7 a pripadne

farmaceuticky vhodné pfisady nebo pomocné latky.

12. Zptisob pripravy léciva pro 1éébu rakoviny, autoimunit-
nich onemocnéni, zejména roztrou$ené sklerosy nebo rheuma-
toidni arthritidy, Alzheimerovy nemoci, alergii, zejméne
neurodermitidy, alergii typ I nebo typ IV, arthrosy, athe-
rosklerosy, OSteoporosy, akutnich a chronickych infekcnich
onemocnéni a/nebo diabetu a/nebo pro ovlivnéni bunécného
metabolismu, zejména pii imunosupresi, obzvlasté pri
transplantacich,

vyznadcu jici s € t i m , 2e se nukleova kyseli-
na podle nékterého z naroktt 1 az 5 nebo polypeptid podle

naroku 7 nebo protilatka podle naroku 9 formuluje
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s farmaceuticky vhodnymi pfisadami nebo pomocnymi latkami.

13. Diagnostikum obsahujici nukleovou kyselinu podle
nékterého z narokt 1 aZ 5 nebo polypeptid podle naroku 7
nebo protilatku podle naroku 9 a pripadné farmaceuticky

vhodné piisady nebo pomocné latky.

14. Zptisob pripravy diagnostického prostredku pro diagnézu
rakoviny, autoimunitnich onemocnéni, zejména roztrousené
sklerosy nebo rheumatoidni arthritidy, Alzheimerovy nemoci,
alergii, zejména neurodermitidy, alergii typ I nebo typ 1V,
arthrosy, atherosklerosy, Osteoporosy, akutnich a chronic-
kych infekénich onemocnéni a/nebo diabetu a/nebo pro analyzu
bunééného metabolismu, zejména stavu imunity, pfedevsim pri
transplantacich,

vyznacdc¢ujici s e t i m , Ze se nukleova kyseli-
na podle nékterého z narokii 1 az 5 nebo polypeptid podle
naroku 7 nebo protilatka podle naroku 9 smisi s farmaceutic-

ky vhodnym nosicem.

15. Zptuisob identifikace funkénich interaktori obsahuji-
cich nukleovou kyselinu podle nékterého z naroki 1 az 5 nebo
polypeptid podle naroku 7 nebo protilatku podle naroku 9

a pripadné farmaceuticky vhodné prisady a/nebo pomocné lat-
ky.

16. Pouziti nukleové kyseliny podle nékterého z naroku 1
az 5 nebo polypeptidu podle naroku 7 pro identifikaci

funkénich interaktoru.

17. Pouziti nukleové kyseliny podle nékterého z naroka 1
az 5 pro vyhledavani variant humanni DAN ,

vyznadcujici s € t i m , Z2e se genova banka



prozkoumava pomoci uvedené nukleové kyseliny a nalezena

varianta se izoluje.

18. Pouziti polypeptidu podle naroku 7 pro poly(A) -speci-

fické odbouravani nukleovych kyselin, zejména mRNA .
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SEKVENCNI PROTOKOLY

(1) Vseobecné udaje

(i) Prihlasovatel
(A) Jméno : Aventis Research & Technologies GmbH & Co
KG

(B) Ulice
(C) Misto : 65926 Frankfurt
(D) Spolkova zemé
(E) Zemé : Némecko
(F) PSC : 65926

(ii) Néazev vynalezu : Humanni deadenylad¢ni nukleasa, jeji

vyroba a pouziti

(iii) Pocet sekvenci : 29

(iv) Strojné ¢itelna forma
(A) Datovy nosi¢ : floppy disk
(B) Poc¢itac¢ : IBM PC kompatabilni
(C) Pracovni systém : PC-DOSMS-DOS
(D) Software : Vindows 3.1

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 1

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 10
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retezce : jednotlivy retézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 1
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(2) Udaje pro SEQ ID NO: 2

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 11
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma tetézce : jednotlivy retézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 2

KPFNRSSPDV K 11

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 3

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 11
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma fretézce : jednotlivy rfetézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 3

KPFNRSSPDK K 11
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(2) Udaje pro SEQ ID NO: 4

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 16
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy retézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 4

KYAESYVIQT YADYVG 16

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 5

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 8
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy fetézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 5

KEQEELNDA 8

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 6

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 9



(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy retézec
(D) Topologie : linearni

(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnit¥ni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 6

KLFLMRVMD

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 7

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 34
(B) Typ : nukleotidova sekvence
(C) Forma tetézce : jednotlivy fetézec

(D) Topologie : linearni

(ii) Typ molekuly : jina nukleova kyselina:

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 7

CCATATCCAT ATGCTTTTCA GTGCCTTTCC TAAC

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 8

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 25
(B) Typ : nukleotidova sekvence
(C) Forma tetézce : jednotlivy fetézec

(D) Topologie : linearni

(ii) Typ molekuly : jina nukleova kyselina:

[}
ssceon
vess
cse e

primer-DNA

34

primer-DNA

.
seovse



-a e ee

(XXX XX]
.

ssssese
XXXl
e
-
meese
esee
e e
[ EX X
v

» ee (X ] LN ] o

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 8

AGTACTCGAG TTACAATGTCAGG 25

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 9

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 29
(B) Typ : nukleotidova sekvence
(C) Forma rtetézce : jednotlivy fetézec
(D) Topologie : linearni

(ii) Typ molekuly : jina nukleova kyselina: primer-DNA

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 9

AGTGTCGCAT ATGGAGATAA TCAGGAGCA 29
(2) Udaje pro SEQ ID NO: 10

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 25
(B) Typ : nukleotidova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy fetézec
(D) Topologie : linearni

(ii) Typ molekuly : jina nukleova kyselina: primer-DNA

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 10

AGTACTCAGC GGTTTGCTGC CCTCA 25

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 10
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(i) Znaky sekvence
(A) Délka 25

(B) Typ
(C) Forma retézce
(D)
(ii) Typ molekuly

nukleotidova sekvence
jednotlivy retézec
Topologie linearni

jina nukleova kyselina: primer-DNA

(xi) Popis sekvence SEQ ID NO:

10

AGTACTCAGC GGTTTGCTGC CCTCA 25

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 11

(i) Znaky sekvence

(A) Délka : 693
(B) Typ

(C) Forma retézce
(D)
(ii) Typ molekuly

aminokyselinova sekvence

jednotlivy freté€zec
Topologie linearni
protein
(v) Typ fragmentu N-terminus

(xi) Popis sekvence SEQ ID NO: 11

MEIIRSNFKS
SMDFLLFQFG
FDFNKVFRNG
IDQUVEXIED
ISKVDEEZRK
YCPLPADLSE
ESAEGFPSYD
XLFLMRVMDI
AFVSLSQPEQ
PQCIPYTLON
LSEGRKKAKK

NLEXVYQAIZ
LCTFXYDYTD
IPYLNQEEER
LLQSEENKNL
RRECQKHAKE
FXEMTTCVFP
TASEQLHEAG
PYLNLEGFDL
VKIAVNTSKY
EYYRNNSFTA
LXRMKXELS?P

EADFFAIDGE
SKYITKSFNF
QLREQYDEXR
DLEPCTGFQR
QEELNDAVGF
RLLDTKLMAS
YDAYITGLCF
QPXRDEVLEV
AESYRIQTYA
PSTVGKRNLS
AGSISXNSPA

FSGISDGPSY
YVFPXPFNRS
SQANGAGALS
KLIYQTLSWK
SRVIHAIANS
TQPFKDIINN
ISMANYLGS?T
TFPREWKTSD
EYMGREKQEEX
PSQEEAGLED
TLFEVPDTH

SALTNGFDT?
STDVKTVCRS
YVSPNTSKC?
YPRGIHVETL
GXLVIGHNML
TSLAELEXRL
LSPPRIRVSA
LYQLFSAFGN
QIKRKWIEDS
GVSGEISDTE

ERYQKLXXA
SSIDFLASCG
VTIPEDQKXT
ETERXERYIV
LDVMHTVHQF
KETPFNPPKV
RSKLIEPFTN
IQISWIDDTS
WRKEADSKRLN
LEQTDSCAE?

60
120
180
240
300
360
420
430
g40
€00
€39



(2) Udaje pro SEQ ID NO: 12

(xi) Popis sekvence

GAACCGCTGA
GAGATAATCA
GCCGACTTCT
GCATTAACAR
ATGGACTTTT
AAGTATATAA
CCAGATGTCA
GATTTTAATA
TTAAGAGAGC
GTATCTCCTA
GACCAAGTGG
TTAGAGCCAT
CCGAAAGGCA
AGCAAAGTAG
GAGGAGCTGA
AAACTTGTTA
TGCCCTCIGC
CTCTTGGATA
TCCCTTGCGG
AGTGCCGAAG
GATGCCTACA
AGCCCTCCAA
TTATTTCTTA
CCTAAACGTG
TACCAGCTTT
TTTGTTTCCC
GAAAGCTATC
ATCAAARGAA

CAGTGCATAC
AGCACAGTAG
GTGTCAGGGSG
TCAGAGGGAA
GGAAGCATCT
AGACCTGAGG
TGGAAGCCGT

(i) Znaky sekvence

(A) Délka
(B) Typ

(C) Forma retézce

(D) Topologie
(ii) Typ molekuly

GGCGGGTEEG
GGAGCAATTT
TCGCCATCGA
ATGGTTTTGA
TGCTATTTCA
CGAAGTCATT
AATTTGTTTG
AAGTTTTTCG
AGTATGATGA

ACACTTCAAA

TAGAGAAAAT
GTACCGGGTT
TTCATGTITGA
RTGAAGAAGA
ATGATGCTGT
TTGGACACAA
CTGCGGACTT
CTAAATTGAT
AATTGGARAR
GTTTTCCAAG
TCACAGGGCT
AAATTCATGT
TGAGGGTCAT
ATCATGTTCT
TCAGTGCCTT
TTAGCCAGCC
GGATCCAAAC
AGTGGACTGA
CCTACACCCT
GAAAGAGAAA
AGATTTCCGA
GGAAAAAGST
CGAAGAACAG
GCAGCAARCC
ACTGTATTTA

GGCCCGGGTG
TAAGAGTAAT
TGGGGAGTTT
CACTCCAGAA
GTTTGGCCTT
TAACTTCTAT
TCAGAGCTCC
AAATGGAATT
ARARCGTTCA
ATGTCCIGTC
AGAGGATTITA
CCAAAGAAAA
GACTTTAGAA
ACGCAARAAGA
GGGATTTICT
TATGCTCTTG
AAGTGAGTTT
GGCCAGCACA
GCGGTTAARA
TTATGACACA
GTGCTTCAIC
GTCTGCCAGA
GGATATCCCC
CCATGTGACA
TGGTAACATT
CGAGCAAGTA
CTATGCTGAA
AGATAGCTGG
GCAGAATCAC
TTTGAGTCCT
CACTGAGCTT
CAAGAAATTR
CCCTGCCACA
GCTGGTGCTG
ACTTAATCAA

2941

.
eessnce

nukleotidova sekvence

linearni

c-DNA k

SEQ ID NO:

GGGCCAAGGT
CTTCACARAG
TCAGGAATCA
GAGAGGTATIC
TGCACTTTTA
GTTTTCCCGA
AGCATTGACT
CCATATTTAA
CAGGCGAATG
ACGATTCCTG
TTACARAGTG
CTAATTTATC
ACTGAARAGA
RAGAGAGCAGT
AGAGTCATTC
GACGTCATGT
ARAGAGATGA
CAACCTTTITA
GAGACACCTT
GCCTCTGAARC
TCCATGGCCA
TCAAAACTCA
TATCTARACT
TTCCCCAARG
CAGATATCCT
AAGATTGCTG
TATATGGGGA
ARAGGAGGCTG
TATTACCGCA
AGTCAAGAGS
GAGCAGACCG
AAARGAATGA
CTCTTTIGARG
TCGCIGIGAG
ATGTGGTATG

m-DNA

12

TCCGGCCACT
TGTACCAGGC
GTGATGGACC
AGAAGCTTIAA
AGTATGACTA
AACCCTTCAA
TTCTAGTAAG
ATCAGGAAGA
GTGCAGGAGC
AGGATCAAAA
AAGAAAACAA
AGACTTTGAG
AGGAGCGATA
AGAAACATGC
ACGCCATTIGC
ACACAGTTCA
CAACATGTGT
AGGATATCAT
TCAACCCTCC
AACTCCACGA
ATTACCTAGS
TTGAACCTTT
TGGAAGGACC
AATGGAAAAC
GGATTGATGA
TCAATACCAG
GAAAACAGGA
ACAGTAAACG
ACAATAGTTT
AAGCTGGLCT
ATTCCTGTIGC
RGAAGGAGCT
TTCCTGACAC
CAAGAGCCGS
GGAGGGGTTG

.o .2

soe
ve
-
sees
asee

.0

dvojity retezec

CTGCAGAATS
CATAGAGGAG
TTCAGTCTCT
AARGTATTCC
CACAGATTICA
TAGATCCTCA
CCAGGGATITT
AGAAAGACAG
TCTGTCCTAT
GAAGTTTATT
GAACTTGGAT
CTGGARGTAT
TATAGTTATC
CAAAGAACAG
TAATTCGGGA
TCAGTTCTAC
TTTCCCCAGA
TAACAACACA
TAAAGTTGAA
GGCAGGCTAC
TTCTTTTCTC
TTTTAACAAG
AGACTTGCAG
CAGCGACCTT
CACATCAGCA
CAAATATGCA
AGAGAAGTAG
GTTAAACCCC
TACAGCTCCC
GGAGGACGGA
AGAGCCCCTIC
TTCTCCAGTA
ATGGTAACCA
CTGGCACATIT
GAAACCAAGT

osvepoe

s

L 24

[ XX XXX ]

60
120
180
240
200
380
420
480
540
600
€80
720
780
840
9500
960
1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1300
15860
1620
1680

1740
1800
1860
1s20
1980
2040
2100
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TGTCTCCTGS GGGGGAGAAA ACAGGTTITIA TTTTTGTGSS TGTGGTITITT TCCCCTIIIT 2160
AATCTAACTG CCTGTTGACA TTGACACTCA TCACGGTTGT AGGCTGTCAT GAATGTGTAC 2220
GTGCTTAACC AGTGAATTCC GIGTTGCICT TETGAGGCCT TTCCTGTCAT GACCCAGTGT 2280
GCTTAAGAAC CTGCCTGATG GGGAGTGTCG GCTGTGAAAT CTGCAAAAAG AGCTGACATIT 2340
CCAGCTGCTS TGATCATGAA TTTGGGGEETG TACTGTCCTG CCTGTGCATC TTICTCGCACT 2400
GAGATTTTGA GGCAGTTGCA GCCCTICGGTT AGTCTCCCAG TGGAAAAATC GGTTIGTIGCCT 2480
CCCTGCTTCC CACCATAGCT GCCTGAAAAC ATGACGCTCTY CAAGCTTGTC CTITCCITCAG 2520
GAAGATGTCC ACTCATGCCC ACCCATGAGA GGGCITGICSE TATGCCCTGG CCTTTGGGCA 2880
TATTTATGTA GAGTTCCTTT CTCCTAAGAC GTGAGTTTCT CATGGGGGAT GTACGAGTAA 2640
AAAGGTTAAC TTCTGTTICTT ATGCGIGGLG CTGTGTTCAC TTTCCAGAGT CTICTGTITCGT 2700
TTSTTTGGAT GGCGETCTCG GGGTACGGCA GCSTGTGTGC GTACGTGTCT GIGTGTIGTGT 2760
GTGTCTGTET GTGTGTIGTGT GIGTIGIGTGA AATCGTGCAA ATCTACAACA TGTCCCAGCC 2820
CATTCTCCST TGAAACAGAT CACAGCAACG ACARACGITC ATGGCGCTGC TTTGCTCCAC 2880
CCGCTTCAGA TAGATCATTG TTAGATATTT CACATTTITIG TATGGTGGAA ATAAAAATGA 2840
AAAATGTATT TCCAAAAGAT GAAAATTAAA AACATTTTCA TAGGAAAAAA AAARAARAAA 3000
AR 2

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 13

(i) Znaky sekvence

(ii) Typ molekuly

(A)
(B)
(C)
(D)

Typ

Délka

Topologie

12

aminokyselinova sekvence

Forma retézce

(v) Typ fragmentu

(xi) Popis sekvence

ADFFAIGFSG IS

jednotlivy tetézec

linearni

peptid

SEQ ID NO:

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 14

(i) Znaky sekvence

(ii) Typ molekuly

(A) Délka

(B) Typ

15

vnitfni fragment

13

aminokyselinova sekvence

(C) Forma retézce

(D) Topologie

12

jednotlivy retézec

linearni

peptid
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(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 13

LVIGHNMLLV MHTVH 15

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 14

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 16
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma ret€zce : jednotlivy retézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 14

SEQOLHEAGYA YITGLC 16

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 15

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 12
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma rete€zce : jednotlivy fetézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 15
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CDFVAIFFLG LD 12

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 16

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 15
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy retézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 16

LVVGHNSLLA MYMYH 15

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 17

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 16
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy fretézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 17

ENVYHNAGFS YVTGEV 16
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(2) Udaje pro SEQ ID NO: 18

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 12
(B) Typ
(C) Forma retezce

aminokyselinova sekvence

jednotlivy retézec
(D) Topologie linearni
(ii) Typ molekuly peptid
(v) Typ fragmentu vnitrni fragment

(xi) Popis sekvence SEQ ID NO: 17

ENVYHNAGFS YVTGEV

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 19

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 15
(B) Typ
(C) Forma reteézce

aminokyselinova sekvence

jednotlivy fetézec
(D) Topologie linearni
(ii) Typ molekuly peptid
(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence SEQ ID NO: 19

LIVGHNCFLI AHVYS

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 20

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 16

LA

16

15
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(B) Typ : aminokyselinova sekvence

(C) Forma retézce : jednotlivy fetezec
(D) Topologie linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 20

AGGKHEAGYA FMTGCI

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 21

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 12
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy rete€zec
(D) Topologie linearni
(ii) Typ molekuly : peptid
(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence SEQ ID NO: 21

GTLVAIAFVS LQ

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 22

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 15
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy retézec
(D) Topologie : linearni

(ii) Typ molekuly : peptid

.
(R XN N J

16

12

[(E XX XX}
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(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 22

VFVGHGLNNF KHINI

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 23

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 16
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy retézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitini fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 23

QEGNHDSIEA HTALIL
(2) Udaje pro SEQ ID NO: 24

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 12
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy fetézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnit¥ni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 24

FPATALTFVR TR 12

15

16



(2) Udaje pro SEQ ID NO: 25

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 15
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy fetézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 25

TKFLHAGSEL EVFLN

(2) Udaje pro SEQ ID NO: 26

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 15
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma fetézce : jednotlivy fetézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 26

ERQEWAAAVV YLLPI

2) Udaje pro SEQ ID NO: 27

(i) Znaky sekvence

15

15



(A) Délka : 12
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma rete€zce : jednotlivy fetézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 27

APVAFTDS LD 12

2) Udaje pro SEQ ID NO: 28

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 15
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy rfetézec
(D) Topologie : linearni
(ii) Typ molekuly : peptid

(v) Typ fragmentu : vnitfni fragment

(xi) Popis sekvence : SEQ ID NO: 28

LKVGONLKYR GILAN 15

2) Udaje pro SEQ ID NO: 29

(i) Znaky sekvence
(A) Délka : 15
(B) Typ : aminokyselinova sekvence
(C) Forma retézce : jednotlivy retézec

(D) Topologie : linearni
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(ii) Typ molekuly peptid

(v) Typ fragmentu vnitrni fragment

(xi) Popis sekvence SEQ ID NO: 29
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