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Nové poly(ADP-rib6za) polymerazové geny

(57)Anotace:

Redenti se tyka homologh poly(ADP-ribza)polymerazy
(PARP), které sestévaji z aminokyselinové sekvence, kterd ma
a) funkéni NAD" vazebnou doménu a b) neobsahuje sekvenci
motivu zinkového prstu obecného vzorce CX,CXHX.C, ve
kterém m je celé &islo od 28 nebo 30 a X jsou zbytky, kterymi
jsou, nezdvisle jeden na druhém, jakékoli aminokyseliny;
funkénich ekvivalent homologt poly(ADP-
rib6za)polymerazy (PARP); nukleovych kyselin kédujicich
homology poly(ADP-ribéza)polymeazy (PARPY); protilatek se
specificitou pro novy protein; farmaceutickych kompozice a
kompozice genové terapie, které obsahuji produkty podle
piedloZeného FeSeni; zpisobll pro analytické uréovani
proteini a nukleovych kyselin podle pfedloZeného feSeni;
zpiisobti pro identifikaci efektorti a vazebnych partnert
proteinil podle pedloZeného feSenf; novych PARP efektori; a
zplisobli pro urleni aktivity takovych efektord.
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Nové poly (ADP-ribéza) polymerazové geny

Oblast techniky

PredloZeny vynélez se tyké novych  poly(ADP-ribéza)
polymerdzovych (PARP) genl a 2z nich odvozenych proteint;
protilatek  specifickych k novym proteintm; kompozic
farmaceutické a genové terapie, které obsahuji produkty
podle predloZeného vyndlezu; zpusobl pro  analytické
urcovadni proteind a nukleovych kyselin podle predloZeného
vynalezu; zpUsobl pro identifikaci efektori a vazebnych
partnert proteind podle p¥edloZeného vynalezu; zpUsobli pro
urceni aktivity takovych efektord a jejich pouiiti v

diagnéze nebo terapii patologickych stavi.

Dosavadni stav techniky

Je zndmo, Ze v roce 1966, Chambon a spolupracovnici
objevili enzym velikosti 116kD, ktery byl v nasledujicich
letech detailné& popsan a nyni se jmenuje PARP (EC 2,4.2,30)

(poly(adenozin—S'-difosforibéza)polymeréza), PARS
(poly(adenozin—S’—difosforibéza)syntéza) nebo ADPRT
(adenozin-5'-difosforibdza transferdza). V rostlinné ¥isi

(Arabidopsis thaliana) 72kD (637 aminokyselin) byl PARP
nalezen v roce 1995 (Lepiniec L. a kol., FEBS Lett 1995;
364(2): 103-8). Nebylo jasné, zda tato kratsi forma PARP je
individu&lné specifickd pro rostliny nebo je artefaktem
("naroubovana" varianta nebo néco podobného) . Enzym
velikosti 116 kD PARP byl do sou&asnosti jedineény u zvirat

a u Clové&ka ve své aktivitd, ktera je niZe popsana. Je




LA X X J
[ XX X )
(XX X3
LX X 2]
[ XX X ]
(XX X J
o0 oe
2300
e
[ XXX}
L d *
(XXX XX ]

_ 2 _ . e LN ] L]

uvadén jako PARP1l, &imZ se predejde nejednoznacdnosti.

Primdrni fyziologickou funkci enzymu PARP 1 se zd& byt jeho
U¢ast v kompexnim reparac¢nim mechanismu, ktery si bunky
vytvo¥ily pro opravu zlomd vladkna DNA. Primarni bunéénou
odpovédi na zlom vldkna DNA se kromé& toho zdad byt PARP1-
katalyzovand syntéza poly(ADP-ribdzy) z NAD* (viz De
Murcia, G. a kol. (1994) TIBS, 19, 172).

PARP 1 m& moduldrni molekuldrni strukturu. Do soucasnosti
byly identifikovany tfi hlavni funkéni prvky: N-termindlni
vazebna doména DNA velikosti 46 kD; centrdlni
automodifikac¢ni doména velikosti 22 kD ke které se
poly (ADP-ribdza) vaZe, s aktivitou PARP 1 enzymu klesajici
se zvy3ujici se elongaci; C-termindlni NAD' vazebnd doména
velikosti 54 kD. Oblast leucinovych zipd byla nalezena v
automodifikac¢ni doméné, coZ poukazuje na moZné protein-
proteinové interakce, ale pouze u enzymu PARP z Drosofily.
V8echny do soucasnosti zndmé PARP Jjsou pravdeépodobné

aktivni jako homodimery.

Vysoky stupetl organizace molekuly se odrazi v silné

o°

konzervaci aminokyselinové sekvence. 62 konzervace
aminokyselinové  sekvence byla nalezena pro PARP 1
pochdzejici z ¢lovéka, my$i, skotu a kufat. U PARP
z Drosofily jsou vétsi strukturalni rozdily. Individuédlni
domény maji samy jedna po druhé oblasti zvyZené konzervace.
DNA vazebnd oblast takto obsahuje dva tak zvané zinkové
prsty jakoZto subdomény (obsahujici motivy ’>typu
2+

CX,CXpg/30HXC) které Jsou =zapojené do Zn zavislého

rozpoznadni zloml jednovldknové DNA nebo pfecnivajicich
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koncti  jednovlédknové DNA (tj. na koncich chromozont,
telomer). C-termindlni katalytickd doména obsahuje blok o
délce asi 50 aminokyselin (zbytky v polohéch‘859 a%Z 908),
ktery Je asi ve 100 % konzervovan mezi obratlovci (PARP
"oodpis"). Tento blok véaZe pFirozeny substridt NAD' a takto
¥idi syntézu poly(ADP-ribdézy) (viz de Murcia, loc.cit.).
GX3GKG motiv je zvlasté charakteristicky pro enzymy PARP v
tomto bloku.

VySe popsana prospés3nd funkce je v kontrastu s patologickou
funkci, kterou Jje moZné nalézt u Ffady nemoci (mrtvice,
infarkt myokardu, sepse atd.). PARP je zapojena do bunédné
smrti mozkové tkané, kterd vznikne po ischemii (Choi, D.W.,
(1997) Nature Medicin, 3, 10, 1073), dale srdecni tkéané
(Zingarelli, B. a kol. (1997), Cardiovaskular Research, 36,
205) a oka (Lam, T.T. (1997), Res. Comm. in Molecular
Pathology and Pharmacology, 95, 3, 241). PARP aktivace
indukovand medidtory za&nétu byla také ©pozorovand u
septického Soku (Szabo, C. a kol. (1997), Journal of
Clinical Investigation, 100, 3, 723). V téchto pfipadech je
aktivace PARP spojend s rozsdhlou spotfebou NAD". JelikoZ
pro biosyntézu jednoho molu NAD' jsou spot¥ebované &ty¥i
moly ATP, je tak bunéé&nd dodavka energie drasticky sniZena.

Disledkem je buné&&nd smrt.

Inhibitory PARP1l popsané ve vySe uvedené odborné literatufe
jsou nikotinamid a 3-aminobenzamid. 3,4-Dihydro-5-[4-(1-
piperidinyl)butoxy]-1(2H)-isochinolon byl popsan v
Takahashi, K. a kol. (1997), Journal of Cerebral Blood Flow
and Metabolism 17, 1137. Daldi inhibitory Jjsou popsané
napriklad v Banasik, M. a kol. (1992) J. Biol. Chem., 267,
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3, 1569 a Griffin, R.J. a kol. (1995), Anti-Cancer Drug
Design, 10, 507.

Vysokomolekularni vazebni partne?i popsani pro lidskou
PARP1 obsahuji protein  XRCC1 (X-ray  repair cross-
complementing 1), ktery je zapojen do opravy odstrafujici
bdze vystfiZenim (base excision repair) (BER), ktery vazZe
cestou motivu zinkového prstu a BRCT (BRCAl C-konec) modulu
(aminokyseliny v poloze 372-524) (Masson, M. a kol., (1998)
Molecular and Cellular Biology, 18,6, 3563).

Podstata vynalezu

Vzhledem k ruznym fyziologickym a patologickym funkcim PARP
se predlozZeny vyndlez se tykd novych homologli PARP. DGvod
pro ziskdni homolognich enzymd PARP Dby spolival v
daleZitosti pro vyvoj novych cili pro plsobeni 1éka a
novych 1lékd, za G&elem =zlepSeni diagndézy a/nebo terapie
patologickych stavd ve kterych se UG&astni PARP, homology
PARP nebo z nich odvozené latky.

Shledali Jjsme, Ze se predmétu vyndlezu docili =ziskénim
homologli PARP, s vyhodou odvozenych z ¢&lovéka a Jjinych
savcu, které maji aminokyselinovou sekvenci, kteréd

a) obsahuje funk&ni NAD" vazebnou doménu, tj. PARP
“podpisovou” sekvenci majici charakteristicky GX;GKG motiv;
a

b) v N-koncové oblasti sekvence, tj. v oblasti prvnich 200,
obzvlasté napriklad v oblasti prvnich 100, N-koncovych
aminokyselin, nem& PARP sekvenci motivl zinkovych prstu

obecného vzorce
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ve kterém
m je celé ¢&islo od 28 nebo 30 a X jsou zbytky, kterymi
jsou, nezavisle jeden na druhém, jakékoli aminokyseliny;

a jejich funkéni ekvivalenty.

Vzhledem k tomu, Ze molekuly PARP podle pfedloZeného
vynalezu, pfedstavuji obzvla3té funkéni homology, vykazuji
také ©prirozen& poly(ADP-ribdza)-syntetizujici aktivitu.
Této aktivité hlavn& odpovidd NAD vazebnd doména, kterd je

umisténa na C-konci.

Hlavni charakteristikou enzymd PARP podle ptredloZeného
vyndlezu, je takto pritomnost funk&ni NAD' vazebné domény
(PARP podpis), kterd je umisténd v C-termindlni oblasti
aminokyselinové sekvence (tJ. ptiblizZné v oblasti
poslednich 400, jako napf¥iklad poslednich 350 nebo 300, C-
termindlnich aminokyselin), v kombinaci s N-termindlni
sekvenci, kterda nem& motivy zinkovych prstd. Vzhledem k
tomu, Ze motivy zinkovych prstld ve zndmych PARP enzymech
pravdépodobné pfispivaji k rozpoznani DNA zloml, mé&lo by se
pfedpokléadat, Ze proteiny podle pfedloZeného vynalezu
nejsou v interakci DNA nebo k tomu Jjinou cestou
nepfispivaji. Prisludnymi biochemickymi testy bylo
prokdzano, Ze enzym PARP2 podle ptedloZeného vynédlezu miZe
byt aktivovan 'aktivovanou DNA' (tj. DNA po parcidlnim
natrdveni enzymem DN&zal). Z toho muZe byt dale shrnuto, Ze
PARP2 podle pfedloZeného vyndlezu mé DNA vazebné

vlastnosti. Nicméné mechanismus DNA vazby enzymu a enzymové
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aktivace se 1i31 mezi enzymy PARP podle ptedloZeného
vynadlezu a PARPl. Jeho vazba DNA a enzymovad aktivace Je,
jak jiZz bylo wuvedeno, zprostfedkovand charakteristickym
motivem zinkového prstu. Takové motivy nejsou p#itomné v
enzymech PARP podle predloZeného vynadlezu. Pravdépodobné
jsou tyto vlastnosti zprostfedkované kladné nabitymi
aminokyselinami v N-koncové oblasti enzymd PARP podle
predloZeného vyndlezu. Vzhledem k tomu, Ze ‘aktivovanéd DNA’
(tj. naptriklad DNA po parcidlnim natrdveni enzymem DNazal)
obsahuje velmi pocetné defekty  (jednovldknové zlomy,
jednovldknové mezery, jednovldknové prfekryvajici se konce,
dvouvléknové zlomy atd.), Jje moZné, Ze prestoZe PARPl a
enzymy PARP podle p¥edloZeného vyndlezu Jsou aktivované
néjakou =z ‘'aktivanych DNA', tak je to jinou subpopulaci
defektd (naptiklad jednovldknovymi mezerami namisto

jednovléaknovych zlomu).

Funkéni NAD' vazebnd doména (tj. katalytickd doména) vazZe
substrat pro syntézu poly-(ADP-ribdzy). Ve shodé se znamymi
enzymy PARP je zvl1asté& pritomnad sekvence motivu GX'X?X3GKG,
ve kterém G je glycin, K je lysin a X', X* a X° jsou,
nezavisle jeden na druhém, jakékoli aminokyseliny. Nicménég,
jak bylo ukédzédno, srovndnim aminokyselinovych sekvenci NAD"
vazebnych domén PARP molekul podle pfedloZeného wvyndlezu,
s pred tim odhalenym lidskym PARP1, se sekvence podle
pfedloZeného vyndlezu pfekvapivé vyznamné 1isi od zndmych

sekvenci pro NAD" vazajici doménu.

Vyhodna skupina PARP molekul podle predloZeného vynalezu mé
s vyhodou nésledujici spolecny obecny sekvencéni motiv v

katalytické doméné:
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PXn (S/T)GX3GKGIYFA (SEQ ID NO:11), obzvlasté
(S/T)XGLR(IL/V)XPXn(S/T)GX3GKGIYFA (SEQ ID NO:12), s vyhodou
LLWHG (S/T)X7IL(S/T)XGLR(I/V) XPX, (S/T)GX3GKGIYFAX3SKSAXY

(SEQ ID NO:13)

ve kterém (S/T) popisuje alternativni obsazeni této
sekvenc&ni pozice S nebo T, (I/V) popisuje alternativni
obsazeni této sekvendéni pozice I nebo V a n je celé &islo
od 1 do 5 a X Jsou zbytky, kterymi jsou, nezédvisle jeden na
druhém, Jjakékoli aminokyseliny. Posledni motiv Jje také

nazyvan jako motiv "PARP podpisu".

Automodifikadni doména je s vyhodou pfitomna podobné& jako v
enzymech PARP podle predloZeného vyndlezu. MuzZe byt
umisténa napfiklad v oblasti p¥ibliZné od polohy 100 do 200
aminokyseliny protismérné vzhledem k N-termindlnimu konci

NAD* vazebné domény.

Homology PARP podle pfredloZeného vynadlezu mohou navic
obsahovat, protismé&rné vzhledem k N-koncové NAD" vazebné
doméné (tj. od asi 30 do asi 80 aminokyselin bliZe k N-

konci), sekvenci motivu leucinového zipu obecného vzorce
(L/V) XsLXcLXeL, (SEQ ID NO:14),

ve kterém (L/V) pfédstavuje alternativni obsazeni této
sekvencni pozice L nebo V a X jsou zbytky, kterymi jsou,
nezdvisle jeden na druhém, jakékoli aminokyseliny. Motivy
leucinového zipu podle pfredloZeného vyndlezu se 1i3i1 ve své

pozici od motivd leucinového zipu popsanych u PARP =z
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Drosofily. Leucinové zipy mohou vést k homodimerim (dvé
PARP molekuly) nebo heterodimeriim (jedna PARP molekula s

molekulou vazebného partnera, ktery se od ni 1isi).

Homology PARP podle ptredloZeného vyndlezu s vyhodou navic
obsahuji, smérem k N-konci od vySe uvedenych sekvenci
leucinovym ziplm podobnych motivd, tj. asi od 10 do 250
aminokyselinovych zbytkl bliZe k N-konci, alespoil jedté

jeden z nasledujicich motivl Caste&né sekvence:

LXgNX,YX,QLLX (D/E) XpWGRVG, (motiv 1; SEQ ID NO:15)
AX3FXKX G KTXNXWX s FX3PXK, (motiv 2; SEQ ID NO:16)

QXL (I/L) X2 IXgMX1oPLGKLX3QIXeL, (motiv 3; SEQ ID NO:17)
FYTXIPHXFGX3PP, (motiv 4; SEQ ID NO:18)

a

KX3LX;LXDIEXAX,L (motiv 5; SEQ ID NO:19),

ve kterém (D/E) popisuje alternativni obsazeni této
sekvenéni polohy D nebo E, (I/L) popisuje alternativni
obsazeni této sekvenc¢ni polohy I nebo L, b je integrélhi
hodnota nabyvajici hodnoty 10 nebo 11 a X jsou zbytky,
kterymi  jsou, nezavisle jeden na druhém, jakékoli
aminokyseliny. Nejvyhodnéji jsou tyto motivy 1 aZ 5 vSechny
pf¥itomné na stanovené sekvenci, s tim, Ze motiv 1 Je

nejbliZe N-konci.

Vyde uvedeny PARP podpisovy motiv Jje nésledovén v
proteinové sekvenci podle predloZeného vyndlezu alespon
je8té jednim z nésledujicich motivil:

GX;LXEVALG (motiv 6; SEQ ID NO:20)

GX28X4GX3PXalXGX,V (motiv 7; SEQ ID NO:21) a




E(Y/F)XYX30X,YLL (motiv 8; SEQ ID NO:22)

ve kterém (Y/F) popisuje alternativni obsazeni této
sekven&ni polohy Y nebo F a je rovno hodnotédm od 7 do 9 a X
je v kaZdém pripadé néjakd aminokyselina. Nejvyhodn&ji jsou
t¥i C-termindlni motivy v8echny pfitomné a na stanovené

sekvenci je motiv 8 nejbliZe konci.

Vyhodné& struktura PARP podle predloZeného vynédlezu je niZe

schematicky popséna:

Motivy 1 aZ 5/PARP podpis/motivy 6 aZ 8 nebo motivy 1 az
5/leucinovy zip/PARP podpis/motivy 6 aZ 8

daldi =z aminokyselinovych zbytkt, Jjako napfiklad aZ 40
aminokyselinovych zbytki, mohu byt usporadény mezi
individuédlnimi motivy a dal3i z aminokyselinovych zbytki,
jako naptiklad az 80 aminokyselinovych  zbytkd 80,

uspotéddéany na N-konci a/nebo na C konci.

Homology PARP podle predlozeného vyndlezu, které Jsou
obzvladsté vyhodné, Jsou lidsky protein PARP2, lidsky
protein PARP3, my31 protein PARP3 a Jjejich funkeni
ekvivalenty. Protein ozna&ovany jako lidsky protein PARP2
obsahuje 570 aminokyselin (viz SEQ ID NO:2). Protein
oznaCovany jako lidsky protein PARP3 miZe existovat ve dvou
formadch. Typ 1 obsahuje 533 aminokyselin (SEQ ID NO:4) a
typ 2 obsahuje 540 aminokyselin (SEQ‘ID NO:6) . Formy mohou
vznikat r@znou iniciaci translace. Protein oznaCovany jako
my3i protein PARP3 existuje ve dvou formach, ktery, které

se 1i8%i jedna od druhé deleci 5 aminokyselin (15 pard
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bazi). Typ 1 obsahuje 533 aminokyselin (SEQ ID NO: 8) a typ
2 obsahuje 528 aminokyselin (SEQ ID NO:10). Homology PARP
podle pfredloZené pfihladSky vyndlezu se 1i3i vyznamné& v
jejich sekvenci vzhledem k PARP proteinu z Arabidopsis
thaliana (viz vy$e). Napfiklad, PARP2 a PARP3 neobsahuji
pro rostliny specifickou PARP peptidovou sekvenci
AAVLDQWIPD, odpovidajici aminokyselinovym zbytklm \%
polohdch 143 aZ 152 u proteinu z Arabidopsis.

PfedloZeny vynédlez se déle tyka vazebnych partnefﬁ homologt
PARP podle predloZeného vyndlezu. Tyto vazebné partnery
jsou s vyhodou vybrény z

a) protildtek a fragmentld protilatek jako nap¥iklad Fv,
Fab, F(ab')?2, ’

b) proteintm podobnych sloucenin, které interaqguiji,
napfiklad cestou vy3e uvedené oblasti leucinového zipu nebo
jinou sekvenéni sekci, s PARP, a

c¢) nizkomolekuldrnich efektord, které moduluji biologickou
funkci PARP jako napfiklad katalytickou aktivitu PARP, tj.
NAD® konzumujici ADP ribozylaci nebo vazbu na aktivadni

protein nebo na DNA.

PfredloZeny vynalez se dale tykd nukleovych kyselin

sestdvajicich z

a) nukleotidové sekvence kdédujici alespoil Jjeden PARP
homolog podle ptedloZeného vynalezu nebo jeji
komplementdrni nukleotidovou sekvenci;

b) nukleotidové sekvence, kterd hybridizuje se sekvenci,
jak Jje upfesnéno v bodé a), s vyhodou s vyhodou za

stringentnich bodminek; nebo
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c) nukleotidovych sekvenci, které Jsou odvozené VA
nukleotidovych sekvenci definovanych v bodech a) a b)

degeneraci genetického kédu.

. Nukleové kyseliny, které Jsou vhodné podle ptredloZeného
vyndlezu obsahuji obzvlad3té alespon jednu z parcidlnich
sekvenci, které kéduji vySe uvedené motivy aminokyselinové

sekvence.

Nukleové kyseliny, kterym je davédna pfednost podle
p¥edloZeného vyndlezu, obsahuji nukleotidovou sekvenci, jak
je ukdzdno v SEQ ID NO: 1 a 3 a obzvladté jejich Zastecné
sekvence, které jsou charakteristické pro homology PARP
podle predloZeného vynalezu, jako napfriklad nukleotidové

sekvence sestdvajici z

a) nukleotidd v polohédch +3 do +1715 ukézané v
SEQ ID NO:1;

b) nukleotidd v polohdch +242 do +1843 ukdzané v
SEQ ID NO:3;

c¢) nukleotidd v polohdch +221 do +1843 ukdzané v
SEQ ID NO:5;

d) nukleotidd v polohdch +112 do +1710 ukézané v
SEQ ID NO:7; nebo

e) nukleotidd v polohdch +1 do +1584 ukdzané v SEQ ID NO:9

nebb tastelné sekvence podle bodd a), b), c), d) a e),
které kéduiji vySe uvedené charakteristické motivy
aminokyselinovych sekvenci homologli PARP podle pfedloZeného

vynalezu.
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PredloZeny vynadlez se dale tykd kazet exprese, které
obsahuji alespofi jednu z vySe popsanych nukleotidovych
sekvenci podle pfedloZeného vynalezu, pod genetickou
kontrolou regulacnich nukleotidovych sekvenci. Tyto mohou
byt pouZity pro p¥ipravu rekombinantnich vektorl podle
pfedloZeného vyndlezu, jako naptiklad virovych vektord nebo
plazmidd, které obsahuji alespon Jjednu kazetu exprese podle

pfedloZeného vyndlezu.

Rekombinantni mikroorganismy podle pfedlcZeného vyndlezu,

jsou transformované alespon jednim vySe uvedenym vektorem.

PfedloZeny vyndlez se také tykad transgennich savci, u nichz
byla provedena transfekce vektorem podle predloZeného

vynadlezu.

PredloZeny vynalez se dale tykd zpusobl in vitro detekce
PARP inhibitor®i, kterd mbZe byt provedena homogenné nebo

heterogenné a kterd sestava z

a) inkubace poly-ADP-ribdézilovatelného cile na nosici
nebo bez noside s reakéni smési, kterd sestévé z

al) PARP homologu podle pfedloZeného vynalezu;

az2) PARP aktivatoru; a

a3) PARP inhibitoru nebo analytu, ve kterém se

predpoklada pritomnost alespon jednoho PARP

inhibitoru;
b) provedeni polyADP ribozylacni reakce; a
c) kvalitativniho nebo kvantitativniho wurcéeni polyADP

ribozylace cile.
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Zpusob detekce se s vyhodou provadi preinkubaci PARP
homologu s PARP aktivdtorem a PARP inhibitorem nebo
analytem, ve kterém se predpoklddd pfritomnost alespon
jednoho PARP inhibitoru, napfiklad po dobu 1 aZz 30 minut,

pred  provedenim poly-ADP ribozylaldni reakce.

Po aktivaci prostfednictvim DNA s jednovldknovymi zlomy
(oznaCované Jjako "aktivovand DNA" ©podle pfedloZeného
vynalezu), PARP poly-ADP ribozyluje velky pocet jadernych
proteintt v p¥ritomnosti NAD. Tyto proteiny obsahuji, na

jednu stranu PARP jako takovou, ale také histony atd.

Poly-ADP-ribozylovatelny cil, ktery je s vyhodou pouZivan v
zpisobu detekce je protein histonu v jeho pfirozené formée
nebo z n&ho odvozeny ekvivalent, ktery Jje moZné poly-ADP-
ribozylovat. Histonovy preparat, dodavany firmou Sigma
(SIGMA, katalogové ¢islo. H-7755; histon typu II-AS
z ov&iho brzliku, Luck, J. M. a kol., J. Biol. Chem., 233,
1407 (1958), Satake K. a kol., J. Biol. Chem, 235, 2801
(1960)), byl pouZit jako pfiklad. V principu Jje moZné
pouZit vSechny typy proteind nebo jejich &asti, u kterych
je moZné provést poly-ADP-ribozylaci za pomoci PARP. Tyto
jsou s vyhodou jaderné proteiny, tj. histony, DNA
polymerdza, telomerdza nebo samotnd PARP. Syntetickeé
peptidy odvozené z odpovidajicich proteind mohou také

u¢inkovat jako cil.

Pro ELISA detekci podle predloZeného vyndlezu moZné pouzZit
mnoZstvi histon v rozmezi od okolo 0,1 upg/jamku do
mnoZstvi okolo 100 pg/jamku, s vyhodou mnoZstvi okolo 1

pg/jamku do okolo 10 pg/jamku. MnoZstvi PARP enzymu Jjsou Vv




rozmezi od okolo 0,2 pmol/jamku do mnoZstvi okolo 2
nmol/jamku, s vyhodou od okolo 2 pmol/jamku do okolo 200
pmol/jamku, reakéni smés sestdvd v kaZdém pripadé z
mnoZstvi 100 pg/jamku. SniZeni na men3i jamky a reakéni

objemy, které jsou odpovidacim zplsobem mensi, je mozZné.

Pri HTRF detekci podle predloZeného vyndlezu Jjsou pouZita
stejnd mnoZstvi PARP a mnoZstvi histonu nebo modifikovanych
histond je v rozmezi od okolo 2 ng/jamku do okolo 25
ng/jamku, s vyhodou od okolo 25 ng/jamku do okolo 2,5
pg/jamku, reakéni smés sestavd v kazdém pfipadé z mnoZstvi
50 pl/Jjamku. SniZeni na mens$i jamky a reakéni objemy, které

jsou odpovidacim zplsobem men3i, je mozZné.

Pouzivany PARP aktivdtor podle pfedloZeného vyndlezu je s

vyhodou aktivovand DNA.

Ruzné typy poSkozené DNA mohou fungovat jako aktivator. DNA
poskozenl miZe byt vytvofeno natravenim DNazami nebo jinymi
DNA-modifikujicimi enzymy (t7. restrikénimi
endonukledzami), iradiaci nebo jinymi fyzikdlnimi zpusoby
nebo chemickym plsobenim na DNA. Dale je moZné simulovat
situaci DNA poskozeni cilenym zplsobem za pouZiti
syntetickych oligonukleotidd. V pokusech wuvedenych jako
pfiklad byla pouzita aktivovand DNA =z ov¢&iho brzliku
(Sigma, produkt Cislo D4522; CAS: 91080-16-9, =ziskana
zplsobem, ktery popsali Aposhian a Kornberg za pouZiti DNA
z ovéiho brzliku (SIGMA D-1501) a deoxyribonukleazy typu I
(D-4263). Aposhian H. V. a Kornberg A., J. Biol. Chem.,
237, 519 (1962)). Aktivovand DNA byla pouZita v oblasti
‘koncentraci jdoucich od 0,1 do 1000 ng/ml, s vyhodou




(XX X )
(AKX )
(XXX
000
(XXX J
(XX X
[ A XX ]
*
00
L]
L]

oe (X )

jdoucich od 1 do 100 pg/ml, na reakéni krok.

PolyADP ribozyladni reakce v zplsobu podle pfedloZeného
vyndlezu, za&ne pridanim NAD'. Koncentrace NAD byly v
oblasti mnoZstvi od okolo 0,1 pM do okolo 10 mM, s vyhodou

v oblasti mnoZstvi od okolo 10 uM do okolo 1 mM.

PolyADP ribozylace cile na nosici Je urcena ve varianté
vyse uvedeného zpusobu, kterd mlZe Dbyt provedena
heterogenné, za pouZiti anti-poly(ADP-ribdza) protiléatek.
Aby toto bylo provedeno, Jje reakéni smé&s odd&€lena od cile
na nosidi, promyvédna a inkubovédna s protildtkou. Tato
protilatka miZe sama byt  oznacena. Nicménég, jako
alternativa pro urdeni navazané anti-poly(ADP-ribéza)
protilatky, mdZe byt pouzZita sekundadrni oznacena protiléatka
nebo odpovidajici oznaeny fragment protilatky. Vhodna
znadeni jsou napfriklad radioznaceni, chromoforové znaceni
nebo fluoroforové znaceni, navazani biotinu,
chemiluminescendéni znaceni, znaceni za pomoci
paramagnetického materidlu nebo s vyhodou enzymové znaceni,
tj. kfenovou peroxyddzou. Odpovidajici techniky detekce

jsou znémy odbornikim v oboru.

Ve variant& vyde uvedeného procesu, ktery miZe byt ptoveden
homogenné& je cil, ktery neni na nosic¢i, oznalen akceptorem
fluoroforu. Cil, ktery Jje s vyhodou pouZit v tomto pripadé
je histon, na ktery je navéazan biotin, akceptor fluoroforu
je navézadn prostfednictvim avidinu nebo streptavidinu na
biotinové skupiny histonu. Obzvlad3té vhodnymi akceptory
fluoroforu jsou fykobiliproteiny (t3. fykokyaniny,
fykoerytriny), napfiklad R-fykokyanin (R-PC), alofyko-

e
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kyanin (APC), R-fykoerytrin (R-PE), C-fykokyanin (C-PC), B-
fykoerythrin (B-PE) nebo jejich kombinace s néjakym dalsim
z nich nebo s fluorescenénimi barvivy jako jsou Cy5, Cy7
nebo Texasska derven (Texas Red) (Tandem system)
(Thammapalerd, N. a kol., Southeast Asian Journal of
Tropical Medicine & Public Health, 27(2): 297-303 (1996);
Kronick, M. N. a kol., Clinical Chemistry, 29(9), 1582-1586
(1986); Hicks, J. M., Human Pathology, 15(2), 112-11¢
(1984)). Barvivo XL665 pouzZité v prikladech je navazano na
alofykokyanin (Glazer, A. N., Rev. Mikrobiol., 36, 173-198
(1982); Kronick, M. N., J. Imm. Met., 92, 1-13 (1986);
MacColl, R. a kol., FycobiliProteins, CRC Press, Inc., Boca
Raton, Florida (1987); MacColl, R. a kol., Arch. Biochem.
Biophys., 208(1), 42-48 (1981)).

V homogennim zplUsobu je navic davéna pfednost wurceni
polyADP ribozylace cile, ktery neni na nosici, za pouziti
anti-poly (ADP-ribbza) protilatek, které Jjsou oznacené
donorem fluoroforu, ktery Jje schopny pfenosu energie na
akceptor fluoroforu, kdyZ jsou si donor a akceptor blizko v
prostoru diky vazb& oznaCené protilatky mna polyADP-
ribozylovany histon. Europium kryptat Jje s vyhodou pouZit

jako donor fluoroforu pro anti-poly(ADP-ribdza) protilatku.

Krom& pouZitého europium kryptdtu je také moZné pouZit jineé
sloudeniny jako potencidlnich donort molekul. Toto miZe ale
vyZadovat modifikaci kryptatové mfizky. Je také moZné si
predstavit nahrazeni europia Jjinym lantanidem Jjako je
terbium. Je nutné, aby fluorescence trvala dlouho pro
dosaZeni <&asového zpoZdéni (Lopez, E. a kol., Clin. Chem.
39/2, 196-201 (1993); US Patent 5,534,622).
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VySe popsané zpusoby detekce jsou zaloZené na principu,
spoc¢ivajicim na existujici korelaci mezi PARP aktivitou a
mnozstvim ADP-ribézovych polymerlt vytvofenych na histonech.
Zde popsany pokus umoZnuje kvantifikovat ADP-ribdzové
polymery =za pouziti specifickych protildtek p#i detekci
pomoci ELISA a HTRF (homogenous time~-resolved
fluorescence). Specifické provedeni testd s detekci ELISA a

HTRF je popsané podrobnéji v nasledujicich p#ikladech.

Vyvolany detekéni systém HTRF (homogeneous time-resolved
fluorescence) mé&ri tvorbu poly(ADP-ribdz) na histonech =za
pouZziti specifickych protildtek. Na rozdil od detekce
pomoci ELISA je tato detekce provedena v homogenni fazi bez
kroki separace a myti. Tim se dojde k vy3si vykonnosti a
menSi moZnosti wvzniku chyb. HTRF je zaloZeno na pfenosu
fluorescenc¢ni rezonanc¢ni energie (fluorescence resonance
energy transfer) (FRET) mezi dvéma fluorofory. Ve FRET
detekci mbGZe prenddet excitovany donor fluoroforu svoji
energii na akceptor fluoroforu, kdyZ Jsou si Jjsou oba
blizko Jjeden druhému v prostoru. V HTRF technologii e
donor fluoroforu europium kryptat [(Eu)K] a akceptor Jje
XL665, stabilizovany alofykokyaninem. PouZiti europium
kryptdtu je zaloZeno na studii Jean Marie Lehn (Strasbourg)
(Lopez, E. a kol., Clin. Chem. 39/2, 196-201 (1993); US
Patent 5,534,622).

V homogenni detekci jsou vSechny komponenty také p¥itomny

sees

b&hem mé&¥eni. Zatimco toto predstavuje vyhody pro provedeni

detekce (rychlost, komplexita), Jje nutné predem zamezit

interferenci komponent detekce (inherentni fluorescence,

sose
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zh&Seni barvivy atd.). HTRF predem zamezi takové
interferenci mé&¥enim s Casovou prodlevou p¥i dvou vlnovych
délkadch (665 nm, 620 nm). HTRF se vyznacuje velmi dlouhym
polod¢asem a mé&¥eni s Casovou prodlevou je proto moZné. Neni
zde Z2A4dnd interference pochédzejici z fluorescence pozadi
s kratkou Zivotnosti (tj. =z detekénich komponent nebo
inhibitort knihovny lé&tek). Navic je méfeni vidy provedeno
pfi dvou vlnovych délkéch za Ucelem kompenzace zhaSecich
efektll barevnych latek. HTRF detekce miZe byt provedena
napfiklad v 96 nebo 384 Jjamkovém formédtu mikrotitracni
desticky a je vyhodnocena za pouZiti detekéniho analyzatoru

HTRF mikrodesticky (Canberra Packard).

Vynalez se také tykd nésledujicich in vitro provadénych
screeningovych zplsobl na vazebné partnery PARP, obzvlasteé

na PARP homolog podle predloZeného vynédlezu.

Prvni wvarianta je provedena

al) imobilizaci alespofl jednoho PARP homologu na nosic;

bl) uvedenim v kontakt imobilizovanéhc PARP homologu
s analytem, ve kterém se predpoklada pritomnost alespon
jednoho vazebného partnera; a

cl) urcéeni, tam, kde je to vhodné po inkubacni periodé,

sloZek analytu navazanych k imobilizovanému PARP homologu.

Druh& varianta je provedena

a2) imobilizaci analytu na nosi¢, ktery sestdvd z alespon
jednoho moZného vazebného partnera pro PARP homolog;

b2) uvedenim v kontakt imobilizovaného analytu s alespon
jednim PARP homologem pro ktery je nalezen vazebny partner;

a
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c3) prohlédnuti imobilizovaného analytu, tam, kde je to
vhodné po inkubaéni periodé, za UCelem zjisténi vazby PARP

homologu.

PtedloZeny vynadlez se také tykd zplsobl pro kvalitativni
nebo kvantitativni urceni nukleové kyseliny kdédujici PARP

homolog, kterd sestava z

a) i1nkubace biologického vzorku s definovanym mnoZstvim
exogenni nukleové kyseliny podle pFfedloZeného vynédlezu
(naptiklad o délce okolo 20 do 500 bazi nebo delsi),
hybridizace, s vyhodou za stringentnich podminek, urceni
hybridizace nukleovych kyselin a tam, kde je to vhodné,

porovnani se standartem; nebo

b) inkubace biologického vzorku s definovanym mnoZstvim
part oligonukleotidovych primerd se specificitou pro
nukleovou kyselinu kédujici PARP homolog, amplifikace
nukleové kyseliny, urceni amplifikaéniho produktu a tam,

kde je to vhodné, porovnani se standartem.

PtedloZeny vynalez se déle tyké zplsobu pro kvalitativni
nebo kvantitativni urdeni PARP homologu podle pfredloZeného
vyndlezu, kterd sestava z

a) inkubace biologického vzorku s alesponl jednim vazebnym
partnerem specifickym pro PARP homolog,

b) detekce komplexu vazebného partneru/PARP a tam, kde je
to vhodné, ' ' ‘

¢) srovnani vysledku se standartem.

Vazebny partner Jje v tomto pfipadé s vyhodou anti-PARP

*00e
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protilatka nebo jeho vazebny fragment, na ktery je navazana

detekovatelnd znacdka, tam, kde je to vhodné.

Zptsoby podle pfedloZeného vyndlezu pro ur&eni PARP,
obzvl1asté homologlh PARP a sekvenci nukleovych kyselin
kédujicich PARP, Jsou vhodné a vyhodné pro diagndzu
poskozeni tkéné spojenych se sepsi nebo s ischemii, jako
jsou obzvlasSté mrtvice, srdecni infarkty, diabetes nebo

septicky 3ok.

PredloZeny vyndlez se déle tykd zplsobu urleni uG¢innosti
PARP efektor®, kterd sestavi z

a) inkubace PARP homologu podle ptredloZeného vynédlezu s
analytem, ktery obsahuje efektor fyziologické nebo
patologické PARP aktivity; opétovného odstranéni efektoru,
tam, kde je to vhodné; a

b) urdeni aktivity PARP homologu, je-li to vhodné, tak po

p¥idéni substratl a kosubstratt.

PredloZeny vyndlez se dale tykd kompozic genové terapie,
které obsahuji ve vehikulu p¥ijatelném pro genovou terapii
konstrukt nukleové kyseliny, ktery

a) obsahuje nukleovou kyselinu opacné polarity vzhledem ke
kédujici nukleové kyseliné podle prfedloZeného vynalezu;

nebo
b) ribozym proti nekddujici nukleové kyseliné podle
pfedloZeného vynalezu; nebo

c) kuje specificky PARP inhibitor.

PfedloZeny vynadlez se dale tvkd farmaceutické kompozice

LX)
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obsahujici, ve farmaceuticky pfijatelném vehikulu, alespon
jeden PARP protein podle pfredloZeného vynélezu, alesponl
jeden PARP vazebny partner podle predloZeného vynédlezu nebo
alesporl Jjednu kédujici  nukleotidovou  sekvenci  podle

ptedloZeného vynalezu.

Kone&né& se predlozZeny vyndlez tykd pouZiti wvazebnych
partnera PARP homologu pro diagndzu nebo terapii
patologickych stavl, p¥i jejichZz vyvoji a/nebo postupu se
uCastni alesponl jeden PARP protein, s vyhodou PARP homolog
podie predloZeného vynédlezu nebo z ného odvozeny
polypeptid. PouZivanym vazebnym partnerem miZe Dbyt
naptriklad nizkomolekuldrni vazebny partner jehoz
molekuldrni hmotnost mlZe byt napfiklad mensi neZ asi 2000

dalton® nebo mendi neZ asi 1000 daltond.

P¥edloZeny vyndlez se navic tykd pouZiti PARP vazebnych
partnertl pro diagndézu nebo terapii patologickych stavy,
které maji puvod v nedostatku energie. Nedostatek energie
je pro ulel predloZené prihlasky vynédlezu obzvlaste deficit
buné&né energie, ktery mlZe byt pozorovan u pacienta
nemocného systémové nebo v dané oblasti lidského téla, v
orgédnech nebo v oblastech orgadnt nebo v tkénich nebo v
oblastech tkani. Nedostatek energie je charaktérizovén NAD
a/nebo ATP depleci jdouci za (nad nebo pod) fyziologické
rozmezi rozptylu mnoZstvi NAD a/nebo ATP a mediovanou
proteinem s PARP aktivitou, obzvla3té PARP homologem podle

predloZeného vyndlezu nebo z né&ho odvozenym polyptidem.

Termin "nemoci mediované nedostatkem energie" sestava pro

u&el predloZené pfihlasky vyndlezu navic =z nemoci, ve
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kterych je poskozeni tkdné mozZné spojit s buné&énou smrti,
kterd ma& plvod v nekrdéze nebo apoptdze. Zplsoby podle
pfedloZeného vynédlezu jsou vhodné pro 1lé&bu a prevenci
posSkozeni tkéné, které vznikne z buné&&ného podkozeni, které
mé& puvod v nekrdze nebo apoptdze; poskozeni nervové tkanég,
které m& pavod v ischemii a/nebo reperfuzi; neurologické
nemoci; neurodegenerativni nemoci; cévni mrtvici; pro 1é&bu
a prevenci kardiovaskuldrnich nemoci; pro 1lé&bu 3jinych

nemoci nebo ptipady jako napfiklad s vékem spojena svalova

degenerace, AIDS nebo jiné imunodeficity; artritida;
aterosklerdéza; kachexie; rakovina; degenerativni nemoci
kosternich svall; diabetes; lebec¢ni trauma; =zanétliva

onemocnéni gastrointestindlniho traktu Jjako napfiklad
Crohnova choroba; svalova dystrofie; osteocartritida;
osteoporédza; chronickd a/nebo akutni Dbolest; selhéani
ledvin; 1schemie sitnice; septicky 8ok (jako naptiklad
endotoxicky $ok); stdrnuti kiZe nebo pov3echné starnuti;
obecné manifestace starnuti. Zpusoby podle pfedloZeného
vyndlezu mohou byt navic pouZity pro prodlouZeni Zivota a
proliferativni kapacity Dbunék téla a pro‘ senzitizaci

nadorovych bunék ve spojeni s radiacni terapii.

PfedloZeny vyndlez se obzvlasté tykd pouZiti vazebného
partneru PARP tak, jak je vySe definovdno pro diagnézu nebo
terapii (akutni nebo profylaktickou) patologickych stavuy,
které maji pavod v nedostatku energie a jsou vybrany z
neurodegenerativnich nemoci nebo po3kozeni tkané, které
vzniklo sepsi nebo ischemii, obzvla3té neurotoxickych
poruch, mrtvici, srednich infarktl, poskozeni, které
vzniklo bé&hem nebo po 1lyze infarktu (napfiklad s TPA,

Reteplase nebo mechanicky laserem nebo Rotablatorem) a
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mikroinfarktu, které vznikly béhem a po vyméné srdelni
chlopnég, aneuryzmatickych resekci a srdecnich
transplantdt, traumat hlavy a michy, infarktd ledvin
(akutni selhé&ni ledvin, akutni rendlni nedostate&nost nebo
po&kozeni béhem a po transplantaci ledvin), posSkozeni
kosterniho svalstva, infarkt@ Jjater (jaterni selhani,
poSkozeni béhem nebo po transplantaci jater), perifernich
neuropatii, s AIDS spojené demence, septickych 3Soki,
diabetu, neurodegenerativnich nemoci, které nastanou po
ischemii, traumtech (kraniocerebrédlni trauma), masivnich

krvdceni, subarachnoiddlnich krvaceni a mrtvici, jakozZ 1

neurodegenerativnich nemoci jako Jje Alzheimerova nemoc,

multi-infarktova demence, Huntingtonova choroba,
Parkinsonova nemoc, amyotrofické lateralni skleréza,
epilepsie, hlavné z celkovych epileptickych zAchvat jako
jsou petit mal a tonoklonické =zachvaty a parcidlnich
epileptickych =zachvatd, jako Jjsou =zachvaty temporalniho
laloku a komplexnich parcidlnich zachvatl, selhéni ledvin,
také v chemoterapii nédoru a prevenci metastdz a pro 1lécbu
z4n&td a reumatickych nemoci, napfiklad rheumatoidni
artritidy; dale pro lé&bu revaskularizace kriticky zuZenych
korondrnich tepen a kriticky =zuZenych perifernich tepen,

napfiklad tepen dolnich kon&etin.

Terminem "ischemie" se pro GCely predloZené prihlasky
vynédlezu mysli lokalizovand nedostatelnd dodavka kysliku
tkani, kterd vznikla zdbranou v toku tepenné krve. Celkova
ischemie wvznikéa, kdyZ je tok krve k celému mozku pferuSen
po omezenou dobu. Celkovd ischemie mGZe byt zplsobena
napfiklad srde¢ni zéstavou. Fokalni ischemie vznika, kdyZ

je &ast mozku odfiznuta od svého norméalniho krevniho
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zadsobeni. Fokalni ischemie miZe byt zptisobena

tromboembolickym uzdvérem cévy, mozkovym traumatem, edémy
nebo nadory mozku. I pfechodnd ischemie ma& Siroky rozsah
neuronédlniho podkozeni. PrestoZe poSkozeni "nervové tkane"
mAZe vzniknout aZ za dny nebo tydny po zaddtku ischemie,
jisté permanentni  poSkozeni (napfiklad bunécéna smrt
nekrézou) vznikd v prvnich nékolika minutdch po zastaveni
krevniho =zasobeni. Tato poSkozeni Jje =zplsobeno napfiklad
neurotoxicitou glutamdtu a nasledujici druhotnou reperfuzi,
jako nap¥iklad tvorbou volnych radikald (napfiklad volnych
radikdla kysliku, volnych radik&ld NO). Ischemie mohou
podobn& vzniknout v jinych organech a tkanich jako
napfiklad v srdci (srde&ni infarkt a jin&d kardiovaskularni
onemocnéni, kterd vznikla okluzi korondrnich tepen) nebo v

oku (ischemie sitnice).

P¥edloZeny vynadlez se navic tykd pouziti  ufinného
terapeutického mnoZstvi PARP vazebného partnera pro
ovlivnéni neurondlni aktivity. "Neurondlni aktivita" Jje pro
G&ely predloZené pirihlasky vyndlezu miZe sestavat ze
stimulace poskozenych neuroni, promoce neuronalni

regenerace nebo 1lé¢by neurondlnich nemoci.

Termin "neuronalni podkozeni" pro  Ucely predloZené
p¥ihladky vyndlezu m& vyznam kaZdého typu poSkozeni
"nervové tkadn&" a kaZdého fyzikdlniho nebo mentdlniho
podkozeni nebo smrti, které vzniknou z tohoto poSkozeni.
PFri&ina podkozeni miZe byt napfiklad ve svém charakteru

~ 2 z

¥i&ina metabolickd, pfidina toxickd, p¥icina chemickd nebo

o]

p¥i¢ina tepelnd a u prikladd Je tvofena dischemiemii,

hypoxiemii, traumaty, cerebrovaskuldrnim posSkozenim,
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operacemi, tlakemnm, krvacenim, iradiaci, vazospazmy,
neurodegenerativnimi nemocemi, infekcemi, epilepsii,
percepdnimi nemocemi, poSkozenym metabolizmem glutamatu a

druhotnymi efekty, které jsou jimi zpusobeny.

Termin "nervova tkai" pro GCely predloZené pfihlaSky
vyndlezu mé& vyznam rlznych komponent tvoficich nervovy
systém, skladajicich se mimo Jjiné z neuronti, bunék glie,
astrocytl, Schwannovych bunék, cévniho systému, ktery je
uvnit¥ a ktery =zésobuje centrédlni nervovy systém, mozek,

mozkovy kmen, michu, periferni nervovy systém atd.

Termin "neuroprotektivni" pro uc&ely predloZené prihlasky
vyndlezu mé& vyznam redukce, =zastaveni, zpomaleni nebo
zlepdeni neurondlniho poskozeni a ochrany, obnovy a
regenerace nervove tkane, které byla exponovana

neurondlnimu poskozeni.

Termin "prevence neurodegenerativnich nemoci" m& vyznam
moZnosti prevence, zpomaleni a zlep3eni neurodegenerativni
nemoci u lidi, u kterych takovad nemoc byla diagnostikovana
nebo kteri spadaiji do rizikové skupiny téchto
neurodegenerativnich nemoci. Lécby u 1lidi, ktefi jiZ trpi

symptomy téchto nemoci je obdobné brana na zretel.

Termin "lé&ba" pro ulely predloZené prihlad3ky vynalezu ma
vyznam
(i) prevence nemoci, poruchy nebo - stavu u 1lidi s

predispozici k uvedenému;

(11) prevence nemoci, poruchy nebo stavu zpomalenim postupu
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nemoci, poruchy nebo stavu; a
(1ii) zlep3eni nemoci, poruchy nebo stavu.

Priklady “neurologickych nemoci", které mbhou byt léceny
zpUsoby podle pfedloZeného vynédlezu jsou neuralgie
(trigemindlni, glosofaryngedlni), myastenia gravis, svalové
dystrofie, amyorofickd laterdlni sklerdza (ALS),
progresivni svalovd atrofie, periferni neuropatie, které
vznikly otravou (naptiklad otravou olovem), Guillain-
Barrého syndrom, Huntingtonova choroba, Alzheimerova nemoc,
Parkinsonova nemoc nebo nemoci plexu. Zplsoby podle
pfedloZeného vynalezu Jsou s vyhodou vhodné pro 1éé&bu
neurologickych nemoci vybrdnych z perifernich neuropatii,
které vznikly fyzik&lnim poranénim nebo chorobou; lebednich
traumat jako naptfiklad traumatického poranéﬁi mozeku;
fyzikalniho poskozeni michy; mrtvice spojené s po3kozenim
mozku, Jjako Jjsou cévni mrtvice spojené s hypoxii a
poSkozenim mozku a mozkovym reperfuznim po3kozenim;
demyelinizac¢nich onemocnéni (myelopatie, Alzheimerova
nemoc, Parkinsonova nemoc, Huntingtonova choroba,

amyotrofickd lateralni sklerdza).

Zpusoby podle pfedloZeného vyndlezu mohou byt navic pouZity
pro 1lécbu kardiovaskuldrnich nemoci. Termin
"kardiovaskularni nemoc" je pro Gcely pfedloZené p¥ihlasky
vynalezu pouzit u nemoci, které plasobi ischememii nebo
které Jjsou zplsobeny ischemii nebo ischemii/reperfuzi
srdce. Priklady jsou nemoci korondrnich cév (napfiklad
aterosklerébza), angina pectoris, ‘srde&ni infarkt,

kardiovaskularni poSkozeni, které Je zpusobeno srdedni
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zastavou nebo operaci premosténi korondrni tepny (bypassu).

Zplsoby podle pfedloZeného vyndlezu mohou byt pouZity pro
léc¢bu rakoviny nebo pro senzitizaci rakovinnych bunék na

radia¢ni terapii. Termin "rakovina" by mé&l byt vykladan ve

svém nejSirsim rozsahu. Moduléatory proteint podle
pfedloZeného vynalezu mohou byt pouZity jako
"protirakovinné terapeutické ¢&inidlo". Zplsoby mohou byt

pouzity napfiklad pro lécbu typd rakoviny nebo nédorovych
bunék, jako jsou ACTH-produkujici nadory, akutni lymfatické
nebo lymfoblastické leukemie; akutni nebo chronické
lymfocytédrni leukemie; akutni nélymfocytérni leukemie;
rakovina mocového meéchyfe; nadory mozku; rakovina prsu;
karcinom cervixu; chronicka myelocytédrni leukemie; rakovina
tlustého stfeva; lymfom T dependentni zdény; endometridza;
rakovina jicnu; rakovina Zlu¢niku; Ewinglv sarkom; rakovina
hlavy a krku; rakovina jazyka; HodgkinGv lymfom; Kaposiho
sarkom; rakovina ledvin; rakovina jater; rakovina plic;
mezoteliom; mnoholetny myelom; neuroblastom; ne-Hodgkinsky
lymfom; Hodgkinsky lymfom; osteosarkom; karcinom ovarii;
glioblastom; karcinom mlé&né Zl4azy; karcinom cervixu;
rakovina prostaty; rakovina; rakovina penisu, rakovina
slinivky Dbfisni; retinoblastom; rakovina kGZe; rakovina
zaluku; rakovina S8titné ZlAazy; karcinom dé&lohy; karcinom

pochvy; WilmsGv néddor; nebo trofoblastom.

Terminy "radiosenzitizdtor" nebo "radiadni senzitizdtor" se
pro ucCely ptredloZené ©prihldsky vyndlezu wvztahuji k
molekuldm, které zvy3ujil senzitivitu bunék v t&le na zafeni

elektromagnetickou radiaci (napfiklad rentgenovy paprsky)

oees

nebo urychluji tuto radiacdni 1léc¢bu. Radiadni senzitizétory‘

e
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zvySuji senzitivitu rakovinnych bunék k toxickym efektlm
elektromagnetické radiace. Ty, které jsou uvedené v
literatufe sestavaji z mitomycinu C, 5-bromo-deoxyuridinu a
metronidazolu. Je moZné pouZit za¥eni vlnovych délek v
oblasti od 107%° do 10 metrfd, s vvhodou gama paprska (1072°
do 10™* m), rtg-paprski (107 do 10°° m), ultrafialového
zdY¥eni (10 nm do 400 nm), viditelného svétla (400 nm do 700
nm), infracerveného zadfeni (700 nm do 1 mm) a mikrovlného

za¥eni (1 mm do 30 cm).

Nemoci, které mohou byt 1éCeny takovou terapii, Jsou
obzvlasté neoplastické choroby, benigni nebo maligni nadory
a rakovina. Lécba jinych nemoci za pouziti

elektromagnetického zareni je také moZna.

PredloZeny vyndlez bude nyni popsén detailné& s odvolanim na

priloZené obréazky, které zndzoriiuji:

Obr. 1 sekvence lidského PARP (lidsky PARP1l) a dvou enzymu
PARP, kterym je d&van pfednost podle predloZeného vynalezu
(lidsky PARP2, 1lidsky PARP3, my3i PARP3). Shody sekvenci
mezi lidskym PARP1 a lidskym PARP2, 1lidskym PARP3 nebo
my3im PARP3 jsou vyznaceny v ramelcich. Majoritni sekvence
je vyznacena nad jednotlivymi sekvencemi. Motivy zinkovych
prstd lidského PARP1 jsou umistény v oblastech sekvenci
odpovidajicich aminokyselinovym zbytk&m v polohdch 21 aZ 56
a polohach 125 az 162;

Obr. 2 Northern bloty provedené s rlznymi lidskymi tkéanémi,
aby ilustrovaly tkahové rozloZeni PARP2 a PARP3 molekul

podle pfedloZeného wvyndlezu. Pruh 1: mozek; pruh 2: srdce;
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pruh 3: kosterni sval; pruh 4: tlusté stfevo; pruh 5:
brzlik; pruh 6: slezina; pruh 7: ledviny; pruh 8: djatra;
pruh 9: tenké stfevo; pruh 10: placenta; pruh 11: plice;
pruh 12: leukocyty pochdzejici z periferni krve;
odpovidajici pozice standartu délky nukleovych kyselin (kb)

jsou vyznaceny.

Obr. 3 Northern blot provedeny s dal8imi lidskymi tkanémi,
aby ilustroval tkanové rozloZeni PARP3 molekuly podle
pfedloZeného vynalezu. Pruh 1: srdce; pruh 2: mozek; pruh
3: placenta; pruh 4: plice; pruh 5: jétra; pruh 6: kosterni

sval; pruh
_17__

7: ledviny; pruh 8: slinivka b¥i%ni; odpovidajici pozide

standartu délky nukleovych kyselin (kb) jsou vyznaceny.

Obr. 4 Western blot provedeny s rlznymi lidskymi tkanémi,
aby ilustroval tkénové rozloZeni PARP3 molekuly podle
pfedloZeného vynalezu na urovni proteinl. Pruh 1: srdce;
pruh 2: plice; pruh 3: jatra; pruh 4: slezina; pruh 5:
ledvin; pruh 6: tlusté stfevo; pruh 7: sval; pruh 8: mozek;
odpovidajici pozice standartu délky proteina (kD) Jsou

vyznaceny.

Obr. 5 Western blot provedeny s rlznymi lidskymi tké&némi,
aby 1ilustrovaly tkanové rozloZeni PARP3 molekuly podle
pfedloZeného vyndlezu. Pruh 1: frontdlni kuara mdzkové; pruh
2: zadni kbGra mozkova; pruh 3: mozecek; pruh 4: hipokampus;

pruh 5: bulbus olfactorius; pruh 6: striatum; pruh 7:
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talamus; pruh 8: mezencefalon; pruh 9: entorindlni klra;

pruh 10: most; pruh 11l: medulla; pruh 12: micha.
Obr. 6 je diagramatické wvyobrazeni PARP detekce (ELISA).
Obr. 7 je diagramatické vyobrazeni PARP detekce (HTRF).

Dalsi vyhodn& provedeni pfedloZené p¥ihlasSky vynalezu jsou

popsané v nasledujici sekci.
Homology PARP a funké&ni ekvivalenty

Pokud nebude uvedeno jinak, jsou pro Gcely predloZeného
popisu aminokyselinové sekvence uvedeny ve sméru od N-
konce. Pokud je pouzivan jednopismenkovy kéd  pro
aminokyseliny, potom G je glycin, A je alanin, V je valin,
L je leucin, I je isoleucin, S je serin, T je threonin, D
je asparagovad kyselina, N Jje asparagin, E je glutamova
kyselina, Q je glutamin, W je tryptofan, H Jje histidin, R
je arginin, P je prolin, K je lysin, Y Jje tyrosin, F je

fenylalanin, C je cystein a M je methionin.

P¥edloZeny vynadlez se neomezuje na homology PARP, které
jsou vySe specificky popsané. Naopak, ty homology, které
jsou funké&nimi ekvivalenty Jjsou do pfedmétu vynadlezu také
zahrnuty. Funkéni ekvivalenty sestédvaji jak z pfirozenYCh,
jako naptriklad druhové-specifickych nebo organove-
specifickych, tak uméle vytvofrenych variant proteint, které
jsou zde specificky popsané. Funkéni ekvivalenty podle
pfedloZeného vyndlezu se 1i3i1 pridéanim, substituci,

inverzi, inzerci a/nebo deleci jednoho nebo vice
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aminokyselinovych zbytkl lidského PARP2 (SEQ ID NO:2),

lidského PARP3 (SEQ ID NO: 4 a 6) a my3iho PARP3 (SEQ ID:8
a 10), je zde alespon zachovand NAD-vazebnd funkce
proteinu, kterd je zprostfedkovand funkéni katalytickou C-
termindlni doménou. Poly (ADP-ribébza) ~-syntetizujici
katalytickad aktivita by méla podobné byt s vyhodou
zachovana. Funkéni ekvivalenty také obsahuji, tam, kde je
to vhodné, ty varianty, ve kterych je v zé&sadé& zachovéana

oblast podobnad leucinovému zipu.

Navic 7je napfiklad moZné, vychdzejice ze sekvence 1lidsky
PARP2 nebo 1lidsky PARP3, aby se nahradily nékteré
aminokyseliny témi, které maji podobné fyzikadlné-chemické
vlastnosti (objem, bazicitu, hydrofobicitu, atd.). Je
napfriklad moZné, aby zbytky argininu byly nahrazeny zbytky
lyzinu, aby zbytky valinu byly nahrazeny zbytky isoleucinu
nebo aby zbytky asparagové kyseliny byly nahrazeny zbytky
glutédmové kyseliny. Nicméné je také moZné jednu nebo vice
aminokyselin vyménit v sekvenci, pridat v sekvenci nebo
odstranit ze sekvence nebo nékolik téchto krokil miZe byt
zkombinovano dohromady. Proteiny, které byly pozménény
touto cestou z lidskych PARP2 nebo lidskych PARP3 sekvenci
maji alespoil 60 %, s vyhodou alespoii 75 %, velmi vyhodné
alespoil 85 % homologie s pocatecni sekvenci, vypocteno za
pouziti algoritmu Pearson a Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci
(USA) 85(8), 1988, 2444-2448.

Néasledujici homologie byly urc¢eny na UGrovni aminokyselin a
na Grovni DNA mezi lidskym PARP1, PARP 2 a PARP 3 (FastA

program, Pearson a Lipman, loc. cit.):
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Aminokyselinovd homologie:

Procentuélni Procentudlni shoda

shoda v PARP podpisu
PARP1/PARP2 41,97 % (517) 86 % (50)
PARP1/PARP3 33,81 & (565) 53,1 % (49)
PARP2/PARP3 35,20 % (537) 53,1 % (49)

Cisla v zdvorkadch ukazuji pocet prekryvajicich se-

aminokyselin.

DNA homologie:

Procentualni Procentuélni shoda v

shoda PARP podpisu
PARP1/PARP2 60,81 % (467) 77,85 % (149)
PARP1/PARP3 58,81 % (420) 59,02 % (61)
PARP2/PARP3 60,22 % (269) 86,36 % (22)

Cisla v za&vorkdch poukazuji na poclet prekryvajicich se

nukleotidn.

Polypeptidy podle pfedloZeného vynadlezu mohou byt sefazeny
jako homologni poly(ADP-ribdza) polymerdzy na zaklads

vysoké miry shody v oblasti katalytické domény.

Pro predloZeny vyndlez je také dllezZité, Ze nové homology

PARP nemaji konvenéni motivy zinkovych prstd. Tato znamené,

Ze tyto enzymy nejsou nutné UGlastny v DNA opravé nebo jsou
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do té miry, Ze se 1i8i od PARPl, ale jsou jedt& schopné
provést jejich patologicky mechanizmus (NAD' spot¥ebu a tak
spotfebou energie, kterd je zpuUsobena spot¥ebou ATP). Silné
exprese proteinu, obzvlasté  PARP3, kterou je moZno
pozorovat na Western blotu vypovidd o vyznamné roli v NAD
spotfeb&. Tato Je obzvlad3té dileZitd pro vyvoj léku.
Potencidlni nové inhibitory polymerdz podle p¥edloZeného
vynalezu mohou takto inhibovat patologické funkce bez toho,
Ze by mély nepfiznivé G&inky na Z4&douci fyziologické
vlastnosti. Toto nebylo moZné s inhibitory proti enzymim
PARP znamymi do soucasnosti vzhledem k tomu, Ze zde byla
vidy také inhibice DNA opravné funkce. ©Potencidlné
mutagennimu G¢inku zndmych PARP inhibitord je takto wvelmi
lehké porozumeét. Je také moZné si vytvofit PARP inhibitory
takové, Ze GCinné€ inhibuji vSechny PARP homology s vysokou
afinitou. Vv tomto ptipadé je potenciovany Gcinek

pfedstavitelny, tam, kde je to vhodné.

PARP homolog, kterému je davan prednost podle pfedloZeného
vynédlezu a ktery je ukd&zdn v SEQ ID NO:2 (lidsky PARP2),
maze byt s vyhodou izolovan z lidského mozku, srdce,
kosterniho svalu, ledvin a jater. Exprese lidského PARP2 v

jinych tkénich nebo orgdnech je o poznéni mensi.

PARP homolog, kterému Jje davan prednost podle pfedloZeného
vynalezu a ktery je ukazédn v SEQ ID NO: 4 a 6 (lidsky
PARP3) miZe byt s vyhodou izolovidn z lidského mozku (v
tomto p¥ipadé velmi vyhodné 2z hipokampu), =ze srdce, =z
kosterniho svalu, z jater nebo z ledvin. Exprese lidského
PARP3 v jinych tkanich nebo orgénech, jéko jsou sval nebo

jater, je o poznani mensi.
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Zkuseny pracovnik, ktery ije sezndmen s izolaci proteiny,
bude pouZivat kombinaci preparativnich zplsob®, které jsou
nejvhodnéjsi v kaZdém pfipad® pro izolaci pfirozenych
enzymd PARP podle predloZeného vynalezu, 2z tkani nebo
rekombinantné p¥ipravenych enzyml PARP podle p¥edloZeného
vynédlezu. Vhodny standart preparativnich zpfisobli je popsany
napfiklad v Cooper, T.G., Biochemische Arbeitsmethoden,
Walter de Gruyter, Berlin, New York nebo v Scopes, R.
Protein Purification, Springer Verlag, New York,

Heidelberg, Berlin.

PfedloZeny vyndlez se navic tykd PARP2 a PARP3 homologd,
které, prestoZe mohou byt izolovany z jinych eukaryotickych
druht, napfiklad bezobratlych nebo obratlovfi, hlavné& jinych
savcld jako napfiklad my$i, krys, kocek, psl, prasat, ovci,
dobytka, koni nebo opic nebo z jinych organt jako jsou,
napfiklad srde¢ni sval, maji hlavni strukturdlni a funkdni

vlastnosti ur&ené enzymy PARP podle p¥edloZeného vynalezu.

Obzvlasté lidsky PARP2, ktery miZe byt izolovan z lidského
mozku a jeho funk&éni ekvivalenty, jsou &inidla, kterym je
davan prednost pro vyvoj inhibitorl neurodegenerativnich
nemoci jako napfiklad mrtvic. Je jim d&van prednost pro
vyvoj inhibitord neurodegenerativnich nemoci, protoZe miZe
byt predpokladano, Ze vyvoj léku =zaloZeny na PARP2 jako
indiké&toru umozZnuje VyVOoj inhibitort, které jsou
optimalizovany pro pouZiti na lidském mozku. Nicméng,
nemuZe byt vyloudeno, Ze inhibitory vyvinuté na zakladé
PARP2 mohou také byt pouzity pro 1écbu PARP~-

zprostfedkovanych patologickych stavd v jinych organech,
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(viz tkanové rozloZeni protein podle pFedloZeného

vynalezu) .

PARP2 a pravdépodobné PARP3 jsou také, podobné& jako PARPI1,
aktivované poskozenim DNA, pFestoZe asi pravdépodobné& jinym
mechanismem. Je moZné si pfedstavit vyznam v DNA opravé.
Zablokovani enzyml PARP podle pfedloZeného vynalezu by také
bylo wvhodné pro indikace jako jsou indikace na rakovinu
(napriklad u radiosenzitizace pacient, kte?i trpi

nadorovym onemocnénim) .

Jina hlavni biologickd vlastnost enzym@ PARP podle
pfedloZeného vyndlezu a jejich funk&nich ekvivalentd mase
byt spatfena v Jjejich schopnosti vazby interagujiciho
partnera. Lidsky PARP2 a 3 se 1i3i od predtim objevenych
enzymd PARP vy$8ich eukaryotd, jako jsou obzvladtd savci,
obsahem potencialnich, tak zvanych motivd leucinovych zipa.
Tento je typickym motivem pro interakce protein-protein. Je
mozné, Ze tyto motivy dovoluji pozm&né&ni PARP aktivity
interagujiciho partnera. Tento dodate&ny strukturdlni prvek
takto také vytvari moZny vychozi bod pro vyvoj PARP

efektoru jako naptiklad inhibitord.

PfredloZeny vyndlez se takto d&le tykad proteinl, které
interaguji s PARP2 a/nebo 3, s vyhodou téch, které

zpisobuji jejich aktivaci nebo inaktivaci.

PredloZeny vynalez se dale tykd proteinli, které maji jestsd
vySe uvedenou ligand-vazebnou aktivitu a které mohou byt
pfipraveny cilenymi modifikacemi ze specificky objevenych

aminokyselinovych sekvenci.
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Je mozZné, polinaje z peptidové sekvence proteind podle
pfedloZeného vyndlezu, aby se vytvofily syntetické peptidy,
které jsou pouZity, jako samotné nebo v kombinaci, jako
antigeny pro tvorbu polyklondlnich nebo monoklonalnich
protilatek. Také Jje moZné pouZit PARP protein nebo
fragmenty PARP proteinu pro tvorbu protildtek. P¥edloZeny
vyndlez se takto také tykd peptidovych fragmentt PARP
proteind podle pfedloZeného vynalezu, které obsahuji
charakteristické CastecCné sekvence, obzvlasté téch
oligopeptidd nebo polypeptidi, ktery obsahuji alespofi jeden
z vySe uvedenych sekvenénich motivll. Fragmenty tohoto typu
mohou byt ziskény napfiklad proteolytickym natravenim PARP

proteind nebo chemickou syntézou peptida.
Nové specifické PARP2 a PARP3 vazebné partnery

Aktivni a s vyhodou selektivni inhibitory proti proteintm
podle pfedloZeného vynédlezu, byly vyvinuté za pouZiti
systému specifické detekce vySe popsaném pro vazebné
partnery PARPZ a PARP3. Tyto inhibitory mohou byt také
aktivni vzhledem k PARP 1.

Inhibitory ziskané podle predloZeného vynalezu maji silnou
inhibié&ni aktivitu vzhledem k PARP2. Hodnoty K; mohou v
tomto pfipadé byt men3i neZ asi 1000 nM, jako men3i neZ asi
700 nM, men8i neZ asi 200 nM nebo men3i neZ asi 30 nM,

napfiklad okolo 1 do 20 nM.

Inhibitory podle pfredloZeného vyndlezu mohou mit také

ptekvapivou selektivitu na PARP2. Toto je ukédzdno pomoci
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K; (PARP1): K;(PARP2) pomé&ru pro takové inhibitory podle
pfedloZeného vyndlezu, ktery je naptriklad vyS8i neZ 3 nebo

vy$&i neZ 5, jako napriklad vy$8i neZ 10 nebo vy$3i neZ 20.

P¥iklad, ktery by mél byt zminén je 4~ (N-(4-
hydroxyfenyl)aminometyl) - (2H) -~dihydroftalazin-1-on.

P¥iprava tohoto a jinych analogh sloucenin miZe byt
provedena ve shodé s Puodzhyunas a kol., Pharm. Chem. J.
1973, 7, 566 nebo Mazkanowa a kol., Zh. Obsahch. Khim.,
1958, 28, 2798 nebo Mohamed a kol., Ind. J. Chem. B., 1994,

33, 769 které jsou zahrnuty jako reference.

Vy%e uvedend sloufenina ukazuje hodnotu Ki 113 nM pro PARPZ

a je osmkrat selektivné&jsi pro PARP2 neZ pro PARP3.
Nukleové kyseliny kédujici homology PARP:

Dokud nebude uvedeno 7jinak, nukleotidové sekvence jsou

uvedeny v predloZeném popisu ve sméru od 5' do 3' konce.

P¥edloZeny vynadlez se dale tykd sekvenci nukleovych
kyselin, kterd kéduji vyse uvedené proteiny, obzvlasté ty,
které obsahuji aminokyselinovou sekvenci zobrazenou V
SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 a 10, ale bez toho, Ze by na ni byla
p¥ihlddka vyndlezu omezena. Sekvence nukleové kyseliny,
které mohou byt pouZity podle predloZeného vynédlezu, take
obsahuji alelické varianty, které, jak je vySe uvedeno pro
aminokyselinovou sekvenci, je moZné ziskat deleci, inverzi,
inzerci, pridanim a/nebo substituci nukleotidd, s vyhodou
nukleotidd zobrazenych v SEQ ID NO: 1, 3, 7 a 9, ale s

hlavnim zachovanim biologickych vlastnosti a biologické
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aktivity odpovidajicich genovych produktd. Nukleotidové
sekvence, které mohou byt pouZity Jjsou ziskany napfiklad
nukleotidovou substituci, kterd vytvari tiché (bez alterace
aminokyselinové sekvence) nebo konzervativni Zmény
aminokyseliny (vym&na aminokyselin stejné  velikosti,

ndboje, polarity nebo rozpustnosti).

Sekvence nukleové kyseliny podle ptedloZeného vynalezu také
zahrnuji funk&ni ekvivalenty genl, Jako jsou eukaryotické
homology nap¥iklad z bezobratlych, jako jsou Caenorhabditis
nebo Drosofila nebo obratlovl, s vyhodou ze savcl, které
jsou vySe popsané. Geny, kterym je davan prednost, jsou
geny obratlovcld, které kdédujl genovy produkt, ktery ma
vlastnosti duleZité pro predloZeny vynalez, Jjak Jje vyse

uvedeno.

Nukleové kyseliny podle pFedloZeného vynalezu mohou byt

ziskany konven&ni cestou ruznymi cestami:

Napfiklad u genomické nebo CDNA knihovny mtZe byt provedeﬁ
screening na DNA, kterd kéduje PARP molekulu nebo Jjeji
gast. Napfiklad, u cDNA knihoven ziskanych z lidského
mozku, ze srdce nebo z ledvin miZe byt proveden screening
vhodnou sondou, jako napfiklad oznacenym jednovldknovym DNA
fragmentem, ktery odpovida Zastedné sekvenci vhodné delky
vybrané z SEQ ID NO: 1 nebo 3 nebo sekvenci, kterd je k nim
komplementérni. Pro tento u¢el Jje moZné napriklad, aby
fragmenty DNA knihovny, které byly preneseny do vhodného
klonujiciho vektoru byly, po transformaci bakterie, ktera
jimi byla provedena, naneseny na agarové plotny. Klony

mohou potom byt pfeneseny na nitrocelulézové filtry a po
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‘denaturaci DNA byt hybridizovdny s oznacenou sondou.

Pozitivni klony jsou potom izolovany a charakterizovany.

DNA kédujici homology PARP podle pfedloZeného vynalezu nebo
parciédlni fragmenty mohoultaké byt syntetizovany chemicky
vychdzejice z informace o sekvenci, obsazené v predloZeném
vyndlezu. Napfriklad je moZné pro tento uc¢el syntetizovat a
nasledn& ligovat oligonukleotidy o délce okolo 100 bazi
zpisobem znadmym per se, naptiklad ziskadnim vhodnych

koncovych mist, na kterych probihad travici Stépeni.

Nukleotidova sekvence podle pfedloZeného vyndlezu muZe také
byt pfipravena pomoci polymerédzové fetézové reakce (PCR)
(polymerase chain reaction). Béhem polymerdzové fTeté&zové
reakce (PCR) je cilova DNA, jako napfiklad DNA z vhodného
klonu plné délky, hybridizovana s parem syntetickych
oligonukleotidovych primerf, které Jsou dlouhé okolo 15
bazi a které se vazi k opaénym konclm cilové DNA. Sekvencni
sekce leZici mezi nimi je potom pfepsédna za pomoci DNA
polymerazy. Repetice tohoto cyklu, které nékolikrat
prob&hnou, dovoluji, aby byla cilova DNA amplifikovana (viz
White a kol. (1989), Trends Genet. 5, 185).

U sekvenci nukleovych kyselin podle ptedloZeného vynalezu
se také pokladad za zfejmé, Ze obsahuji ptepsané sekvence,
jednovldknové DNA nebo RNA sekvence kédujici a nekédujici,
komplementarni DNA sekvence, mRNA sekvence a cDNA, které

jsou z nich odvozeny.

predloZeny vyndlez dale zahrnujil nukleotidové sekvence,

které hybridizuji s vySe uvedenymi sekvencemi s vyhodou za
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stringentnich podminek. Podminky stringentni hybridizace
existuji pro u&el predloZené pfihlasky vynalezu, kdyZ
hybridizaé&ni sekveﬁce maji homologii okolo 70 do 100 %,
jako napfiklad okolo 80 do 100 % nebo 90 do 100 % (s
vyhodou v aminokyselinové sekci alespoil okolo 40, 3jako
napfiklad okolo 50, 100, 150, 200, 400 nebo 500

aminokyselin).

Stringentni podminky pro screening DNA, obzvlasté cDNA

knihovny, existuji nap¥iklad, kdyZ je hybridizaclni smés
promyvana 0,1X SSC pufrem (20X SSC pufr = 3M NaCl, 0,3M
citrat sodny, pH 7,0) a 0,1 % SDS pfi teplot& okolo 60sC.

Northern blotové analyzy jsou provadény s vyhodou za
stringentnich podminek 0,1X SsC, 0,1 % SDS napfriklad prfi
teploté& okolo 65sC.

Derivaty nukleovych kyselin a konstrukty exprese:

U sekvenci nukleovych kyselin se pfedpoklddad, Ze také
sestavaji =z derivatt, Jjako Jjsou napfiklad promotorové
varianty nebo varianty alternativniho sestfihu. Promotory
operativng vazané protism&rné vzhledem k nukleotidové
sekvenci podle ptfedloZeného vyndlezu, mohou navic byt
pozm&nény pfiddnim nebo  pfidénimi  nukleotidd  nebo
substituci &i substitucemi, inverzi &i inverzemi, inzerci
&i inzercemi a/nebo deleci &i delecemi, ale bez poSkozeni
funkce nebo aktivity promotorti. Promotory mohou mit také
zvySenu svoji aktivitu pozmé&nénim své sekvence nebo byt
uplné vyménény vice ucinnymi promotory, dokonce i =z

heterolognich organismd. Promotorové varianty, které jsou

*
sese

L

.

e

e

se0s

*

ososed




- 41 -

vy$e popsané, 7jsou pouzZity k pripravé exprese kazet podle

pfedloZeného vynalezu.

Specifické priklady sestfihovych variant lidského PARP2Z,

které mohou byt zminény, jsou:

Varianta lidského PARP2a: Deleci part bazi od paru bazi v
poloze 766 az do paru bazi v poloze 904 (viz SEQ ID NO:1).
Toto vede k posunu <&teciho ramce s novym stop kodonem
("TAA" - odpovidajici nukleotidim od polohy 922 aZz do
polohy 924 v SEQ ID NO:1). Varianta 1lidského PARPZDb:
Inzerce 5'-gta tgc cag gaa ggt cat ggg cca gca aaa ggg tct
ctg -3' za nukleotid v poloze 204 (SEQ ID NO:1). To zveétsi

aminokyselinovou sekvenci inzerci: GMPGRSWASXRVS

Pod derivaty nukleovych kyselin se také majli na mysli
varianty jejichZ nukleotidové sekvence v oblasti od -1 do -
1000 protismé&rné& vzhledem k start kodonu byly pozménény

tak, Ze genova exprese a/nebo exprese proteinu je zvySena.

Krom& nukleotidové sekvence, kterd je vy3e popsana, mohou
byt pouZity konstrukty nukleovych kyselin, které podle
predloZeného vyndlezu obsahuji ve funkéni, operativni wvazbé
jednu nebo vice jinych regulacnich sekvenci, jako Jsou
promotory, amplifikaéni signaly, enhancery, polyadenylacéni
sekvence, zadatky replikace, reportérové geny, marker geny,
které je moZné selektovat a podobné&. Tato vazba mluZe, v
zavislosti zamy$leném pouZiti, wvést k zvySené nebo sniZeneé

genové expresi.

U pfrirozenych reguladnich sekvenci je moZné navic jesté k
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novym reguladnim sekvencim jejich pfitomnost protismérné
vzhledem k aktudlnim strukturdlnim gentm. Tato p¥irozena
regulace miZe tam, kde je to vhodné, byt vypnuta genetickou
modifikaci a exprese genu zvySena nebo sniZena. Nicméneé
genovy konstrukt miZe mit také jednodussi strukturu tak, Ze
¥4dné pridatné regulaéni signdly nejsou inzertovany
protismé&rn& vzhledem ke strukturadlnim genim a Ze prirozeny
promotor se svoji regulaci neni odstranén. Namisto toho je
p¥irozend regulaéni sekvence mutovana takovou cestou, Ze k
regulaci jiZ dale nedochdzi a genové exprese je zvySena
nebo snifena. Také je moZné inzertovat dodatecné vyhodné
regula&ni prvky na 3’ konec sekvence nukleovych kyselin.
Sekvence nukleovych kyselin mohou byt pfitomny v jedné nebo

vice kopiich v genovém konstruktu.

Vyhodné regulaéni sekvence pro zptsoby exprese podle
predloZeného vyndlezu jsou napfiklad pritomny v promotorech
jako jsou cos, tac, trp, tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-lac,
laclg, T7, T5, T3, gal, trc, ara, SPS, 1-PR nebo 1-PL,
které jsou vyhodn& uzivany v Gram-negativnich bakteriich.
Jiné vyhodné regulalnich sekvence jsou pritomny napriklad v
Gram-pozitivnich promotorech amy a SPOZ, Vv kvasinkovych
promotorech ADC1, MFa, AC, P-60, CYC1, GAPDH nebo
rostlinnych promotorech CaMV/358, SSU, OCS, lib4, usp,
STLS1, B33, nos nebo v promotoru ubiquitinu nebo promotoru

fazeolinu.

V principu je moZné pouZit vsechny pfirozené promotory s
jejich regula&nimi sekvencemi. Také Je moZné a vyhodné

pouZit syntetickych promotoru.
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U zminénych regulaénich sekvenci 3je zamySlené provést
specificky expresi sekvence nukleovych kyselin a expresi
proteinu. Toto mlZe znamenat nap¥iklad v =z&vislosti na
hostitelském organismu, Ze je gen exprimovan nebo nadmérné
exprimovan pouze po indukci nebo Ze Jje ihned exprimovan

a/nebo nadmé&rné exprimovan.

Regula&ni sekvence nebo faktory mohou navic s vyhodou mit
pozitivni vliv na expresi a takto zvySovat nebo snizovat
expresi. Zesileni regulaé¢nich prvkd se miZe vyhodné& konat
na UGrovni transkripce za pouziti silnych transkripénich

signalt, jako jsou promotory a/nebo enhancery.

Nicméné& je také moZné zesilit translaci napfiklad zlepSenim

stability mRNA.

Enhancerem se m& na mysli napfiklad DNA sekvence, kterd
zpisobuje zvy3enou expresi cestou zlepSené interakce mezi

RNA polymerazou a DNA.

Rekombinantni konstrukt nukleové kyseliny nebo genovy
konstrukt je pro expresi ve vhodném hostitelském organismu
vyhodn& inzertovadn do vektoru specifického pro hostitele,
ktery vytva¥i podminky pro optimdlni expresi gena Vv
hostiteli. Vektory jsou dobfe zndmé zkuSenému pracovnikovi
a mohou byt také nalezeny v "Cloning vectors" (Pouwels P.
H. a kol., Ed., Elsevier, Amsterdam-New York-Oxford, 1985).
Kromé& plasmidd se vektorem mysli také v8echny jiné vektory
zndmé zkuSenému pracovnikovi, Jjako Jsou napfiklad féagy,
viry, Jjako jsou viry S8v40, CMV, bakulovirus a adenovirus,

transpozony, IS prvky, plazmidy, kosmidy a linedarni nebo
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cirkulérni DNA. Tyto vektory se mohou autonomné& replikovat
v hostitelském organismu nebo replikovat jako soudést

chromozomu.
Exprese genovych konstrukti:

VySe popsané rekombinantni konstrukty podle p¥edloZeného
vyndlezu Jjsou vyhodné vneseny do vhodného hostitelského
systému a Jjsou exprimovany. Klonovaci zpusoby a transfekéni
zpusoby, které Jjsou zndmé zkuSenému pracovnikovi, Jjsou s
vyhodou pouZity za UGCelem vytvoreni exprese zminénych
nukleovych kyselin v daném systému exprese. Vhodné systémy
jsou popsané napfiklad v Current Protocols in Molecular
Biology, F. Ausubel a kol., ed., Wiley Interscience, New
York 1997.

Vhodné hostitelské organismy Jjsou v principu v8echny
organismy, které umoZiuji expresi nukleovych kyselin podle
pfedloZeného vwvyndlezu, Jejich alelické wvarianty, jejich
funkéni ekvivalenty nebo derivadty nebo rekombinantni
konstrukty nukleoVYch kyselin. Hostitelskym organismem se
maji na mysli napfiklad Dbakterie, houby, kvasinky,
rostlinné nebo zvifeci buniky. Organismim, kterym je davan
pfednost jsou bakterie, jako jsou bakterie rodl

Escherichia, Jako naptiklad bakterie Escherichia coli,

Streptomyces, Bacillus nebo Pseudomonas, eukaryotické
mikroorganismy jako jsou Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus, vy38i eukaryotické Dbunky ze zvifat nebo

rostlin, napfiklad S£9 nebo CHO bunky.

Genové produkty mohou byt také exprimovany, pokud je to
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poZadovéano, v transgennich organismech jako jsou transgenni
zvirata, kterymi jsou obzvla3té mysSi, ovce nebo transgenni
rostliny. Transgenni organismy mohou také byt tak zvana
knock~outovana zvifata nebo rostliny, ve kterych
odpovidajici endogenni gen byl vypnut, Jjako napfiklad

mutaci nebo parcidlni nebo Uplnou deleci.

Kombinace hostitelského organismu a vektorl vhodnych pro
organismy, Jjako Jsou plazmidy, viry nebo fagy, Jjako
naptiklad plazmidy s RNA polymerdzou/promotorovym systémem,
fagy 1, A nebo Jjiné temperované fagy nebo transpozony
a/nebo Jjinych vyhodnych regulac¢nich sekvenci, vytvareji
expresni systém. Terminem expresni systémy md s vyhodou na
mysli naptiklad kombinace savcich bunék, jako Jjsou CHO
butiky a vektorti, jako je pcDNA3neo vektor, které jsou

vhodné pro savci bunky.

Jak je vySe wuvedeno, genové produkty mohou také Dbyt
exprimovédny vyhodné v transgennich zvifatech, napfiklad
my3ich, ovcich nebo transgennich rostlindch. Podobné je
mozné programovat bezbunécéné +translac¢ni systémy s RNA

odvozenymi z nukleovych kyselin.

Genovy produkt miZe také Dbyt exprimovdn ve fofmé
terapeuticky nebo diagnosticky vhodnych fragmentd. Pro
izolaci rekombinantnich proteinl je moZné a vyhodné pouZit
vektorové systémy nebo oligonukleotidy, které prodluzuji
cDNA nékterymi nukleotidovymi sekvencemi a takto kdéduji
pozménéné polypeptidy, ktery slouZi k ulehceni purifikace.
Vhodné modifikace tohoto typu 3Jjsou napf¥iklad tak zvané

smycky (tags), které plsobi Jjako kotvy, Jjako napriklad
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modifikace znamé Jjako hexa-histidinovad kotva nebo epitopy,
které mohou byt rozpozndny jako antigeny protildtkami
., 1988,
Antibodies: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor (N.Y.)

(popsé&no nap¥iklad v Harlow, E. a Pruh, D

Press). Tyto kotvy mohou byt pouZity k uchyceni proteinl na
pevny nosi¢ jako napfiklad na polymerovou matrici, ktera
miZe nap¥iklad byt vloZena do kolony na chromatografii nebo

na mikrotitrac¢ni desti&ku nebo na jiny nosid.

Tyto kotvy mohou také byt soudasné pouzZity k rozpoznavani
proteint. Také je moZné pouZit pro rozpozndni proteintl
konven¢ni markery jako jsou fluorescenéni barviva, enzymové
markery, které tvo¥i reakdéni produkty po reakci se
substrétem, které Je moZné detekovat nebo radioaktivni
markery, samotné nebo v kombinaci s kotvami pro odvozovani

proteint.

Produkce protilitek:

Anti-PARP2 protildtky jsou vytvofeny zpusobem, ktery Jje
zndmy zkudenému pracovnikovi. Protildtkami se maji na mysli
jak polyklondlni, tak monoklondlni, lidské nebo polidsténé
protildtky nebo fragmenty 2z protildtek, protilatky s
jednoduchym fetézcem nebo také syntetické protilatky,
podobn& jako protilatkové fragmenty jako jsou Fv fragment,
Fab fragment a F(ab'), fragment. Vhodné zplsoby produkce
jsou popsany napf¥iklad v Campbell, A.M., Monoclonal
Antibody Technology, (1987) Elsevier Verlag, Amsterdam, New
York, Oxford a v Breitling, F. a Diibel, S., Rekombinante
Antikodrper (1997), Spektrum Akademischer Verlag,
Heidelberg.
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Dalsi pouZiti kdédujici sekvence:

Pfritomnad cDNA navic vytvafi zaklad pro klonovani genomické

sekvence novych PARP genu. Tato také obsahuje relevantni

regulaCni nebo promotorovou sekvenci, kterd je k dispozici
napfiklad sekvenaci oblasti umisténé 5' smérem protismérné
cDNA podle predloZeného vyndlezu nebo umisténd v intronech
genu. Informace cDNA sekvence je také zdklad pro tvorbu
molekul, které maji opalnou polaritu nebd ribozymia, =za
pomoci zndmych zplsobl (viz Jones, J.T. a Sallenger, B.A.
(1997) Nat. Biotechnol. 15, 902; Nellen, W. a.Lichtenstein,
C. (1993) TIBS, 18, 419). Genomickd DNA maZe byt podobné
pouZita k tvorbé genOVYCh konstruktli, které Jsou vyse

popsané.

Jinou moZnosti pouzZziti nukleotidovych sekvenci nebo c¢asti
nuklebtidov?ch sekvenci Je tvorba transgennich zviftat.
Transgenni nadmérné zvySend exprese nebo geneticky knock-
out informace v sekvenci ve vhodném zvifecim modelu mlzZe
dale poskytnout cenné informace, které se tyvkaji

(pato) fyziologie novych gena.
Terapeutické aplikace:

V pripadech, kdy je pfevladdajici nedostatek proteinu podle
ptedloZeného vynédlezu, je moZné pouZit nékolik zplsoba pro
nahrazeni proteinu. Na Jjednu stranu miZe byt protein,
pfirozeny nebo rekombinantni, podavan pfimo nebo cestou
genové terapie ve formé& jeho kdédujici nukleové kyseliny

(DNA nebo RNA). Je proto moZné pouZzit jakvkoli vhodny
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" vektor, napt¥iklad jako virovd a nevirovd vehikula. Vhodné
zpusoby Jjsou popsané napfiklad Straussem a Barrangerem v
Concepts in Gene Terapie (1997), Walter de Gruyter, Publ.
Jinych alternativ je docileno stimulaci endogeniho genu

prostfednictvim vhodného agens.

Také je moZné blokovat obrat nebo inaktivaci enzyml PARP
podle predlozZeného vyndlezu, napfiklad protedzami. Kone&né&
mohou byt pouZity inhibitory nebo agonisté enzymd PARP

podle pfedloZeného vynélezu.

V situacich, kdy je PARP pfitomno v nadbytku nebo je PARP
nadmé&rné& aktivovan, mohou byt pouZity r@zné typy inhibioru.
Tato inhibice mbZe byt docilena jak molekulami, které maji
opadnou ‘ polaritu, ribozymy, oligonukleotidy nebo

protilatkami, tak i nizkomolekuldrnimi slouceninami.

Aktivni latky podle pfedloZeného vyndlezu, tj. PARP
proteiny, nukleové kyseliny a PARP vazebné partnery, Jjako
jsou napriklad protilatky nebo moduldtory, mohou byt
podavany bud jako Jjednoduché terapeuticky aktivni 1latky
nebo jako smési s Jinymi terapeuticky aktivnimi latkami.
Mohou byt podavény jako takové, ale obecné jsou podavany ve
formé farmaceutickych kompozic, tj. jako smé&si aktivni
latky nebo latek s alesponn jednim vhodnym farmaceutickym
nosiem nebo ¥edidlem. Aktivni 1l&tky nebo kompozice mohou
byt poddvany  jakymkoli vhodnym  zplsobem pro dany

terapeuticky ucel, napfiklad Usty nebo parenteralné.

Povaha farmaceutickych kompozic a farmaceutického nosice

nebo fedidla Jje zavisld na poZadovaném zpusobu podavani.
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Kompozice, které jsou podavany usty mohou byt naptriklad ve
formeé tablet nebo kapsuli a mohou obsahovat obvyklé
excipienty jako jsou pojidla (naptiklad sirup, akéacie,
zelatina, sorbitol, kozinec nebo polyvinylpyrolidon),
objemova ¢&inidla (nap¥iklad laktézu, cukr, obilny Skrob,
fosforecnan vépenaty, sorbitol nebo glycin), lubrikaéni
¢inidla (napfiklad steardt hofecnaty, talek, 'polyetylen

glykol nebo oxid k¥emiity), disintegradni  &inidla

(napfiklad 8krob) nebo zvlh&ovaci ¢&inidla (napfiklad

laurylsulfat sodny). Produkty, které jsou poddvany Usty ve
formé tekutin jsou ve formé vodnich nebo olejovych
suspenzi, roztokl, emulzi, sirupl, elixirl nebo sprej@ atd.
nebo mohou byt ve formé& suchych préaskda, ke kterym e
pfidéana voda nebo jiny vhodny nosié&. Tekuté produkty té&chto
typa mohou obsahovat konvenéni aditiva, nap#¥iklad suspenzni
¢inidla, esence, redidla nebo emulzifikatory. Pro
parenterdlni podani je moZné pouzit roztoky nebo suspenze s
konven&nimi farmaceutickymi nosidi. Parenterdlni podani
aktivnich latek podle predloZeného vyndlezu se uskutelfiuje
s vyhodou =za pouZiti tekutych farmaceutickych kompozic,
ktere mohou byt podavany parenterdlné, obzvlasté
intravendézné. Tyto s vyhodou obsahuji U&inné mnoZstvi
alesponl jedné aktivni 1l&tky, s vyhodou v rozpudté&né formé,
ve farmaceuticky prfijatelném nosi¢i vhodném pro tento ucel.
Priklady farmaceutickych nosi&ld vhodnych pro tento uac&el
jsou obzvlasté vodné roztoky, Jjako napfiklad fyziologicky
roztok, solny roztok ve fosfatovém pufru, Ringeriv roztok,
Ringerlv roztok laktédtu a tak podobné&. Kompozice miZe navic
obsahovat dodateéné latky, jako jsou antioxidanty,

chelataéni ¢inidla nebo antimikrobidlni &inidla.
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V kazdém pfipadé€ Je volba davkovani aktivni 1latky podle
pfedloZeného vynalezu a Casové rozloZeni jednotlivych davek
zadvislé na rozhddnuti oSetfujiciho lékate. OZetfujici léka?y
vybere vhodnou davku a vhodné Casové rozloZeni davkovani v
zdvislosti na zvolené <cesté podéavani, v zavislosti na
G€innosti léku v jednotlivych ptripadech, v zavislosti na
povaze a =zavainosti stavu nemoci, které m& byt 1lé&ena a
v zévislosti na stavu pacienta a jeho odpov&di na terapii.
Farmakologicky aktivni latky mohou takto napf¥iklad byt
podavany savci (Clovék nebo zvife) v davkach okolo 0,5 mg
do okolo 100 mg na kg té€lesné hmotnosti a den. Mohou byt

poddvany v jednoduché d&vce nebo v nékolika dévkach.
Neterapeutické aplikace:

Nukleové  kyseliny podle ptedloZeného vynalezu, jako
napfiklad cDNA, genomickd DNA, promotor a polypeptid a
jejich parcidlni fragmenty mohou také Dbyt uZivadny v
rekombinantni nebo nerekombinantni formé& pro vyvoj rtznych

testovych systému.

Napfiklad je mozZné vytvofrit testovy systém, ktery je vhodny
pro mé&feni aktivity promotoru nebo proteinu v p#itomnosti
testované latky. ZplUsoby méfeni v tomto p#ipadé Jsou s
vyhodou  jednoduché, napfiklad kolorimetrické zpusoby,
luminometrické zplsoby, fluorimetrické zpisoby,
imunologické zplsoby nebo radiocaktivni zpusoby a umoZiuji s
vyhodou rychlé mé¥eni velkého mnoZstvi testované 1latky.
Testy tohoto typu jsou vhodné a vyhodné pro tak zvany
vysokovykonostni screening. Tyto testové systémy umozZiuji u

testovanych latek stanovit jejich vazbu k proteintim nebo
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jejich agonismus proteind, antagonismus proteind nebo

inhibici proteinl podle pfedloZeného vyndlezu.

Ur&eni mnoZstvi, aktivity a distribuce proteintt podle
predloZeného vynédlezu nebo jejich podkladové mRNA v lidském
téle mAZe byt pouzZito pro diagndézu, pro urdeni predispozice
a monitorovani nékterych nemoci. Sekvence cDNA a genomické
sekvence mohou podobné dale poskytnout informace tykajici
se genetickych pf¥icin a predispozici k nékterym nemocim. Je
moZné pouzit pro tento u&el DNA/RNA sond a protilatek
§irokého souboru réznych typl. Nukleotidové sekvence podle
predloZeného vyndlezu nebo <&&sti nukleotidovych sekvenci
mohou déle byt pouZity ve formé& vhodnych sond pro detekci

bodovych mutaci, deleci nebo inzerci.

Proteiny podle pfredloZeného vynalezu mohou ddle byt pouZity
k identifikaci a izolaci jejich pfirozenych ligandd nebo
interagujicich partnert. Proteiny podle pfedloZeného
vyndlezu mohou byt navic pouZity k identifikaci a izolaci
umélych nebo  syntetickych  ligandt. Pro tento Gclel
rekombinantné pfipraveny nebo purifikovany prirozeny
protein mlZe byt odvozen takovou <cestou, Ze vzniknou
modifikace, ktery dovoli wvazbu k nosiCovym materidlim.
Proteiny navédzané touto cestou mohou byt inkubovany
s riznymi analyty, Jjako napfiklad proteinovymi extrakty
nebo peptidovymi knihovnami nebo Jinymi zdroji ligand.
Specificky navazané peptidy, proteiny nebo nizkomolekuldrni
neproteinové latky mohou byt izolovadny a charakterizovany
touto cestou. Neproteinovymi latkami se maji na mysli
nap¥iklad nizkomolekuldrni chemické 1latky, ktery mohou

vzniknout napt¥iklad =z klasické syntézy 1éklt nebo =z tak
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zvané latkové knihovny, které byly syntetizovany

kombinatoricky.

PouZité proteinové extrakty Jsou odvozeny napfiklad =z
homogenatl rostlin nebo <&é&sti rostlin, mikroorganismi,

lidskych nebo zvifecich tkani nebo orgéni.

Ligandy nebo interagujici partnefi mohou také byt urceni
zplsoby jako je kvasinkovy dvou-hybridni systém (Fields, S.
a Song, O. (1989) Nature, 340, 245). Expresivni banky,
které mohou byt pouZity v tomto pripadé&, mohou byt odvozeny
napfiklad z 1lidskych tké&ni, Jjako napfiklad z mozku, ze

srdce, z ledvin atd.

Sekvence nukleovych kyselin podle pfedloZeného vynélezu a
proteiny koédované sekvencemi nukleovych kyselin mohou byt
pouZzity pro vyvoj reagencii, agonistd a antagonistd nebo
inhibitor pro diagnézu a terapii chronickych a akutnich
nemoci  spojenych s expresi nebo aktivaci jedné z
proteinovych sekvenci podle pfedloZeného vynédlezu, takove
jako napf¥iklad se zvySenou  nebo sniZenou  expresi
proteinovych sekvenci. Vyvinuté reagencie, agonisté,

antagonisté nebo inhibitory mohou né&sledné& byt pouzZity pro

tvorbu farmaceutickych pfipravkd pro 1lé&bu nebo diagndzu.

nemoci. Priklady moZnych nemoci v této souvislosti jsou
nemoci mozku, nemoci periferniho nervového systému, nemoci
kardiovaskuldrniho systému nebo nemoci oka, septicky Sok,
reumatoidni artritida, diabetes, akutni selhdni ledvin nebo

rakovina.

Relevance proteini podle pfedloZeného vyndlezu, pro zminéné
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indikace byla ové&fena za pouzZiti specifickych inhibitorl u

relevantnich zvifecich modeld.

Pfiklady provedeni vynalezu

Nasledujici pfiklady déale ilustruji podrobné predloZeny

vynédlez.
Pfiklad 1: Izolace PARP2 a PARP3 cDNA

Pritomné cDNA sekvence byly nalezeny poprvé p¥i sekvencni
analyze cDNA klonG cDNA knihovny z lidského mozku (Human
Brain b5'Stretch Plus c¢DNA Library, # HL3002a, Clontech).
My3i PARP3 klony byly izolovany =z "lambda triplex cDNA
knihovny mys$iho mozku" (Clontech katalogové &islo ML5004t).
Sekvence téchto klonlt jsou popsané v SEQ ID NO: 1, 3, 7 a
9.

Pfiklad 2: Exprese PARP2 a PARP3 lidskych tkanich

Exprese lidského PARP2 a lidského PARP3 byla zkoumand u
dvandcti lisicich se lidskych tkani pomoci analyzy Northern
blot. MnohoCetny Northern blot lidskych tk&ni (Human
Multiple Tissue Northern Blot) (MTN™) dodavany Clontech
(#7760-1 a #7780-1) byl hybridizovadn pro tento Gfel s RNA
sondou. Sonda byla vytvofena in vitro transkripci
odpovidajicich c¢DNA' lidského PARP2 a lidského PARP3 v
pfitomnosti digoxigeninem oznacenych nukleotidd ve shodé se
zplusobem podle vyrobce (Boehringer Mannheim DIG Easy Hyb
katalogové ¢islo 1603 558, DIG Easy Hyb zptsob pro RNA:RNA

hybridizaci). Protokol byl pozménén provedenim
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prehybridizace: 2x1 hodina s pfidédnim DNA ze slediho sperma
(10 mg/ml hybridizaéniho roztoku). Hybridizace potom
probéhla pfes noc s pfidédnim DNA z slediho sperma (10 mg/ml
hybridizac¢niho roztoku). ProuZky byly detekovény za pouZiti
CDP-Star protokolu (Boehringer Mannheim CDP-StarN
katalogové cislo 1685 627).

Po stringentnim myti byl transkript PARP2 hlavné detekovan
v lidském mozku, v srdci, v kosternim svalu, v ledvindch a
v Jatrech. Transkript velikosti okolo 1,9 kb odpovidéd délce
uréené cDNA (1,85kb) (viz Obr. 2(A)).

V jinych tkénich nebo orgédnech je exprese lidského PARP2

znatelné slabsi.

Po stringentnim myti byl transkript PARP3 hlavn& detekovan
v srdci, v mozku, Vv ledvinadch, v kosternim svalu a v
jadtrech. Exprese v Jinych tkanich (placenta, plice,
slinivka bfisni) Je o pozndni mensi (viz Figura 2(B)).
Existuji alesponnl 2 transkripty lidského PARP3, které mohou
pravdépodobné byt vysvétleny lidicim se mistem
polyadenylace nebo alternativnim sest¥ihem. Jejich
velikosti (okolo 2,2 kb a 2,5 kb respektive) odpovidaji
délce urcené cDNA (2,3kb). Myti bylo provedeno za pouZiti
0,2 x 3SC/0,2 % SDS pfi teploté prostfedi po dobu 2 x 15
minut a potom za pouziti 0,1 x SSC/0,1 % SDS pf¥i teploté
653C po dobu 2 x 15 minut (pfipraveny z 20X SSC: 3M NaCl,
0,3M citrat sodny, pH 7,0).

Ptiklad 3: Produkce protilatek

.
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Byly vytvoreny specifické protildtky proti proteinim podle
pfedloZeného vyndlezu. Tyto specifické protildtky byly
uzivany mezi Jjinym pro analyzu tkafiového rozloZeni na
trovni proteind PARP2 a PARP3 imunoblotingovou  (Western
blot) analyzou. P¥iklady produkce takovych protildtek jsou

uvedeny niZe.

Nédsledujici peptidy byly pfipraveny syntézou pomoci zplsobu
pro vyrobu protilatek, ktery je znamy zkudenému
pracovnikovi. V nékterych pfipadech byl cysteinovy zbytek
pfipevnén na N nebo C konec sekvence za ulelem ulehéeni

parovani k KLH ("kevyhole limpet hemokyanin").

PARP-2: NH,-MAARRRRSTGGGRARALNES-CO,H (aminokyseliny v
poloze 1 aZz 20; SEQ ID NO: 23) '
NH,;~KTELQSPEHPLDQHYRNLHC-CO,H (aminokyseliny v poloze 335
aZ 353; SEQ ID NO: 24)

PARP-3: NH,;-CKGRQAGREEDPFRSTAEALK-COH (aminokyseliny v
poloze 25 aZ 44 SEQ ID NO: 25)

NH,-CKQQIARGFEALEALEEALK-CO;H (aminokyseliny v poloze 230
az 248; SEQ ID NO: 206)

Produkce anti-PARP3 protildtky Jje popsana jako modelovy
priklad.

Polyklondlni protilatky proti lidskému PARP3 byly ziskédny z
krdlika za pouzZiti syntetického peptidu majiciho peptidovou
sekvenci HoN-KQQIARG-FEALEALEEALK-CO,H (SEQ ID NO: 27)
(aminokyseliny v poloze 230 aZ 248 lidské PARP3 proteinové
sekvence). Odpovidajici my3i sekvence se 1181 v této

oblasti - pouze jednou aminokyselinou (HN=-
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KQQIARGFEALEALEEAMK-CO,H; SEQ ID NO: 28). Cystein byl také

pfipevnén na N-konec, aby proteinu umoZnil se parovat s
KLH.

Zajici byly imunizovani celkové pé&tkrat, v intervalech 7 a2
14 dnt konjugdtem KLH-peptid. Antisérum bylo =ziskéano
afinné-purifikované za pouziti antigenu. Specifickd 1IgG
protilatkova frakce byla i1zolovdna ze séra za pouZiti
odpovidajicich peptidd, které byly pro tento udel nejprve
imobilizovadny na afinni koloné zp&sobemq ktery Jje znamy
zkuSenému pracovnikovi. Odpovidajici antiséra byla vloZena
do této afinni kolony a nespecificky nasorbované proteiny

byly vymyty pufrem.

Specificky navazand IgG protilatkovd frakce byla vymyta
pomoci 0,2 M glycin/HCl pufr pH 2,2. pH bylo ihned zvygeno
za pouziti 1M TRIS/ HCl pufru pH 7,5. Eludt obsahujici IgG
protilatkovou frakci byl smisen 1:1 (objemové&) s nasycenym
roztokem siranu amonného a inkubovadn pf¥i teplot& +40sC po
dobu 30 minut aZ do Uplné precipitace. Vznikly precipitét
byl centrifugovan pri 10 000 g a po odstranéni supernatantu
rozpustén v minim&lnim mnoZstvi PBS/TBS. Vznikly roztok byl
potom dialyzovéan proti PBS/TBS v poméru 1:100 (objemov&).
Protilatky byly upraveny na koncentraci okolo 100 ug IgG
protilatky/ml. PARP3 protilatky purifikované touto cestou
m&ly vysokou specificitu pro PARP3. PrestozZe my3i PARP3 byl
rozpoznany dobfe, neprobéhla zk¥iZend reakce s PARP1 nebo

PARP2, kterou by bylo moZno pozorovat.

Pfiklad 4: Analyza tka&nového rozloZeni imunoblotingovou

analyzou (Western blot)
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Tkénové rozloZeni na Urovni protein? bylo také zkoumdno pro

PARPZ a PARP3 imunoblotingovou analyzou (Western blot).
Priprava my3ich tka&ni pro proteinové gely:

Tkédné nebo buniky byly homogenizované =za pouZiti Potteru
nebo Ultra-Turraxu. Pro homogenizaci 0,5 g tk&n& (nebo
bunék) bylo inkubovano v 5 ml pufru (10 mM Tris-HCl pH 7,5,
1 mM EDTA, 6 mM MgCl2), jedna tableta koktailu protedzového
inhibitoru (Boehringer Mannheim, katalogové ¢islo: 1836153)
a benzonaza (stupeil &istoty I, MERCK) p#¥i teplot& 37sC po
dobu 30 minut. Tkanové vzorky z my3i byly vytvofeny ze
srdce, =z plic, =z Jjater, =z sleziny, =z ledvin, z tenkého
stfeva, ze svalu, z mozku a z lidskych embryondlnich bunék

ledvin (HEK293, lidské embryondlni ledviny).
Proteinové gely:

NUPAGE systém dodavany spoleCnosti NOVEX byl pouZit ve
shodé s instrukcemi pro proteinové gely. Byly pouZity
polyakrylamidové gely (NuPAGE 4-12 % BisTris, NOVEX NP
0321), pracovni pufr (MES-Running pufr, NOVEX NP 0002),
antioxidant (NOVEX NP 0005), protein standartni velikosti
(Multi Mark Multi Colored Standard, NOVEX LC 5725), pufr
pro vzorek (NuPAGE LDS Sample pufr (4X), NOVEX NP 0007). S
gely bylo pracovano po dobu 45 minut p¥i napé&ti 200 V.

Western blot:

Western bloty byly provedeny za pouziti NOVEX systému ve
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shodé s instrukcemi. Byla pouZita nitrocelulézovd membrana

(nitroceluldza s pdry o velikosti 45 um, NOVEX LC 2001).

Pfenos probihal po dobu 1 hodiny za plisobeni proudu

velikosti 200 mA. Pufr pro ptfenos se skladdal z 50 ml
koncentratu pufru pro pfenos (NOVEX NP 0006), 1 ml
antioxidantu (NOVEX NP 0002), 100 ml metanolu analytické

stupnice a 849 ml dvakrat destilované vody.

Kromé& blotd vytvofenych touto cestou byly také pouZity
predem vytvofené bloty, napriklad od Chemicon (blot my3iho
mozku, Chemicon, katalogové <&islo: NS 106 s tkanémi 1.
frontdalni klira mozkova, 2. zadni kira mozkovd, 3. mozecek,
4. hippocampus, 5. bulbus olfaktorius, 6. striatum, 7.
talamus, 8. mezencefalon, 9. entorhindlni kdra mozkové, 10.

most, 11. medulla, 12. micha).

Protildtkov& reakce s PARP3:

Western bloty byly blokovany v TBST (TBS + 0,3 % Tween 20)
s 5 % pradkem suSeného mléka po dobu alesponn 2 hodin (TBS:
100 mM Tris pH 7,5, 200 mM NaCl). Protildtkova reakce s
primdrni protilatkou (fedé&ni 1:1000) probéhlo v TBST s 35 %
praskem sudeného mléka (viz vySe) p¥i teploté& prostfedi, po
dobu alespofi 2 hodin nebo pfi teploté 4sC p¥fes noc, =za
mirného michani (vertikalni rotédtor). Protiléatkovd reakce
byla nasledovéna mytim, které prob&hlo tfikrat, v TBST po
dobu 5 minut. Inkubace s druhotnou protilatkou (anti-
krdli&i IgG protilatky, s navazanou peroxidazou, SIGMA A-
6154, ted&ni 1:2000) probé&hlo v TBST s 5 % praSkem suSeného
mléka po dobu Jedné hodiny. Inkubace s druhotnou

protildtkou byla nasledovéna mytim, které probé&hlo tfikrat,
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po dobu 5 minut, po kaZdé stejnym zplsobem jako je vyse
uvedeno. Nasledna detekce byla zaloZena na
chemiluminescenci za pouZiti SUPER BLAZE kitu (Pierce,
Signal BLAZE Chemiluminescent substrate 34095) podle
zplsobu uvedeném vyrobcem. Byl pouzit "Lumi-Film"
(Chemiluminescenc¢ni Detekéni Film, Boehringer katalogové
¢islo: 1666916). Filmy byly vyvoldvané po dobu asi 2 minut
(vyvolavaci koncentrat pro rentgenové zafeni, ADEFO-Chemie
GmbH), hydratované, fixované po dobu asi 4 minut (Acidofix

85 g/1 /AGFA), hydratované a potom su3ené.
Priklad 5: P¥iprava enzyml

Lidskd PARP1 byla pro srovnani exprimovéna rekombinantné
bakulovirovym systémem zptsobem, ktery je znadmy zku3enému
pracovnikovi a <castecné purifikovdna popsanym zpusobem
(Shah a kol., Analytical Biochemistry 1995, 227, 1-13).
Hovézi PARP1 o <&istoté 30-50 & (c=0,22 mg/ml, specifické
aktivita 170 nmcl ADP-ribéz/min/mg celkového proteinu p#i
teploté 25sC) byla zakoupen u BIOMOL (katalogové &islo SE-
165). Lidské a my3i PARP2 a PARP3 Dbyly exprimovany
rekombinantné v bakulovirovém systému (Bac-to-Bac systém,
BRL LifeScience). Pro tento GCel byly vhodné cDNA klonovany
v pFASTBAC-1 vektoru. PIZiprava rekombinantni bakulovirové
DNA rekombinaci v E. coli byla nésledovédna transfekci
hmyzich bunék (Sf9 nebo High-Five) vhodnymi rekombinantnimi
bakulovirovymi DNA. Exprese odpovidajicich proteinl byla
ovéfena Western Dblotovou analyzou. Virové kmeny byly
amplifikovany zplsobemn, ktery je znamy zkuSenému
pracovnikovi. V&t3i mnoZstvi rekombinantnich proteint bylo

ziskdno infekci 500 ml kultury hmyzich bunék (2 x 106
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buné&k/ml) s viry v MOI (multiplicita infekce; pomé&r viru k
bunkam) nabyvajicim hodnotu 5-10 a inkubaci probihajici po
dobu 3 aZz 4 ddna. Hmyzi buiky byly potom peletovany

centrifugaci a proteiny byly purifikované z peletu.

Purifikace probéhla zplsoby klasické proteinové purifikace
znamymi zku$enému pracovnikovi, detekce enzymd probéhla
vhodnymi specifickymi protildtkami. V nékterych ptripadech,
byly proteiny take afinné-purifikovény na 3-
aminobenzamidové afinni koloné zndmym zpusobem (Burtscher a
kol., Anal Biochem 1986, 152:285-290). Cistota pfeshovala
90 %.

P¥iklad 6: Detekéni systémy pro ureni aktivity PARP2 a
PARP3 a inhibidéni G&inek efektord na PARPl, PARP2 a PARP3.

a) Produkce protilédtek proti poly(ADP-ribdze)

Je moZné pouZit poly(ADP-ribdzu) jako antigen proktvorbu
anti-poly (ADP-ribdza) protilatek. Produkce anti-poly(ADP-
ribéza) protilétek je popséna v literatufe (Kanai, Y. a
kol. (1974) Biochem. Biophys. Res. Comm. 59:1, 300-306;
Kawamaitsu, H. a kol. (1984) Biochemistry 23, 3771-3777;
Kanai, Y. a kol. (1978) Imunology 34, 501-508).

Byly mezi Jjinym pouZity nésiedujici protildtky: anti-
poly (ADP-ribdza) protilatky (polyklond&lniho kradlic¢iho
antiséra), BIOMOL; katalogové ¢&islo SA-276, anti-poly(ADP-
fibéza) protilatky (monoklondlni, mySi; klon 10H;

hybridomovy supernatant, afinné-purifikovany).
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Antiséra nebo monoklondlni protiléatky ziskané ze
supernatantu hybridomu byly purifikovény proteinem afinni
chromatografii zplsobem, ktery je znamy zkuSenému

pracovnikovi.

b) ELISA

Pomtcky:

ELISA barevné reagens: TMB mix, SIGMA T-8540

96 jamkova mikrotitradni destidka (FALCON Mikro-Test IIITM
Flexible Assay Plate, # 3912) byla povledena histony
(SIGMA, H-7755). Histony byly pro tento ufel rozpudtény v
karbonatovém pufru (0,05M Na2HCO3; pH 9,4) o koncentraci of
50 pg/ml. Jednotlivé Jamky mikrotitraéni destidky byiy
kazdéd inkubovand s objemem 150 jpl tohoto roztoku histon

pri teploté& prost¥edi po dobu alespoti 2 hodin nebo p¥i

teplot@& 4sC pres noc. Jamky byly potom blokovany pridanim .

150 uyl 1 % BSA roztoku (SIGMA, A-7888) v karbonatovém pufru
pfi teploté prostfedi po dobu 2 hodin. Toto bylo
nadsledovano tremi kroky myti mycim pufrem (0,05 % TweenlO v
1x PBS; PBS (Fosfatovy solny roztok; Gibco, katalogové
¢islo 10010): 0,21 g/1 KHyPO4, 9 g/l NaCl, 0,726 g/l NayHPO,
* HyO0, pH 7,4). Kroky myti byly vSechny provedeny v mycim
zarizeni mikrotitradnich desticek ("Columbus", myci
zatizeni mikrotitracnich desticek, SLT-Labinstruments,

Rakousko) .

Pro enzymatickou reakci byly poZadovdny roztoky pro

enzymatickou reakci a roztok substriatu, v kaZdém pripadé
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jako jiZ pfedem pfipravend smés. Absolutni mnoZstvi té&chto

roztok?h zdleZelo na ocekdvaném poltu detekénich jamek.

SloZeni roztoku pro enzymatickou reakci na jamku:

- 4 ul PARP reakéniho pufru (1M Tris-HCI pH 8,0, 100mM
MgCl,, 10mM DTT)

- 20 ng PARP1 (lidskd nebo hovézi) nebo 8 ng PARP2 (lidské
nebo mysi)

- 4 pl aktivané DNA (1 mg/ml; SIGMA, D-4522)

- H,O do objemu 40 ul

SloZeni roztoku substrdtu na jamku:

- 5 pl PARP reakéniho pufru (10x)

- 0,8 pl NAD roztoku (10mM, SIGMA N-1511)
- 44 pl H0

Inhibitory byly rozpudtény v 1lx PARP reakcénim pufru. DMSO,
ktery byl pfileZitostné pouZit pro rozpusténi inhibitorld ve
vy§S8ich koncentracich, byl bez problémﬁ az do konecné
koncentrace 2 %. Pro enzymatickou reakci bylo vneseno 40 ul
roztoku pro enzymatickou reakci do kazZdé jamky a inkubovéno
s 10 ul roztoku inhibitoru po dobu 10 minut. Enzymaticka
reakce byla potom spusténa pridadnim 50 ul roztoku substratu
na Jjamku. Reakce byl provedena pri teploté prostfedi po
dobu 30 minutut a potom zastavena mytim mycim pufrem, které

probéhlo t¥ikrat.

Primdrni protilatky, které byly pouZity, byly specifické
anti-poly (ADP-ribdza) protiladtky v ¥ed&ni 1:5000. Redé&ni
probéhlo v protiladtkovém pufru. (1 &% BSA v PBS; 0,05

o

Tween20). Inkuba&ni doba pro primdrni protildtky byla
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dlouhd jednu hodinu pfi teploté prostfedi. Po nésledném
myti mycim pufrem, které probéhlo trfikrat byla provedena
inkubace S druhotnymi protilatkami (anti-mysi IgG
protilatky protilatky, Fab fragmenty, S navazanou
peroxidazou, Boehringer Mannheim, katalogové ¢islo
1500,686; anti-krdlici IgG protildtky, S navazanou
peroxidazou, SIGMA, katalogové <¢islo A-6154) v Ffedéni
1:10,000 v protiladtkovém pufru pf¥fi teploté okoli po dobu
jedné hodiny. Myti mycim pufrem, které probéhlo trikrat
bylo nésledovano barevnou reakei za pouziti objemu 100 pl
barevného reagens (TMB mix, SIGMA) na Jjamku pfi teploté
prostfedi po dobu asi 15 minut. Barevnd reakce byla
zastavena pfridédnim objemu 100 pl 2M H;S04. Zastaveni bylo
nidsledovdno mérénim, které probéhlc ihned, ve <Ctecim
zatizenim pro ELISA desticku (EAR340AT "Easy Reader", SLT-
Labinstruments, Rakousko) (vlnova délka 450nm versus vlnové
délce 620nm). Princip mé&¥eni je zobrazen diagramaticky na

obrazku o.

RGzné koncentrace byly pouZity pro vytvofeni grafu
zobrazujiciho vliv davky na u&inek, pro urceni hodnoty K;
inhibitoru. Hodnoty jsou ziskdny v tripletu pro jednotlivou
koncentraci inhibitoru. Aritmetické udaje Jjsou urceny za
pouziti softwaru Mikrosoft® Excel. ICso Jje urlena za
pouZitim Mikrocal® Origin Softwaru (Verse 5,0) ("Sigmoidal
Fit"). Konverze hodnoty ICsy byla spoc¢itand touto cestou,
hodnoty Kj byly urceny za pouziti "kalibra&nich
inhibitora". "Kalibrad¢ni inhibitory" byly také méfeny v
kazdé analyze. Hodnoty Kj "kalibraénich inhibitord" byly
ur&eny u téhoZ detek&niho systému analyzou Dixonova

diagramu zplsobem, ktery je zndmy zkuSenému pracovnikovi.
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b) HTRF detekce (homogenous time-resolved fluorescence)

Pfi HTRF detekci PARP podle predloZeného vyndlezu jsou
oznac¢eny histony, které jsou cilovymi proteiny pro
modifikaci PARP, neprimo za pomoci XL665 fluoroforu. Anti-
poly (ADP ribdza) protildtka 3je p¥imo oznacend europium
kryptdtem (anti-PAR-kryptat). Pokud Jje XL665 fluorofor v
bezprost¥edni prostorové blizkostif kterd Je zarucena
vazbou na poly(ADP-ribdézy)na histon, potom je moZny p¥esun
energie. Emise pfi vlnové délce 665 nm Jje takto primo
tmérnd mnoZstvi navazané protildtky, které je jako takové
ekvivalentni k mnoZstvi poly(ADP-ribdzy). Méfeny signéal
takto odpovidad PARP aktivité. Princip méfeni je =zobrazen
diagramaticky na obrézku 7. PouZité pomicky jsou shodné s
pomtckami uZivanymi v ELISA detekci (viz vySe), pokud by

vyslovné nebylo uvedeno jinak.

Histony byly rozpudtény v koncentraci 3 mg/ml Hepes pufru
(50mM, pH=7,5). Navdzani biotinu probéhlo za pomoci sulfo-
NHS~-LC-biotinu (Pierce, #21335T). Byl pouZit moldrni pomér
4 molekul biotinu na histon. Inkubac¢ni doba byla dlouhd 90
minut (RT). Histony s navazanym biotinem byly potom
purifikované na G25 SF HR10/10 koloné (Pharmacia, 17-0591-
01) v Hepes pufru (50mM, pH=7,0) za Ucelem odstranéni
nadbytku navadzaného biotinového reagens. Anti-poly(ADP-
ribdéza) protildtka Dbyla oznaCend =za pomoci europium

kryptdtu za pouZiti Dbifunkénich péarovacich réagencii

(Lopez, E. a kol., Clin. Chem. 39(2), 196-201 (1993); US

Patent 5,534,622).
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Purifikace probéhla na G25SF HR10/30 koloné&. Byl docilen
moldrni pomér 3,1 kryptdtu na protilatku. Vyté&zZek byl 25 %.
Konjugéty byly skladované pri teploté -80sC v pfitomnosti
0,1 % BSA ve fosfatovém pufru (0,1M, pH=7).

Pro enzymatickou reakci byly nasledujici latky napipetované
do kazdé jamky:

- 10 pl PARP roztoku PARP HTRF reakénim pufru (50mM Tris-
HCI pH 8,0, 10mM MgCl2, 1mM DTT) s 20ng PARP1 (lidské nebo
hovéziho) nebo 8ng PARP2 (lidské nebo my3$iho)

- 10 pl aktivané DNA v PARP HTRF reakénim pufru (50pg/ml)

- 10 pl histont s navdzanym biotinem v PARP HTRF reakdénim
pufru (1,25pM)

- 10 pl inhibitor v PARP HTRF reakcnim pufru

Tyto reagencie byly inkubovany po dobu 2 minut pfed tim,
neZ byla reakce spu3téna pridanim

- 10 ul NAD roztoku v PARP HTRF reakénim pufru (41 uM/ml).
Reak&ni doba byla 30 minut pf¥i teploté& prostfedi.

Reakce byla potom zastavena pridénim
- 10 ul PARP inhibitoru (25 uM, Ki=10nM) ve "vyvojovém"
pufru (100mM Tris-HCl1l pH 7,2, 0,2M KF, 0,05 % BSA).

X

v nasledujicich latky byly potom pridany:

~ 10 ul EDTA roztoku (SIGMA, E-7889, 0,5M v H20)

- 100 ul Sa-XL665 (Packard Instruments) ve "vyvojovém"
pufru (15-31,25nM)

- 50 ul anti-PAR kryptatu ve "vyvojovém" pufru (1,6-3,3nM).

M&feni bylo potom moZneé po dobu 30 minut (po uplynuti doby

seee

- -
T XYL




'Y} e

[ X X2}

-
seon

.

E)
ro0®
s8e®

ees

280%0
*ee®
.
sewn
*
L ]

L X

4 hodin). Meéfenl probéhlo v "analyzujicim za¥izeni pro HTRF
mikrodesticky" (Canberra Packard Instruments). Hodnoty K;
byly spocitané stejnym zplsobem jako je popséano pro Zplsob
ELISA.

Priklad 7: Testové systémy pro wuréeni terapeutické

u¢innosti PARP inhibitoru

U novych PARP inhibitortd miZe byt zkontrolovanad jejich
terapeutickéd Uc¢innost v  relevantnim farmakologickych
modelech. Pfiklady né&kolika vhodnych modell jsou uvedeny v
Tabulce 1.

L X

(X

Porucha Model | Literatura
Neurodegenerativ- | NMDA viz dale

ni porucha excitotoxicita u

(mrtvice, my3i nebo krys

Parkinsonova nemoc

atd.)

Mrtvice Permanentni MCAQ | Tokime, T. a kol.,
J. Cereb. Blood Flow

Metab., 18(9): 991-7,
1998. Guegan, C., Brain

("middle cerebral
arterial

J "w
occlusion") Research. Molecular Brain

Research, 55(1): 133-40,
1998.

Eliasson MJL a kol., Nat
Med 1997, 3:1089-1095.
Endres, M. a kol., J.
Cereb. Blood Flow Metab.
1997, 17:1143-1151,
Takahashi, K. a kol., J.
Cereb. Blood Flow Metab.
1997, 17:1137-1142.

Transientni,
fokalni MCAO in

krys nebo mysi
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Parkinsonova nemoc | MPTP (l-metyl-4- | Cosi, C. a kol. Brain
fenyl“l,2,3,6" ReS., 1998, 809(1):58"67.
Lo Cosi, C. a kol. Brain
tetrahydropyridin)
Res., 1996 , 729(2), 264-
toxlcita U269
my3i/krys
Srde¢ni infarkt Koronararni cévni | Richard, V. a kol., Br. J.
okluze a krys Pharmacol. 1994, 113, 869~
14
I 876. Thiemermann, C. a
prasat a kralika
kol, Proc. Natl. Acad. Sci
USA. 1997, 94(2):679-83.
Zingarelli, B. a kol.,
Cardiovasc. Res. 2 1997,
36(2):205-15.
Langendorfiav Viz dale
srde¢ni model u
krys a kraliku
Septicky Sok Endotoxin Soku u|Szabo C a kol., J. Clin
krys Invest, 1997, 100 (3),
723-735.
Zymosanem nebo | Szabo, C. a kol. J. Exp
carrageenanem Med. 1997, 186(7):1041-9.
. 3 Cuzzocrea, S. a kol. Eur
indukované
J. Pharmacol. 1998, 342
vicenasobné (1), 67-76.
selhédni orgadnd u
krys a mys$i
Revmaticka Adjuvantem nebo | Szabo, C. a kol., Proc.
artritida kolagenem Natl. Acad. Sci. USA.
, ) 1998, 95(7):3867-72.
indukovanéa
artritida u rys
nebo mysi
Diabetes Streptozotocinem Uchgata, Y. a kol.,
nebo alloxanemn Diabetes 1983, 32, 316-
 nduk , b 318. Masiello, P. a kol.,
indukovan nebo
Y Diabetologia 1985, 28,
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souvisej ici s | Diabetologia 1985, 28,

683-686. Shimabukuro, M.
kol., J. Clin. Invest.
1997, 100, 290-295,

obezitou

a

Rakovina In vitro model, |Schlicker a kol., 1999,

viz dale 75(1), 91-100.

a) model NMDA excitotoxicity

Glutamat Je nejdaleZzité&isi excitadni neurotransmiter v
mozku. V norm&dlnim p¥ipadé je glutamidt secernovédn do
synaptické 3térbiny a stimuluje post-synaptické glutaméatové
receptory, konkrétné& glutamdtové receptory typu "NMDA" a
typu "AMPA". Tato stimulace hraje nezastupitelnou Ulohu v
nes¢etnych funkcich mozku, mezi které je moZné poclitat

uc¢eni, pamét a motorickou kontrolu.

V pripadé akutni a chronické neurodegenerace (napfiklad

mrtvice) vznikne zvy3end presynaptickd sekrece glutaméatu,

kterd timto mechanismem v nadbytku stimuluje receptory.
Zvy$end presynaptickad sekrece glutamdtu vede k smrti bunék
stimulovanych touto cestou. Tyto zvy3ené aktivity glutamdtu
vznikaji u velkého poctu neurologickych nemoci nebo
psychologickych poruch a vedou ke stavim nadmérné zvy3ené
excitace nebo toxickym efektlim na centrdlni nervovy systém
(CNS), ale také na periferni nervovy systém. Glutamat Jje
takto G&asten na velkém poltu neurodegenerativnich nemoci,
obzvlasté neurotoxiék?ch poruch, které nésleduji po
hypoxii, anoxii, ischemii a po lézich jako jsou léze, které
vznikaji po mrtvici a traumatu a mrtvici, Alzheimerové

nemoci, Huntingtonoveé chorobé, amyotrofické lateralni




o009
L2 X X
o099 e
o000
oSS
ey

L J
eeod

L]

*

[ ]
ce s

L

(X

- 69 - -

sklerdze (ALS; "Lou Gehringova nemoc"), lebecnich
traumatech, traumatech michy, perifernich neuropatiich, u s
AIDS spojené demence a Parkinsonové chorobé&. Jinou nemoci,
ve které jsou glutamdtové receptory dilezité, je epilepsie
(viz Brain Res Bull 1998; 46(4):281-309, Eur.
Neuropsychopharmacol. 1998, 8(2):141-52.).

U¢inky glutamdtu Jjsou zprostfedkované cestou rlznych
receptoru. Jeden z téchto receptord fje nazyvdn NMDA (N-
metyl-D-aspartatovy) receptor po specifickém agonistovi
(Arzneim. Forschung 1990, 40, 511-514; TIPS, 1990, 11, 334-
338; Drugs of the Future 1989, 14, 1059-1071). N-Metyl-D-
aspartdt Je silnym agonistou Jjedné tfidy glutamédtovych
receptoru ("NMDA" typu). Stimulace NMDA receptoru vede k
influxu kalcia do bunky a k tvorbé& volnych radikdalt. Volné
radikdly vedou k DNA posSkozeni a aktivaci PARP. PARP jako
takovad zplsobi buné&cnou smrt cestou deplece makroergnich
fosfatd (NAD a ATP) v bufice. Deplece makroergnich fosfatna
vysvétluje toxicitu NMDA. Na plUsobeni prostfednictvim NMDA
na =zvirata se tedy mhZe nahliZet 3jako na model vy3e

uvedenych nemoci, ve kterych je zavzata excitotoxicita.

Vzhledem k dilezZitosti glutamatovych receptorti %
neurodegenerativnich chorobach bylo mnoho farmacologickych
pristupl do soudasnosti  vedeno cestou specifického
zablokovadni pravé téchto receptord. Nicméné tyto pFZistupy
prokazaly, Ze Jsou provazeny problémy (vedlejdimi uc&inky),
protoZe NMDA receptory Jjsou dileZité v normdlnim vedeni
stimulu. Navic je stimulace receptord déjem, ktery probéhne
velmi rychle tak, Ze podavani receptoru Jje Casto provazeno

pfilidnym zpoZdénim (problém "&asového okna"). Naskytéd se
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zde tedy takto velkd potfeba novych principd a&inkd a

inhibitort proti NMDA-spojené neurotoxicité.

Na ochranu proti mozkové' nadmérné zvy3ené excitaci
excita®&nimi aminokyselinami (NMDA antagonismus u my$i) miZe
byt pohliZeno Jako na adekvatni dikaz aktivity
farmakologického efektoru PARP u nemoci zaloZenych na
excitotoxicité. Intracerbralnim podanim excitacnich
aminokyselin (EAA) se indukuje tak masivni nadmérné zvySena
excitace, Ze tato masivni nadmérné =zvySend excitace vede

b&hem kratké doby ke kfelim a smrti zvirete (mysi).

\ uvedeném pripadé zde bylo podano unilaterédlé
intracerebroventrikuldrné& mnoZstvi 10 pl o sile 0,035 %
vodného roztoku NMDA po uplynuti doby 120 minut po
intraperitonedlnim (i.p.) podédni testované latky. Tyto
symptomy mohou byt inhibibovany systémovym, napfiklad
intraperitonedlnim, podénim centrdlné& ucéinkujicich 1éku.
Vzhledem k tomu, Ze nadm&rnd aktivace EAA receptorl v
centrdlnim nervovém systému hraje dualeZitou roli v
patogenezi rlznych neurologickych nemoci, tak miZe byt
ziskédna informace, z detekovaného EAA antagonizmu in vivo,
o mo?ném terapeutickém pouziti 1latky u takovych nemoci
centrdlniho nervového systému. EDsy, pfi které je 50 %
zvitat po predchézejicim intraperitonedlnim podani meéfené
latky bez symptoml se stanovenou davkou NMDA, byla urcena

jako mira aktivity léatky.
b) Langendorftv model srdce (model srde¢niho infarktu)

Krysi samci Sprague-Dawley (té&lesnd hmotnost 300-400 g;
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narozeni v lednu, Le Genest-St-Isle, Francie) byly pouziti
pro test. Na krysy bylo plsocbeno ordlnim podénim aktivni
latky nebo placeba (objemové: 5 ml/kg). O 50 minut pozd&ji
byl podavan heparin intraperitonedlni cestou (Liquemin N
Roche, 125 IU/zvifecich v 0,5 ml). Zvifata byla uvedena do
narkézy za pomoci Inactinu® T133 (thiobetabarbital sodny v
10 % koncentraci), fixovana na operacnim stole,
tracheotomizovanad a ventilovand pomoci "Harvard ventilatory
pump” (40 udert/min, 4,5 ml/dder). Thorakotomie byla
nidsledovana bezprostfedni kateterizaci aorty, odstranénim
srdce a Dbezprostfedni retrogrddni perfuzi. Srdce byla
perfundovana pfi konstantnim tlaku o hodnoté& 75 mmHg, ktery
je docilen za pouZiti "Gilson Miniplus 2 perfusion pump".
Slozeni perfundované tekutiny (v mmol/l): NacCl 118, KC1
4,7, CaCl, x 2 H0 2,52, MgSOs x 7 HO 1,64, NaHCO; 24,88,
KH,PO; 1,18, glukdéza 11. Teplot byla udrZovana na hodnoté
37 sC po dobu trvani pokusu. Funkéni parametry byly

neustale zaznamendvany za  pouziti "Gould 4-channel
recorder”™. Méfeni hodnot byla provedena pro velidiny tlaku
krve v levé komofe srdce (LVP; mmHg), tlaku krve v levé

komo*¥e srdce na konci diastoly (LVEDP mmHg), uvolfiovani
enzym (kreatin kindza, mU/ml/g), velikost pratoku krve
korondrnim frec¢istém (ml/min), HR (tepovou frekvenci, min~
Y. Tlak krve v levé komo¥e srdce byl mé&¥fen za pouZiti
latexového baldénu, ktery je plnény tekutinou a Statham23 Db
tlakovym transduktorem. Objem baldnu byl nejprve uzplsoben
tomu, aby dosdhl hodnoty tlaku krve v levé komofe srdce na
konci diastoly LVEDP okolo hodnoty 12 mmHg. Hodnota dP/dtypay
(maximé&lni pumpovaci sila) je odvozena ze signdlu tlaku za
pouziti diferncidtoru modulu. Srdeé¢ni frekvence byla

spo¢itand ze signadlu tlaku. Velikost pratoku byla uréena za
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pouziti zafizeni poc¢itajiciho kapky (drop counter) (BMT
Messtechnik GmbH Berlin). Po ekvilibra&ni dob& 20 minut
byla srdce vystavena po dobu 30 minut trvajici globalni
ischemii, kterd vznikala =zastavenim perfuzni dodavky krve
pri teploté udrZovnané na hodnoté 37 sC. B&hem néasledujici
60 minutové reperfuzni periody byly odebirdny vzorky
perfuzatu po dob& 3, 5, 10, 15, 30, 45 a 60 minut pro
analyzu aktivity kreatin kindzy (CK). Hodnoty a standartni
deviace mé&fenych parametrl byly analyzovédny statisticky

(Dunnett test). Limit vyznamnosti byl p=0,05.

Pokus na kralic¢ich srdcich byl proveden podobné&. Byly
pouziti samci biych Novozélandskych krdlikl (ziskénych =z
Interfauna). Srdce byla pfipravena také zplsobem, ktery je
shodny se zplsobem, ktery Jje vySe uveden pro krysi model.
Perfuzni tlak byl nastaven na maximdlni hodnotu 60 mmHg a
velikost pruatoku byla nastavena na hodnotu p#iblizZné&
25ml/min. Ekvilibraéni &as byl okolo 30 minut. LAtka byla

podédvana infuzi p¥fimo proti proudu ze srdce. Po uplynuti 15

minut po zacatku infuze byla provedena 30 minut trvajici

celkovad ischemie, kterd wvznikla =zastavenim proudu krve
zatimco se udrZovala stdléd teplota srdce. Potom nédsledovala
30 minut trvajici reperfuze. Perfuzdt byl odebiradn =za
UCelem vySetfeni aktivity kreatin kindzy (CK) pfed podanim
latky, po uplynuti doby 15 minut a po uplynuti rtzné
dlouhych dob (5, 10, 15, 20, 30 minut) béhem reperfuze.
Byly méfeny nésledujici parametry: tlak krve v levé komofe
srdce (LVP; mmHg), tlak krve v levé komofre srdce na konci
diastoly (LVEDP; mmHg), LVdP/dt, PP (mmHg), HR (srdecdni
frekvence; uder(/min), CK aktivita (U/ﬁin/g srdelni

hmotnosti) .
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c) ZviFeci modely pro akutni selhédni ledvin

Byl =zkouma&n ochranny uU¢inek intravendzniho podavani PARP
inhibitorld (po dobu 4 dn) na funkci ledvin u krys s

postischemickym akutnim selhdnim ledvin.

Byly pouZiti krysi samci Sprague-Dawley (hmotnosti okolo
330 g na zacCatku pokusi; chovatel: Charles River). 10-15
zvirat byly pouzito v kaZdé pokusné skupiné. Podavani
aktivni latky/placeba probihalo neustale osmotickou
mikropumpou do véna femoralis. Byly provedeny odbéry krve z
orbity (v mnozZstvi 1,5 ml plné krve), bé&hem kterych byla
zvitata v narkdze, do které byla uvedena inhalad&ni cestou

za pomoci enfluranu (Ethrane Abbot, Wiesbaden).

Po prtGvodnich mérenich (krevniho vzorku) a urceni mnoZstvi
vylou¢ené moci =za dobu 24 hodin, byly krysy uvedeny do
narkézy ("Nembutal", pentobarbital sodny, Sanofi CEVA;
50mg/kg intraperitonedlné, objemové injikovany v mnoZstvi
1,0 ml/kg) a pripevnény na operacé¢nim stole, ktery bylo
moZno zah¥ivat na teplotu 37sC. 125 1IU/kg heparinu
(Liguemin N, Roche) byly podédno intravendézné do vena
caudalis. Bylo provedeno otevieni bfi3ni dutiny a bylo
provedeno vypreparovéni pravé ledviny. Vétveni arteria
renalis bylo vypreparovdno a pfri odstupu podvazano za
pouziti podvazl (Diefenbach 38mm). Leva arteria renalis
byla podobné vypreparovana a podvizana (pfi odstupu, asi v
poloviné cesty k ledviné). Béhem operace byla implantovéna
osmotickd mikropumpa do vena femoralis. Tenké stfevo bylo

reinzertovdno a ztrata tekutin byla kompenzovéna vlaZnym
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0,9 % NaCl. Zvirata byla pfikryta vlhkou pokryvkou a
udrZovéna v teple pod Cervenym svétlem. Po 40 minutach byl
zazamenavan vzhled ledvin a podvazy byl? odstranény, prvni
pravy, potom levy. Tenké stfevo byl vraceno nazpé&t a byly
pfidény 2 kapky antibiotik (Tardomyocel, Bayer). B¥idni
sténa byla uzaviena sterilnim kodicdim stfevem (Ethicon no.
4) a bylo na ni pusobeno je3té jednou 1 kapkou antibiotika.
Epidermis byla za$ita sterilnim Sicim materidlem Ethibond
Exel (Ethicon) no. 3/0 a steh byl posprejovan Nebacetin N
(Yamanouchi) sprejem na rany. Desetina denni davky

l1ék/placebo byla poddna intravendzné jako bolus.

Vzorky a krev byly odebiradny pro zkoumadni biochemickych
parametrlt séru a moci: ionty sodiku, drasliku, kreatinin,
proteiny (pouze u mo¢i), ve dnech 1, 2 a 4 pokusu. Navic
byl zaznamendvan pfijem potravy a spotfeba vody, télesna
hmotnost a objem mo&i. Po uplynuti 14 dnd byla zvirata

utracena a ledviny byly zkoumany.

Zkoumadni se netykalo téch zvifat, kterd zemfela na infarkt
béhem pokusu nebo u nichZ se prokdzal infarkt pomoci
nekropsie provedené 14. den. Clearance kreatininu a
exkrecni frakce sodiku byly pouZity pro vypolet ledvinych
funkénich parametrd, ve srovnani se zvifaty, kterym bylo

podavano placebo.

d) In vitro model pro studium radiosenzitizace (nadorova

terapie)

MCF-7-bunky (lidsky karcinom prsu) byly kultivované v

Dulbeccové pozménéném Eaglové médiu s 10 % teplem
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inaktivovanym FCS a 2 mM L-glutaminu. Bunky byly naolkovany
pfes noc v bunéénych hustotédch 100, 1000 nebo 10 000 bunék
na Jjamku do 6 Jamkové desticky a potom exponované
ioniza&nimu z&¥eni, jehoZ davka se pohybovala v oblasti od
0 do 10 Gy (137CS, Shepard Mark, model 1-68A, rychlost
ionizace 3,28 Gy/min). 10 dnl po iradiaci byl pokus zkoumén
zplsobem, p¥i kterém se kolonie s padesdti buikami poditaly

jako pozitivni.

e) Model mrtvice (fokdlni mozkovd ischemie; okluze MCA

(arteria cerebri média) na kryse

Fokdlni ischemie byla provedena prosttednictvim kauterizace
pravé distédlni MCA (arteria cerebri média) na Sprague-
Dawley nebo Long-Evans krysach. Na krysy se mohlo pusobit
pfed nebo po zaldtku okluze MCA (arteria cerebri média)
moduldtory proteind podle prfedloZeného vynadlezu. Obvykle
byly davky vybirdny v rozmezi hodnot 1-10 mg/kg (aplikace
bolu), s moZnosti nasledovné nepfetriité infuze 0,5-5

mg/kg/hodinu.

Krysy byly uvedeny do narkdzy za pomoci halothanu ve smési
se 70 % dusikem a se 30 % kyslikem (4 % v pocdtelni fazi a
0,8-1,2 % béhem operace). Té&élesna teplota byla neustéle
mé¥fena rektadlné a byla udrZovdna na konstantni hodnoté pri
teploté 37,5 sC £ 0,5 sC prostfednictvim oteplovaciho
blanketu, jehoZz funkci Jje moZné kontrolovat. Katetr v
ocasni Zile poskytoval moZnost méfeni arteridlniho krevniho
tlaku, arteridlniho pH, (parcidlniho tlaku kysliku Pa(0;) a
parcidlniho tlaku oxidu uhli&itého Pa(CO,). Potom byla

provedena fok&lni iscehmie za pouZiti zpusoby Chen a kol.
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(Stroke 17: 738-743; 1986) nebo Liu a kol. (Am. J. physiol.
256: H589-593; 1989) prostfednictvim nepretrzité
kauterizace distalni ¢&éasti pravé MCA (arteria cerebri
média). KdyZ byla operace ukonéena, byla zvirata udrZovana
v teplém prostfedi po dobu dal3ich 24 hodin. Potom byla
zvifata utracena za pouZiti CO, a dekapitovana. Jejich
mozky byly odebrany, zmrazeny 3$okem (suchym ledem nebo
tekutym dusikem) a skladované pfi teploté -80sC. Mozky byly
naftezany na 0,02 mm tlusté platky a kaZdy dvacaty platek
byl pouzit pro néaslednou analyzu. Uvedené Ffezy byly
obarveny za pomoci kresyl violeté& (Nisslovo barveni). TTC
(2,3,4-trifenyltetrazoliumchlorid) mhZe byt alternativné
pouzit pro barveni. Velikost infarktu mbZe potom byt
analyzovéana pod mikroskopem. Pro p¥esnou kvantifikaci mdzZe
byt pouZit poclitacovy software, ktery analyzuje obrazy (J.
Cereb. Clood. Flow Metabol. 10: 290-293; 1990).

f) Septicky 5ok

Na skupinu 10 samcl my3i C57/BL (télesnd hmotnost nabyva
hodnot 18-20 g) bylo pusobeno LPS (lipopolysacharidem z E.
coli, LDygo 20 mg/zvife intravendzné) spolu s galaktozaminem
(20 mg/zvire intravendézné). Latka, kterd md byt testovana
byla podéna intraperitonedlné nebo intravenézné& béhem t¥i

po sobé néasledujicich dnl (napfiklad 1 aZ 10 mg/kg),

pfi¢emZz prvni davka byla podédna po uplynuti doby 30 minut

po zaCatku pusobeni lipopolysacharidem (LPS). Stupen
umrtnosti byl urcovan kaZdych 12 hodin. Alternativné& mlZe
byt také 1latka poddna v nékolika davkach, které isou

rozloZené na nékolik dni.
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g) Urceni pozmé€néné genové exprese ve stdrnoucich bufikdch

Stadrnuti bunék je simulovéno zmé&nou média bun&dné kultury z
Uplného média na médium s redukovanou koncentraci séra a
ndsledné potom je analyzovano prostrednictvim kvantitativni
PCR nebo Northern Blotingu (Linskens a kol., Nucleic Acids
Res. 1995, 23(16): 3244-51). Jako typické markery pro
starnuti kaZe mohou byt napfiklad pouZity kolagen nebo
elastin. Jsou pouZity lidské fibroblasty nebo bun&&né linie
fibroblastd, ktery simuluji starnuti kdZe. Modulétory
proteinld podle ptredloZeného vyndlezu jsou pfidany do média
a je pozorovan jejich u&inek na zm&nu genové exprese. MaZe
byt pozorovand zvy3end produkce elastinu v bufikich, u
kterych je patrno sniZeni procesu starnuti, které vzniklo

prostfednictvim zminénych modulétort.

Zastupuje:

dr. 0. Svordik
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Seznam sekvenci

(1) Obecné informace
(1) Prihla&ovatel
(A) Jméno: BASF Aktiengesselscheft

- (BY Ulice:
(C) Mésto: Ludwigshafen
(D) Zemé&: Némecko

- (E) PoStovni koéd: 67065

(i1) Nazev vynadlezu: Nové poly ADP ribdza polymerazové geny

(iii) Pocet sekvenci: 28

Citacova forma

) Typ média: floppy disk

) Poditad: IBM PC compatible

) Operadéni systém: PC DOS/MS DOS

) Software: PatentlIn Relesase 1.0, Version 1.30 (EPO)
(2) Informace pro SEQ ID NO: 1

(i) vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 1843 parh bazi
(B) Typ: nukleovéd kyselina
(C) V1&knitost: jednoduchéa
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) negativni orientace: ne

(v) Pavodni zdroj:
(F) Typ tkané: mozek

(ix) Znaky:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Poloha: 3..1715
- (D) Dal3i informace: /produkt="poly ADP ribéza polymer&za"

(x1) Popls sekvence: SEQ ID NO: 1

CC ATG GCG GCG CGG CGG CGA CGG AGC ACC GGC GGC GGC AGG GCG AGA 47
Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg
1 S 10 15

GCA TTA AAT GAA AGC ARA AGA GTT AAT AAT GGC AAC ACG GCT CCA GAA 95

Ala Leu Asn Glu Ser Lys Arg Val Asn Asn Gly Asn Thr Ala Pro Glu
20 25 30

(XXX 3
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GAC
Asp

Lys

GAC
Asp

ceT
Pro
80

TGT
Cys

CAG
Gln

GCC
Ala

ATG
Met.

Lys
160

GAAR
Glu

CAG
Gln

GAG
Glu

CGG
Arg

GAA
Glu
240

Lys

TCT
Ser

Lys

ARG
Lys
65

GTG
val

GAA
Glu

TTC
Phe

CAG
Gln

GGA.
Gly
145

GAA
Glu

GAT
Asp

ATG
Met

GAA
Glua

GTA
val
225

ATG
Met

CTG
Leu

TCcC
Ser

ATG
Meat
50

Gln

GAC
Asp

GGA
Gly

AAC
Asn

AGG
Arg
130

CAG
Gln

ATC
Ile

CGA
Arg

GAC
Asp

TCT
Ser
210

CAG
Gln

ATG
Met

ACA
Thr

CCT
Pro
35

CCT
Pro

GAT
Asp

CcCa
Pro

AAT
Asn

AAC
Asn
115

AAC
Asn

CAC
His

TTT
Phe

GAA
Glu

TAT
Tyx
195

CTT
Leu

GAG
Glu

ATG
Met

GTG
val

GCC
Ala

GTG
val

GAA
Glu

GAG
Glu

GAT
Asp
100

AAC

Asn

TTC
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln

AAG
Lys
180

GCC
Ala

Lys

TTA
Leu

GAA
Glu

GCA

aAla

AAG
Lys

GCT
Ala

TCT
Ser

6T
Cys
85

GTC
vVal

ARG
Lys

AGT
ser

CTG
Leu

AAG
Lys
165

TTT
Phe

ACC
Thr

TCT
Sexr

ATA
Ile

ATG
Met
245

CAA
Gln

Lys

GGA
Gly

GTG
val
70

ACA
Thr

TAT
Tyr

TAC
Tyr

GTT
val

GTG
val
150

Lys

GAG
Glu

AAT
Asn

CcCcC
Pro

AAG
Lys
230

AAG
Lys

ATC
Ile

- 78

ACT
Thr

GGA
Gly
55

AAG
Lys

GCe
Ala

GAT
Asp

TAT
Tyr

TGG
Trp
135

GCT
Ala

TTC
Phe

AAG
Lys

ACT
Thr

TTG
Leu
215

TT6

Leu

TAT
Tyr

AMG
Lys

CGT
Arg
40

Lys

GCC
Ala

AAG
Lys

GTC
val

crG
Leu
120

ATG
Met

TGT
Cys

cTT
Leu

GTG
val

CAG
Gln
200

ARG
Lys

ATC
Ile

AAT
Asn

GCA
Ala

AGA
Arg

Ala

TTG
Leu

GTG
Val

ATG
Met
105

ATT
Ile

AGA
Azg

TCA
Ser

GAC
Asp

CCT
Pro
185

GAT
Asp

cCca
Pro

TGT
Cys

ACC
Thr

GGT
Gly

TGC
Cys

AAT
aAsn

CTG
Leu

GGG
Gly
90

CTA
Leu

CAG
Gln

TGG
Trp

GGC
Gly

Lys
170

GGA
Gly

GAA
Glu

GAG
Glu

AAT
Asn

AAG
Lys
250

TAC
Tyr

CAG
Gln

AAG
Lys

TTA
Leu
75

AAG
Lys

AAT
Asn

CTA
Leu

GGC
Gly

AAT
Asn
188

ACG
Thr

Lys

GAG
Glu

TCA

Sex

GTT
Val
235

Lys

CAG
Gln

AGA
Arg

GAC
Asp
60

AAG
Lys

GCT
Ala

CAG
Gln

TTA
Leu

cGa
Arg
140

CTC
Leu

Lys

TAT
Tyr

GAA
Glu

CAG
Gln
220

CAG
Gln

GCC
Ala

TCT
Sexr

CAG
Gln
45

AGG
Arg

GGC
Gly

CAT
His

ACC
Thr

GAA
Glu
125

GTT
Val

AAC
Asn

AAC
Asn

GAT
Asp

ACA
Thr
205

CTA

Leu

GCC
Ala

CCA
Pro

cTT
Leu

(XX X3
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GAG
Glu

ACA
Thr

Lys

GTG
val

AAT
Asn
110

GAT
Asp

GGG
Gly

AAG
Lys

AAT
Asn

ATG
Met
190

AAG
Lys

GAT
Asp

ATG
Met

CTT
Leu

AAG
Lys

XXX
LA X )

TCG
Ser

GAA
Glu

GCT
Ala

TAT
Tyr
95

cTC

Leu

GAT
Asp

Lys

GCC
Ala

TGG
Trp
178

CTA
Leu

Lys

CTT
Leu

GAA
Glu

GGG
Gly
255

AAG
Lys

LA R 2]

.9

.

143

191

239

287

335

383

431

479

527

575

623

671

719

767

815

(X R 24

XX R




ATT
Ile

GCA
Ala

ACT
Thx

TTA
Leu
320

ACA
Thr

- CTA
Leu

GTG
val

TAT
Tyr

Lys
400

GGT
Gly

ATT
Ile

ATC
Ile

TCT
Ser

GGT
Gly
480

CTT

GAG
Glu

TGC
Cys

CCT
Pro
305

CTA
Leu

GAG
Glu

CAT
His

ATT
Ile

ACC
Thr
385

GAA
Glu

TCC
Ser

Gee
Ala

TAC
Tyr

CGC
Arg
465

CAG
Gln

CAA

GAT
Asp

AAT
Asn
290

CCA
Pro

GAG
Glu

CTA
Leu

TGT
Cys

Tce
Ser
370

ATG
Met

Gee
Ala

AGG
Arg

cca
Pro

TTT
Phe
450

CTA
Leu

TGT
Cys

GGT

TGT
Cys
278

GAA
Glu

CTA
Leu

GCT
Ala

CAA
Gln

GCC
Ala
355

CAG
Gln

ACC
Thx

TTC
Phe

ATG
Met

CcCcT
Pro
435

GCT
Ala

AAG
Lys

AAT
Asn

260

ATT
Ile

Tre
Phe

ATC
Ile

TT6
Leu

AGC
Sex
340

TTG
Leu

TAC
Tyr

TTG
Leu

AGA
Arg

AGT
Sar
420

GAA
Glu

GAC
Asp

AAT
Asn

GAA
Glu

CAT

CGG
Arg

TAC
Tyr

CGG
Arg

GGA
Gly
325

CCA

Pro

CGC
Arg

CTA
Leu

CTG
Leu

GAG
Glu
405

Asn

GCT
Ala

ATG
Met

ACA
Thr

CTA
Leu

485"

AGC

GC?T
Ala

ACC
Thr

ACA
Thr
310

GAC
Asp

GAA
Glu

ccec
Pro

CAA
Gln

GAT
Asp
390

GAC
Asp

TGG
Trp

cce
Pro

TCcT
Ser

GGA
Gly
470

CTA
Leu

ACC

GGC
Gly

AGG
Arg
295

CAG
Gln

ATT
Ile

CAC
His

CIT
Leu

TCT
Ser
375

TTG

Leu

CTT
Leu

GTG
val

ATC
Ile

TCC
Ser
455

CTG
Leu

GAG
Glu

AAG

79

CAG
Gln
280

ATT
Ile

AAG
Lys

GAA
Glu

CCA
Pro

GAC
Asp
360

ACC
Thx

TTT
Phe

CAT
His

GGA
Gly

ACA
Thr
440

AAG
Lys

CTG
Leu

GCC
Ala

GGG

265

CAT
His

CCG
Pro

GAA
Glu

ATT
Ile

TTG
Leu
345

CAT
His

‘CAT

His

GAA
Glu

AAC
Asn

ATC
Ile
425

GGT
Gly

AGT
Ser

CTC
Leu

AAT
Asn

CTG

GGA
Gly

CAT
His

CTG
Leu

GCT
Ala
330

GAC
Asp

GARA
Glu

GCT
Ala

GTG
val

AGG
Arg
410

TTG
Leu

TAC
Tyr

GCC
Ala

TTA
Leu

ccr
Pro
490

GGC

CGA
Arg

GAC
Asp

TCA
Ser
315

ATT
Ile

CAA
Gln

AGT
Ser

ccC
Pro

GAG
Glu
395

ATG
Met

AGC
Ser

ATG
Met

AAT
Asn

TCA
Ser
475

AAG
Lys

GCT
Ala

TTT
Phe
300

GAA
Glu

AAG
Lys

CAC
His

TAC
Tyr

ACA
Thr
380

AAG
Lys

CTT
Leu

CAT
His

TTT
Phe

TAC
7YX
460

GAG
Glu

GCC
Ala

ATG

CTC
Leu
285

GGA
Gly

Lys

CTG
Leu

TAT
Tyx

GAG
Glu
365

CAC
His

GAT
Asp

CTA
Leu

GGG
Gly

GGG
Gly
445

TGC
Cys

GTA
Val

GAA
Glu

GCT

270

ATG
Met

cTC
Leu

ATA
Ile

GTG
val

AGA
Arg
350

TTC
Phe

AGC
Ser

GGT
Gly

TGG
Trp

cTT
Leu
430

Lys

TTT
Phe

GCT
Ala

GGA
Gly

cce

e

GAA
Glu

CGT
Arg

CAA
Gln

Lys
335

Asn

AAA
Lys

GAC
Asp

GAG
Glu

CAT
His
415

CGA
Arg

Gly

GCC
Ala

CTA
Leu

TTG
Leu
495

AGT

LA N X ]
s00e

»e

863

911

959

1007

1055

1103

1151

1199

1247

1295

1343

1391

1439

1487

1535

e0es
o000
o000
XXX J
[

seeée e




Leu

TCT
Ser

GCA
Ala

AAT
Asn

TTA
Leu
560

Gln

GCC
Ala

AGT
Ser

GAA
Glu
545

AAG
Lys

Gly

CAC
His

GAC
Asp
530

TAT
Tyr

GTT
val

Lys

TTC
Phe
515

ACA
Thr

ATT
Ile

CAG
Gln

His
500

GTC
val

GGA
Gly

GTA
val

TTT
Phe

Ser

ACC
Thr

ATT
Ile

TAT
Tyx

AAT
Asn
565

Thr

CTG
Leu

CTG
Leu

AAC
Asn
550

TTC
Phe

Lys

AAT
Asn

AAT
Asn
535

ccc
Pro

CTT
Leu

80

Gly

GGG
Gly
520

CCa
Pro

AAC
Asn

CAG
Gln

Leu
505

AGT

Sar

GAT
Asp

CAG
Gln

CTG
Leu

Gly

ACA
Thr

GGT
Gly

GTC
val

TGG
Trp
570

TAAATAAACC AGAGATCTGA TCTTCAAGCA AGAAMATARG

TTGTGATATT TTATGTAATA AAAACTGTAC AGGTCTAAMAA

(2)

(1)

Informace pro SEQ ID NO:

vlastnosti sekvence:

(R)

2

(B) Typ: aminokyselina

(D) Topclogie: lineédrni

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence:

Met Ala Ala Arxg

1

Leu

Serxr

Lys

Lys

65

Val

Glu

Phe

Gln

Asn
Ser
Met

50
Gln
Asp
Gly

Asn

Arg

Glu
Pro

35
Pro
Asp
Pro
Asn
Asn

115

Asn

Ser

20
Ala
val
Glu
Glu
Asp
100

Asn

Phe

Arg

5

Lys

Lys

Ala

Ser

Cys

85

val

Lys

Ser

SEQ ID NO:

Arg Arg Ser Thr

Arg

Lys

Gly

val

70

Thr

TYyr

Tyr

val

val

Thx

Gly

55

Lys

Ala

Asp

Tyx

Trp

Asn
Arg

40
Lys
Ala
Lys
val
Leu

120

Met

Asn

25
Arg
Ala
Leu
Vval
Met
105

Ile

Arg

Gly

10
Gly
Cys
Asn
Leu
Gly

90
Leu

Gln

Trp

Délka: 571 aminokyselin

2
Gly

Asn

Gln

Lys

Leu

75

Lys

Asn

Leu

Gly

Lys

GTG
Val

TAT
Tyr
CGT
Arg
555

TGA

Met

CCa
Pro

ACC
Thr
540

ATG
Met

Ala

TTA
Leu
525

CTC

Leu

CGG
Arg

LE 2 X J
L X X1
[ XXX J

(X ]

Pro Ser
510

GGA CCA
Gly Pro

AAC TAC
Asn Tyr

TAC CTT
Tyr Leu

ATGTTGATAT

CAGTGTTGTA CTTGTGAATT

AAAAAAAAAA AAAAAAAA

Gly

Thr

Asp

60
Lys
Ala
Gln

Leu

Arg

Arg

Ala

Gln

45

Arg

Gly

His

Thr

Glu

125

val

Ala
Pro

30
Glu
Thr
Lys
Val
Asgn
110

Asp

Gly

Arg Ala
15

Glu Asp
Ser Lys
Glu Asp
Ala Pro

80

Tyr Cys
95

Leu Gln

Asp Ala

Lys Met

L]
*ree

*

-

L)

LA X AJ

..

1583

1631

1679

1725

1785

1843

X R 2

s

[ XXX J
-
seseed




Gly
145
Glu
Asp
Met
Glu
val
225
Met
Leu
Glu
Cys
Pro
305
Leu
Glu
His
Ile
Thr
385
Glu
Ser

Ala

Tyxr

130

Gln

Ile

Arg

Asp

Ser

210

Gln

Met

Thr

Asp

Asn

290

Pro

Glu

Leu

Cys

Sex

370

Met

Ala

Arg

Pro

Phe

His

Phe

Glu

Tyr

195

Leu

Glu

Met

Val

Cys

2758

Glu

Leu

Ala

Gln

Ala

355

Gln

Thr

Phe

Met

Pro

4385

Ala

Ser

Gln

Lys

180

Ala

Lys

Leu

Glu

Ala

260

Ile

Phe

Ile

Leu

Ser

340

Leu

Tyr

Leu

Arg

Ser

420

Glu

Asp

Leu

Lys

165

Phe

Thr

Ser

Ile

Met

245

Gln

Arg

Tyr

Arg

Gly

325

Pro

Arg

Leu

Leu

Glu

405

Asn

Ala

Met

val

150

Lys

Glu

Asn

Pro

Lys

230

Lys

Ile

Ala

Thr

Thr

310

Asp

Glu

Pro

Gln

Asp

390

Asp

Trp

Pro

Ser

135

Ala

Phe

Lys

Thx

Leu

215

Leu

Tyr

Lys

Gly

Arg

295

Gln

Ile

His

Leu

Ser

375

Leu

Leu

val

Ile

Ser

- 81 -~

Cys
Leu
Val
Gln
200
Lys
Ilga
Asn
Ala
Gln
280
Ile
Lys
Glu
Pro
Asp
360
Thr
Phe
His
Gly
Thr

440

Lys

Ser
Asp
Pro
185
Asp
Pro
Cys
Thr
Gly
265
His
Pro
Glu
Ile
Leu
345
His
His
Glu
Asn
Ile
425

Gly

Ser

Gly
Lys
170
Gly
Glu
Glu
Asn
Lys
250

Tyr

Gly

Leu
Ala
330
Asp
Glu
Ala
val
Arg
410
Leu

Tyr

Ala

Asn
155
Thr
Lys
Glu
Ser
val
235
Lys
Gln
Arg
Asp
Ser
315
Iie
Gln
Ser
Pro
Glu
395
Met
Ser

Met

Asn

140

Leu

Lys

Tyr

Glu

Gln

220

Gln

Ala

Ser

Ala

Phe

300

Glu

Lys

His

Tyr

Thr

380

Lys

Leu

His

Phe

Asn

Asn

Asp

Thr

205

Leu

Ala

Pro

Leu

Leu

285

Gly

Lys

Leu

Tyr

Glu

365

His

Asp

Leu

Gly

Gly

445

Cys

Lys
Asn
Met
190
Lys
Asp
Met
Leu
Lys
270
Met
Leu
Ile
val
Axrg
350
Phe
Ser
Gly
Trp
Leu
430

Lys

Phe

a0

LR X X2

ceose
(XA X ]

Ala

Trp

175

Leu

Lys

Leu

Glu

Gly

255

Lys

Glu

Arg

Gln

Lys

335

Asn

Lys

Asp

Glu

His

415

Arg

Gly

Ala

tys
160
Glu
Gln
Glu
Arg
Glu
240
Lys
Ile
Ala
Thr
Leu
320
Thr
Leu
val
Tyx
Lys
400
Gly
Ile

Ile

Ser

e

.

2000

LA XX

(A X X




Arg

465

Gln

Gln

Ala

Ser

Glu

545

Lys

(2) Informace pro SEQ ID NO: 3

TAGCCGATGT CTAATCCCCC ACACAAGCTC ATCCCCGGCC TCIGGGATTG TTGGGAATTC
TCTCCCTAAT TCACGCCTGA GGCTCATGGA GAGTTGCTAG ACCTGGGACT GCCCTGGGAG

GCGCACACAA CCAGGCCGGG TGGCAGCCAG GACCTCTCCC ATGTCCCTGC TTTTCTTGGC

450

Leu

Cys

Gly

His

Asp

530

Tyr

Lys

Asn

Lys

Phe

515

Thr

Ile

Asn

Glu

His

500

val

Gly

Val

val Gln Phe

(1)

Thr

Leu

485

Ser

Thr

Ile

Tyr

Asn
565

455

Gly Leu
470

Leu Glu
Thr Lys
Leu Asn

Leu Asn
535

Asn Pro
550

Phe Leu

_82_

Leu

Ala

Gly

Gly

520

Pro

Asn

Gln

vlastnosti sekvence:
2265 pdrl bazi

Délka:
Typ: nukleovd kyselina
Vldknitost: jednoducha
Topologie: linedrni

molekuly:

(iii) Hypoteticka: ne

CDNA

Leu

Asn

Leu

505

Ser

Asp

Gln

Leu

(iv) negativni orientace: ne

(v)

(ix)

(x1)

Puvodni zdroj:

(F) Typ tkané: uterus
Znaky:

(A) Jméno/klié&: CDS
(B) Poloha: 242..1843

Leu

Pro

490

Gly

Thr

Gly

val

Trp
570

Ser

475

Lys

Lys

val

Tyr

Arg
555

460

Glu

Ala

Met

Pro

Thr

540

Met

val

Glu

Ala

Leu

528

Leu

arg

Ala

Gly

Pro

510

Gly

Asn

Tyx

sese
L X2 X
[ XX ]
L)
caos
*

Leu Gly
480

Leu Leu
495

Ser Ser
Pro Ala

Tyr Asn

Leu Leu
560

‘e

(XX RJ

(D) Dal3i informace: /produkt="poly ADP ribdza polymeriza'

Popis sekvence:

SEQ ID NO: 3
TGGGACTGGT CGCCTGACTC GGCCTGCCCC AGCCTCTGCT TCACCCCACT GGTGGCCAAA

C ATG GCT CCA AAG CCG AAG CCC TGG GTA CAG ACT GAG GGC CCT GAG
Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val Gln Thr Glu Gly Pro Glu

60

120

180

240

286

e

*9ee




Lys

ACC
Thr

GTG
val

GAG
Glu
635

Asn

ACC
Thx

ATC
Ile

Lys

GTG
val
715

GAG
Glu

GTG
val

cTC
Leu

cTe
Leu

CAA
Gln
795

CTG

ARG
Lys

GCT
Ala

GAT
Asp
620

GAC
Asp

AAG
Lys

TGC
Cys

AAC
Asn

TTT
Phe
700

TCT
Ser

GCC
Ala

ACT
Thr

ATC
Ile

ATG
Met
780

CAG
Gln

AAG
Lys

GAG
Glu
605

CCA
Pro

TAC
Tyr

TTC
Phe

TGG
Trp

CAC
His
685

CGG
Arg

CAC
His

CAG
Gln

AAG
Lys

ACT
Thr
765

GAC
Asp

ATT
Ile

GGC

575

GGC
Gly
590

GCC
Ala

ACA
Thr

AAC
Asn

TAC
Tyr

AAC
Asn
670

TTC
Phe

GAA
Glu

CCG
Pro

GAA
Glu

CGG
Arg
750

AAC
Asn

CTG
Leu

GCA
Ala

cce

CGG
Arg

cTC
Leu

TGT

Cys

TGC
Cys

ATC
Ile
655

CGC
Arg

ACA
Thr

AAG
Lys

GGC
Gly

GCT
Ala
735

GTG
val

ATC
Ile

GAT
Asp

CGG
Axrg

ACG

CAG
Gln

AAG
Lys

CCa
Pro

ACC
Thr
640

ATC
Ile

TGG
Trp

AGG
Arg

ACC
Thx

AAG
Lys
720

GTG
val

CAG
Gln

TTC
Phe

GTG
val

GGT
Gly
800

GAT

GCa
Ala

GCC
Ala

CTC
Leu

625

cTG
Leu

CAG
Gln

GGC
Gly

CTA
Leu

AMG
Lys
705

TAC

Tyr

GTG
val

cce
Pro

AGC
Ser

AAG
Lys
785

TTC
Phe

GGT

GGA
Gly

ATA
Ile
610

AGC
Ser

AAC
Asn

cTG
Leu

CGT
Arg

GAA
Glu
690

AAC
Asn

ACA
Thr

AAG
Lys

TGC
Cys

AAG
Lys
770

AAG
Lys

GAG
Glu

GGC

580

AGG
Arg
595

cce
Pro

AGC
Ser

CAG
Gln

CTC
Leu

GTG
val
675

GAT
Asp

AAC
Asn

CTT
Leu

GTG
val

TCC
Ser
755

GAG
Glu

ATG
Met

GCC
Ala

CAA

GAG
Glu

GCA
Ala

AAC
Asn

ACC
Thyr

CAA
Gln
660

GGA
Gly

GCA
Ala

TGG
Trp

ATC
Ile

GAC
Asp
740

CTG
Leu

ATG
Met

cce
Pro

TTG
Leu

AGC

GAG
Glu

GAG
Glu

cce
Pro

AAC
Asn
645

GAC
Asp

GAG
Glu

BAG
Lys

GCA
Ala

GAA
Glu
725

AGA
Arg

GAC
Asp

TTC

Phe:

crG
Leu

GAG
Glu
805

CTG

GAC
Asp

AAG
Lys

GGG
Gly
630

ATC
Ile

AGC
Ser

GTC
val

AAG
Lys

GAG
Glu
710

GTA
vVal

GGC
Gly

cca
Pro

ADG
Lys

GGA
Gly
790

GCG
Ala

GAG

(ofele}
Pro

CGC
Arg
615

ACC
Thr

GAG
Glu

aAac
Asn

GGC
Gly

GAC
Asp
695

CGG
Arg

CAG
Gln

cca
Pro

GCC
Ala

AAC
Asn
775

AAG
Lys

CTG
Leu

GAG

sese
XY X
[ E XX ]

.

585

TTC
Phe
600

ATA
Tle

CAG
Gln

AAC
Asn

CGC
Arg

CAG
Gln
680

TTT
Phe

GAC
Asp

GCA

Ala-

GTG
val

ACG
Thr
760

ACC
Thr

CTG
Leu

GAG
Glu

CTG

CGC TCC
Arg Ser

ATC CGC

Ile Arg

GTG TAT
val Tyr

AAC AAC
Asn Asn
650

TTC TTC
Phe Phe
665

TCA AAG
Sexr Lys

GAG AAG
Glu Lys

CAC TTT
His Phe

GAG GAT
Glu Asp
730

AGG ACT
Arg Thr
745

CAG AAG
Gln Lys

ATG GCC
Met Ala

AGC AAG
Ser Lys

GAG GCC
Glu Ala
810

TCC TCA

LA X K]
[ A XX ]

334

382

430

478

526

574

622

670

718

766

814

862

810

958

1006

(A X2

o0

ae




Leu Lys Gly Pro

CAC TTT TAC ACC
His Phe Tyr Thr
830

CCC ATC AAT TCC
Pro Ile Asn Ser
845

GTG CTG GCG GAC
Val Leu Ala Asp
860

CAG GAG AAG ACG
Gln Glu Lys Thr
875

CAG CTT CTC AAG
Gln Leu Leu Lys

TAC AAG GTG ATA
Tyr Lys Val Ile
910

TGC CCT ACA CTT
Cys Pro Thr Leu
925

GAC AGA TTC CAG
Asp Arg Phe Gln
940

CAT GGC ACC AAC
His Gly Thr Asn
955

CGC ATC ATG CCA
Arg Ile Met Pro

GCC TCA GAG AAC
Ala Ser Glu Asn
990

GGG GCC CAC CAT
Gly Ala His His
1005

AGA GAG CAC CAT
Arg Glu His His
1020

CCT GGC TTC GAC
Pro Gly Phe Asp
1035

Thr
815

GTC
val

CcCT
Pro

ATC
Ile

GTG
val

TGC
Cys
895

CAG
Gln

CAA
Gln

GCC
Ala

ATG
Met

CAT
His
975

AGC
Ser

GTC
val

ATC
Ile

AGT
Ser

- 84

Asp Gly Gly Gln

ATC CCG CAC AAC
Ile Pro His Asn
835

GAG CTT CTG CAG
Glu Leu Leu Gln
850

GAG CTG GCC CAG
Glu Leu Ala Gln
865

GAG GAG GTG CCA
Glu Glu Val Pro
880

CAG CTG CAG CTG
Gln Leu Gln Leu

ACC TAC TTA GAA
Thxr Tyr Leu Glu
915

CAC ATC TGG ARA
His Ile Trp Lys
930

CAC TCC AAA CTG
His Ser Lys Leu
945

GCC GTG GTG GCC
Ala val val Ala
960

TCT GGT GGG CGT
Ser Gly Gly arg

AAG TCA GCT GGA
Lys Ser Ala Gly
995

GGC TAC ATG TIC
Gly Tyr Met Phe
1010

ARC ACG GAC AAC
Asn Thr Asp Asn
1025

GTC ATT GCC CGA
val Ile Ala Arg
1040

Ser
820

TTC
Phe

GCC
Ala

GCC
Ala

CAC
His

CTA
Leu
900

CAG
Gln

GTA
val

GGT
Gly

GCC
Ala

GTT
val
980

TAT
Tyr

CTG
Leu

ccC
Pro

GGC
Gly

Leu

GGC
Gly

ARG
Lys

CTG
Leu

cce
Pro
885

GAC
Asp

ACT
Thr

AAC
Asn

AAT
Asn

ATC
Ile
965

GGC
Gly

GTT
Val

GGT
Gly

AGC
Ser

Glu

CAC
His

AAG
Lys

CAG
Gln
870

CTG

Leu

TCT
Ser

GGC
Gly

CARA
Gln

CGG
Arg
950

cTC
Leu

ARG
Lys

ATT
Ile

GAG
Glu

76

Glu

AGC
Sexr

GAC
Asp
855

GCA
Ala

GAC
Asp

GGA
Gly

AGC
Ser

GAA
Glu
938

ARG
Lys

ACT
Thr

GGC
Gly

GGC
Gly

GTG
val

Leu Ser
825

CAG CCC
Gln Pro
840

ATG CTG
Met Leu

GTC TCT
Val Ser

CGA GAC
Arg Asp

GCA CCT
Ala Pro
905

AAC CAC
Asn His
920

GGG GAG
Gly Glu

CTG CTG
Leu Leu

AGT GGG
Ser Gly

ATC TAC
Ile Tyxr
985

ATG AAG
Met Lys
1000

GCC CTG
Ala Leu

1015

AAG AGC CCA

Leu Lys Ser Pro
1030

CAC ACC GAG CCT GAT
His Thr Glu Pro Asp
1045

ey

Ser

CCG
Pro

CTG
Leu

GAG
Glu

TAC
Tyr
890

GAG
Glu

AGG
Arg

GAA
Glu

TGG
Trp

cTC
Leu
970

7T
Phe

TGT
Cys

GGC
Gly

ccr
Pro

CCG
Pro
1050

1054

1102

1150

1198

1246

1294

1342

139¢

1438

1486

1534

1582

1630

1678

seee
seee
(A X 2]
o0
(XX T J

LA XXX )




CAG
Gln

ACC
Thr

GAC
Asp

GGC
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln

AGC
Ser

CAG
Gln

GA

10

CTG
Leu

CTG

1100
GGCTGGACTG
TTTCAAGAAT
CTTATGCCTC
CAGCCCATGG
ACATGTAAGT
AATGTGCACC

AAADDAAARRD

(2)

ACT GAG TTGC
Thr Glu Leu
1055

CCT GTG CCC
Pro Val Pro

GAG
Glu

TGC
Cys

- 85 -

CTG

GAT GGC CAG

Leu Asp Gly Gln

1060

CCA GAG TTC AGC
Pro Glu Phe Ser

Glu

1070

G

85

GAG GTC CAC CTC
Leu Glu Val His Leu *

TGATCTTCAA
ACAATACGTT
CTAACTGAAA
TAACCAGCAT
GAGATCATGC
GGGTTCACCC

AAAMAARAARA

TAC CTC ATC
Tyr Leu Ile

TAC
Tyr
1090
TGA
1108
TCATCCTGCC
GTTGTTAACT
TTTTGTATTC
TTGACTCTTT
AGTGTTTGTC
ATGTTTTCAT

AAAAAAADMDA

Informace pro SEQ ID NO: 4

(1) vlastnosti sekvence:

(A) Délka:
(B)

(D)

534 amino

linea

1075

CAG GAG AGC CAG
Gln Glu Ser Gln

CATCTCTGGT
ATAGTCACCA
TTTGACACAT
ACTTGTATAA
TTTCTGTGCC
AAATGACAAG

AR

kyselin

Typ: aminokyselina
Topologie:

rni

(1i) Typ molekuly: protein

(x1)
Met
Lys Lys

Al
3

Ala Glu

Pro
50

Asp Th.

Asp
65

Tyr
Lys Phe

Cys Trp

Ala Pro Lys Pro

Gly

Asn

TYZ

Asn

Popls sekvence:

5

Arg Gln A

20

a Leu A

5

Lys

r Cys Pro L

Cys Thr L

Ile Ile

85

G

Arg Trp G

Lys

SEQ
Pro Trp

la Gly Arg

la Ile Pro

40
Ser Ser
55

eu

eu Asn Gln

70

ln Leu Leu

ly Arg Vval

ID NO: 4

Val Gln Thr
10

Glu
25

Glu Asp

Ala Glu Lys

Asn Pro Gly

Ile
75

Thxr Asn

Gln Asp Ser

90
Glu

Gly val

a90e
LR 22
eene
.
cooe
.

CAA GTG GTG GTG CCC
Gln Val val val Pro
1065

AGC TCC ACA TTC TCC
Ser Ser Thr Phe Ser
1080

TGT CGC CTG CGC TAC
Cys Arg Leu Arg Tyr
1095

GTGCCCGLCC TGTCCCCCGG GGTCCTGCAA

ACCCCTATAT CACTCCTTTT
TGCTGTACAA GATCCCTGAA
CTGCCCAGTC CCTCTCCTCC
GGGCAGCTTT TATAGGTTCC
TGGCTTATTT CACTCAGCAT

ATTTCCTCCT TTAAAAAAAR

Glu
15

Glu Gly Pro Lys

Pro Phe Arg Ser Thr

30

Ile Ile
45

Arg Arg Val

Thr
60

Gln Val Tyr Glu

Glu Asn Asn

80

Asn Asn

Phe.
95

Asn Arg Phe Thr

Gly Gln Ser Lys Ile

(X 2 X J
anee

1726

1774

1822

1873

1933
1993
2053
2113
2173
2233

2265

(X ]

e




Asn
Phe
Ser
145
Ala
Thr
Ile
Met
Gln
225
Lys
Phe
Ile
Leu
Glu
305
Leu
Lys
Pro
Arg
Gly
385

Ile

Ser

His
Arg
130
His
Gln
Lys
Thx
Asp
210
Ile
Gly
Ty
Asn
Ala
290
Lys
Leu
val
Thr
Phe
370
Thr

Met

Glu

Phe
118
Glu
Pro
Glu
Arg
Asn
195
Leu
Ala
Pro
Thr
Ser
275
Asp
Thr
Lys
Ile
Leu
355
Gln
Asn

Pro

Asn

100

Thr

Lys

Gly

Ala

val

180

Ile

Asp

Arg

Thr

val

260

Pro

Ile

val

Cys

Gln

340

Gln

Ala

Met

His

Ser

Arg

Thr

Lys

‘Val

165

Gln

Phe

Val

Gly

Asp

245

Ile

Glu

Glu

Glu

Gln

325

Thr

His

His

Ala

Ser

405

Lys

Leu
Lys
Tyx
150
val
Pro
Ser
Lys
Phe
230
Gly
Pro
Leu
Leu
Glu
310
Leu
Tyr
Ile
Ser
val

3s0

Gly

Ser-

Glu
Asn
135
Thr
Lys
Cys
Lys
Lys
218
Glu
Gly
His
Leu
Ala
295
val
Gln
Leu
Trp
Lys
375
Val

Gly

Ala

- 86 -

Asp
1290
Asn
Leu
val
Ser
Glu
200
Met
Ala
Gln
Asn
Gln
280
Gln
Pro
Leu
Glu
Lys
360
Leu
Ala
Azg

Gly

105

Ala
Trp
Ile
Asp
Leu
185
Met
Pro
Leu
Ser
Phe
265
Ala
Ala
His
Leu
Gln
345
Val
Gly
Ala

val

Tyr

Lys
Ala
Glu
Arg
170
Asp
Phe
Leu
Glu
Leu
250
Gly
Lys
Leu
Pro
Asp
330
Thr
Asn
Asn
Ile
Gly

410

val

Lys

Glu

Val

155

Gly

Pro

Lys

Gly

Ala

235

Glu

His

Lys

Gln

Leu

315

Ser

Gly

Gln

Arg

Leu

395

Lys

Ile

Asp
Arg
140
Gln
Pro
Ala
Asn
Lys
220
Leu
Glu
Ser
Asp
Ala
300
Asp
Gly
Ser
Glu
Lys
380
Thr

Gly

Gly

Phe
125
Asp
Ala
Val
Thr
Thr
205
Leu
Glu
Leu
Gln
Met
285
val
Arg
Ala
Asn
Gly
365
Leu
Ser

Ile

Met

110

Glu
His
Glu
Arg
Gln
190
Met
Ser
Glu
Ser
Pro
270
Leu
Ser
Asp
Pro
His
350
Glu
Leu
Gly

Tyr

Lys

L X4

o200

L2 XX ]
sese

Lys
Phe
Asp
Thr
175
Lys
Ala
Lys
Ala
Ser
255
Pro
Leu
Glu
Tyr
Glu
33%
Arg
Glu
Trp
Leu
Phe

415

Cys

Lys

val

Glu

160

val

Leu

Leu

Gln

Leu

240

His

Pro

val

Gln

Gln

320

Tyr

Cys

Asp

His

Arg

400

Ala

Gly

LA A X

2089

(X

S0

0

one

.




Ala
Glu
Gly
465
Gln

Gly

Ser

His

His

450

Phe

Asp

Gln

Glu

- 87 -

420 425

His Val Gly Tyr Met Phe Leu Gly
435 440

His Ile Asn Thr Asp Asn Pro Ser
455 :

Asp Ser Val Ile Ala Arg Gly His
470

Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gln
485 490

Pro vVal Pro Cys Pro Glu Phe Ser
500 505

Tyr Leu Ile Tyr Gln Glu Ser Gln
515 520

Leu Glu Val His Leu *

530

(2) Informace pro SEQ ID NO: 5

(1)

(iid)

(iv)

(v)

(ix)

(xi)

vlastnosti sekvence:

(A) Délka: 2265 péarh béazi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Vlaknitost: jednoduchéd
(D) Topologie: linedrni

Typ molekuly: cDNA
Hypotetickd: ne

negativni orientace: ne

Phvodni zdroj:

(F) Typ tkéné: uterus

Znaky:
) Jméno/kli&: CDS

Glu

Leu

Thr

475

Gln

Ser

Cys

Val
Lys
4690
Glu
vVal

Serxr

Arg

Ala

445

Ser

Pro

val

Thr

Leu
525

430

Leu

Pro

Asp

val

Phe

510

Arg

sSe0e

XX X J
oeve

Gly
Pro
Pro
Pro
498

Ser

Tyx

Arg

Pro

Thr .

480

Gln

Gln

Leu

o8 e

[ 3]

) Dal8i informace: /produkt="poly ADP ribdza polymeriza”

(A
(B) Poloha: 221..1843
(D

Popis sekvence: SEQ ID NO: 5

TGGGACTGGT CGCCTGACTC GGCCTGCCCC AGCCTCTGCT
TAGCCGATGT CTRATCCCCC ACACAAGCTC ATCCCCGGCC
TCTCCCTAAT TCACGCCTGA GGCTCATGGA GAGTTGCTAG

GCGCACACAA CCAGGCCGGG TGGCAGCCAG GACCTCTICCC

TTG GCC ATG GCT CCA AAG CCG AAG CCC TGG GTA

TCACCCCACT GGTGGCCAAA
TCTGGGATTG TTGGGAATTC
ACCTGGGACT GCCCTGGGAG

ATG TCC CTG CTT TTC
Met Ser Leu Leu Phe
535

CAG ACT GAG GGC CCT

60
120
180

235

283

LA KX 4

»




Leu
540

GAG
Glu

TCC
Ser

olele)
Arg

TAT
Tyx

Asn
620

TrC
Phe

TTT
Phe

GAT
Asp
700

ACT
Thr

ARG
Lys

GCC
Ala

Lys

Ala

AAG
Lys

ACC
Thr

GTG
val

GAG
Glu
605

AAC
Asn

ACC
Thr

ATC
Ile

Lys

GTG
val
685

GAG
Glu

GTG
val

cTC
Leu

CTC
Leu

CaAA
Gln
765

Met

ANG
Lys

GCT
Ala

GAT
Asp
590

GAC
Asp

AAG
Lys

TGC
Cye

AAC
Asn

TTT
Phe
670

TCT
Ser

GCC
Ala

ACT
Thr

ATC
Ile

ATG
Met
750

CAG
Gln

Ala

AAG
Lys

GAG
Glu
57%

cca

Pro

TAC
Tyr

TTC
Phe

TGG
Trp

CAC
His
655

CGG
Arg

CAC
His

CAG
Gln

AAG
Lys

ACT
Thr
735

GAC
Asp

ATT
Ile

Pra

GGC
Gly
560

Gee
Ala

ACA
Thx

AAC
Asn

TAC
Tyr

AAC
Asn
640

T7TC
Phe

GAA
Glu

CcCG
Pro

GAA
Glu

CGG
Arg
720

AAC

Asn

CTG
Leu

GCA
Ala

Lys
545

CGG
Arg

cTC
Leu

TGT
Cys

TGC
Cys

ATC
Ile
625
CcGC
Arg

ACA
Thr

Lys

GGC

Gly

GCT
Ala
705

GTG
val

ATC
Ile

GAT
Asp

CGG
Arg

Pro

CAG
Gln

AAG
Lys

cca
Pro

ACC
Thr
610

ATC
Ile

TGG
Trp

AGG
Arg

ACC
Thr

ARG
Lys
690

GTG
Val

CAG
Gln

TTC
Phe

GTG
val

GGT
Gly
770

Lys

GCA
Ala

GCC
Ala

CTC
Leu
595

CTG
Leu

CAG
Gln

GGC
Gly

CTA
Leu

AAG
Lys
675

TAC
Tyr

GTG
val

ccc
Pro

AGC
Ser

AAG
Lys
755

TTC
Phe

Pro

GGA
Gly

ATA
Ile
580

AGC
Ser

AAC
Asn

CTG
Leu

CGT
Arg

GAA
Glu
660

AAC
Asn

ACA
Thr

AAG
Lys

TGC
Cys

AAG
Lys
740

AAG
Lys

GAG
Glu

Trp

AGG
Arg
565

cce
Pro

AGC
Ser

CAG
Gln

CTC
Leu

GTG
val
645

GAT
Asp

AAC
Asn

CTT
Leu

GTG
Val

TCC
Sexr
725

GAG
Glu

ATG
Met

GCC
Ala

val
550

GAG
Glu

GCA
Ala

AAC
Asn

ACC
Thr

Gln
630

GGA
Gly

GCA
Ala

TGG
Trp

ATC
Ile

GAC
Asp
710

CTG

Leu

ATG
Met

ccc
Pro

T7G
Leu

Gln

GAG
Glu

GAG
Glu

ccc
Pro

AAC
Asn
615

GAC
Asp

GAG
Glu

AAG
Lys

GCA
Ala

GAA
Glu
695

AGA
Axrg

GAC
Asp

TTC
Phe

CTG
Leu

GAG
Glu
775

Thr

GAC
Asp

AAG
Lys

GGG
Gly
600

ATC
Ile

AGC
Sex

GTC
val

AAG
Lys

GAG
Glu
680

GTA
val

GGC
Gly

CCA
Pro

AAG
Lys

GGA
Gly
760

GCG
Ala

Glu

cccC
Pro

CGC
Arg
585
acc
Thr

GAG
Glu

AAC
Asn

GGC
Gly

GAC
Asp
665

CGG
Arg

CAG
Gln

CCA
Pro

GCC
Ala

AAC
Asn
745

ADG
Lys

CTG
Leu

(X ]

s0es

.0

Gly

TTC
Phe
570

ATA
Ile

CAG
Gln

AAC
Asn

cGC
Arg

CAG
Gln
650

T
Phe

GAC
Asp

GCA
Ala

GTG
val

ACG
Thr
730

ACC
Thr

CTG
Leu

GAG
Glu

LA X X ]
(XXX}

LA A X

Pro
555

CGC
Arg

ATC
Ile

GTG
val

AAC
Asn

TTC
Phe
635

TCA
Ser

GAG
Glu

CAC
His

GAG
Glu

AGG
Arg
715

CAG
Gln

ATG
Met

AGC
Ser

GAG
Glu

([ Z X} )

LX)

L34

331

379

427

475

523

571

619

667

715

763

811

859

907

955




GCC
Ala
780

TCA
Ser

CCG
Pro

CTG
Leu

GAG
Glu

TAC
Tyr
860

GAG
Glu

AGG
Arg

GAA
Glu

TGG
Trp

cTC
Leu
940

TTT
Phe

TGT
Cys

GGC
Gly

ccr
Pro

CTG
Leu

CAC
His

cce
Pro

GTG
val

CAG
Gln
845

CAG
Gln

TAC
Tyr

TGC
Cys

GAC
Asp

CAT
Hisg
925
CGeC
Arg

Gee
Ala

[eleles
Gly

AGA
Arg

CCT
Pro

Lys

TTT
Phe

ATC
Ile

CTG
Leu
830

GAG
Glu

CTT
Leu

AAG
Lys

ccT
Pro

AGA
Arg
910

GGC
Gly

ATC
Ile

TCA
Ser

GCC
Ala

GAG
Glu
990

GGC
Gly

GGC
Gly

TAC
Tyr

AAT
Asn

815

GCG
Ala

AAG
Lys

CTC
Leu

GTG
Val

ACA
Thr
895

TTC
Phe

ACC
Thr

ATG
Met

GAG
Glu

CAC
His
975
CAC

His

TTC
Phe

ccc
Pro

ACC
Thr
800

TCC
Ser

GAC
Asp

ACG
Thr

AAG
Lys

ATA
Ile
880

CIT
Leu

CAG
Gln

AAC
Asn

CCa
Pro

AAC
Asn
960

CAT
His

CAT
His

GAC
Asp

ACG
Thr
785

GTC
val

ccr
Pro

ATC
Ile

GTG
Val

TGC
Cys
865

CAG
Gln

CAA
Gln

GCC
Ala

ATG
Met

CAT
His
945

AGC
Ser

GIC
val

ATC
Ile

AGT
Ser

GAT
asp

ATC
Ile

GAG
Glu

GAG
Glu

GAG
Glu
850

CAG
Gln

ACC
Thr

Cac

His

CAC
His

GCC
Ala
$30

TCT
Ser

AAG
Lys

GGC
Gly

AAC
Asn

GTC
val

- 89 -

GGT
Gly

CcCG
Pro

CTT
Leu

CTG
Leu
835

GAG
Glu

CTG
Leu

TAC
Tyr

ATC
Ile

TCC
Ser
915

GTG
val

GGT
Gly

TCA
Ser

TAC
TYY

ACG
Thr
995

ATT
Ile

GGC
Gly

CAC
Hisg

CTG
Leu
820

GCC
Ala

GTG
val

CAG
Gln

TTA
Leu

TGG
Trp
200

Lys

GTG
vVal

GGG
Gly

GCT
Ala

ATG
Met
980

GAC
Asp

GCC
Ala

CAA
Gln

AAC
Asn
805

CAG
Gln

CAG
Gln

cca
Pro

CTG
Leu

GAA
Glu
885

Lys

CTG
Leu

GCC
Ala

CGT
Arg

GGA
Gly
965

TTC
Phe

ARC
Asn

cGA
Arg

AGC
Ser
790

TTC
Phe

GCC
Ala

GCC
Ala

CAC
His

CTA
Leu
870

CAG
Gln

GTA
val

GGT
Gly

GCC
Ala

GTT
val
950

TAT

Tyr

CTG
Leu

ccc
Pro

GGC
Gly

cTG
Leu

GGC
Gly

AANG
Lys

CTG
Leu

cece
Pro
855

GAC
Asp

ACT
Thr

AAC
Asn

AAT
Asn

ATC
Ile
935

GGC
Gly

GTT
val

GGT
Gly

AGC
Ser

CAC
His

GAG
Glu

CAC
His

AMNG
Lys

CAG
Gln
840

CTG
Leu

TCT
Ser

GGC
Gly

Caa
Gln

CGG
Arg
920

CTC

Leu

AAG
Lys

ATT
Ile

GAG
Glu

TTG
Leu

GAG
Glu

AGC
Ser

GAC
Asp
825

GCA
Ala

GAC
Asp

GGA
Gly

AGC
Ser

GAA
Glu
905

AAG
Lys

ACT
Thr

GGC
Gly

GGC
Gly

GTG
Val
985

AAG
Lys

1000

ACC
Thr

GAG
Glu

(X)

(X4

CTG
Len

CAG
Gln
810

ATG
Met

GTC
Val

CGA
Arg

GCA
Ala

AAC
Asn
890

GGG
Gly

CTG
Leu

AGT
Ser

ATC
Ile

ATG
Met
970

GCC
Ala

AGC
Ser

CCT
Pro

*e®0e
(1A X3
e

TCC
Ser
795

cce
Pro

CTG
Leu

TCT
Ser

GAC
Asp

ccT
Pro
875

CAC
His

GAG
Glu

CTG
Leu

GGG
Gly

TAC
Tyr
955

AAG
Lys

CTG
Leu

cca
Pro

GAT
Asp

o8 e
(2 2 X ]

..

1003

1051

1099

1147

1195

1243

1291

1339

1387

1435

1483

1531

1579

1627

1675




1005

CCG ACC CAG
Pro Thr Gln
1020

CCC CAG GGC
Pro Gln Gly

TCC CAG AGC
Ser Gln Ser

TAC CTG CTG
Tyr Leu Leu

1070

GGCTGGACTG TGATCTTCAA TCATCCTGCC

1010

GAC ACT GAG TTG
Asp Thr Glu Leu
1025

CAG CCT GTG CCC
Gln Pro vVal Pro
1040

GAG TAC CTC ATC
Glu Tyr Leu Ile
1088

GAG GTC CAC CTC
Glu Vval His lLeu

GAG
Glu

TGC
Cys

TAC
Tyr

TGA

*

1075

[ X2 X3

1015

CTG GAT GGC CAG CAA GTG GTG GTG
Leu Asp Gly Gln Gln Val Vval Val
1030 1035

CCA GAG TTC AGC AGC TCC ACA TTC
Pro Glu Phe Ser Ser Ser Thr Phe
1045 1050

CAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC
Gln Glu Ser Gln Cys Arg Leu Arg
1060 1065

GTGCCCGCCC TGTCCCCCOGG GGTCCTGCAA

CATCTICTGGT ACCCCTATAT CACTCCTTTT

TTTCAAGAAT ACAATACGTT GTTGTTAACT ATAGTCACCA TGCTGTACAA GATCCCTGAA

CTTATGCCTC CTAACTGAAA TTTTGTATTC
CAGCCCATGG TAACCAGCAT TTGACTCTTIT
ACATGTAAGT GAGATCATGC AGTGTTTGTC

AATGTGCACC GGGTTCACCC ATGTTTTCAT

TTTGACACAT CTGCCCAGTC CCTCTCCTCC
ACTTGTATAA GGGCAGCTTT TATAGGTTCC
TTTCTGTGCC TGGCTTATTT CACTCAGCAT

AAATGACAAG ATTTCCTCCT TTAAAAAARA

ARAAAMAAAA AAAAAARAAA AAAAARAAAMAA AR

(2) Informace pro SEQ ID NO:

(1) vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 541 aminokyselin

(B)

6

Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6

Met Ser Leu Leu Phe Leu Ala Met Ala Pro Lys Pro Lys Pro Trp Val

Gln Thr Glu

Glu Asp Pro
35

Glu Lys Arg
50

Pro Gly Thx
65

Asn Ile Glu

5

Gly Pro Glu Lys
20

Phe Arg Ser Thr
Ile Ile Axrg Val
55

Gln Val Tyr Glu
70

Asn Asn Asn Asn

Lys
Ala

40
Asp

Asp

Lys

10 15

Lys Gly Arg Gln Ala Gly Arg Glu
25 : 30

Glu Ala Leu Lys Ala Ile Pro Ala
45

Pro Thr Cys Pro Leu Ser Ser Asn
60

Tyr Asn Cys Thr Leu Asn Gln Thr
75 80

Phe Tyr Ile Ile Gln Leu Leu Gln

1723

1771

1819

1873

1933
1993
2053
2113
2173
2233

2265

ssde

[ 2




Asp
Gla
Lys
Ala
145
Glu
Arg
Asp
Phe
Leu
225
Glu
Leu
Gly
Lys
Leu
308
Pro
Asp
Thr
Asn
Asn

385

. Ile

Ser

val

Lys

130

Glu

val

Gly

Pro

Lys

210

Gly

Ala

Glu

His

Lys

290

Gln

Leu

Sex

Gly

Gln

370

Arg

Leu

Asn
Gly
115
Asp
Arg
Gln
Pro
Ala
195
Asn
Lys
Leu
Glu
Ser
275
Asp
Ala
Asp
Gly
Ser
355
Glu

Lys

Thr

Axg
100
Gln
Phe
Asp
Ala
val
180
Thr
Thr
Leu
Glu
Leu
260
Gln
Met
val
Arg
Ala
340
Asn
Gly

Leuw

Sex

85

Phe

Ser

Glu

His

Glu

165

Arg

Gln

Met

Sex

Glu

245

Ser

Pro

Leu

Ser

Asp

325

Pro

His

Glu

Leu

Gly

Phe

Lys

Lys

Phe

150

Asp

Thr

Lys

Ala

Lys

230

Ala

Ser

Pro

Leu

Glu

310

Tyr

Glu

Arg

Glu

Trp

g0

Leu

Thr

Ile

Lys

135

val

Glu

val

Leu

Leu

215

Gln

Leu

His

Pro

val

295

Gln

Gln

Tyr

Cys

Asp

375

HBis

Arg

- 91 -

Cys
Asn
120
Phe
Ser
Ala
Thr
Ile
200
Met
Gln
Lys
Phe
Ile
280
Leu
Glu
Leuw
Lys
Pro
360
Arg

Gly

Ile

Trp

105

His

Arg

His

Gln

Lys

185

Thr

Asp

Ile

Gly

Tyx

265

Asn

Ala

Lys

Leu

Vval

3458

Thr

Phe

Thr

Met

20

Asn

Phe

Glu

Pro

Glu

170

Arg

Asn

Leu

Ala

Pro

250

Thr

Ser

Asp

Thr

Lys

330

Ile

Leu

Gln

Asn

Pro

Arg

Thr

Lys

Gly

155

Ala

Val

Ile

Asp

Arg

235

Thr

val

Pro

Ile

val

31s

Cys

Gln

Gln

Ala

Met

395

His

Trp

Arg

Thr

140

Lys

val

Gln

Phe

val

220

Gly

Asp

Ile

Glu

Glu

300

Glu

Gln

Thr

His

His

380

Ala

Ser

Gly

Leu

125

Lys

Tyr

val

Pro

Ser

205

Lys

Phe

Gly

Pro

Leu

285

Leu

Glu

Leu

Tyr

Ile

365

Ser

val

Gly

Arg
110
Glu
Asn
Thr
Lys
Cys
190
Lys
Lys
Glu
Gly
His
270
Leu
Ala
val
Gln
Leu
350
Trp
Lys

val

Gly

e

(X2 X1
XXX

95

val

Asp

Asn

Leu

val

175

Ser

Glu

Met

Ala

Gln

255

Asn

Gln

Gln

Pro

Leu

335

Glu

Lys

Leu

Ala

Arg

[ X LX)
.
*ede

Gly

Ala

Trp

Ile

160

Asp

Leu

Met

Pro

Leu

240

Ser

Phe

Ala

Ala

His

320

Leu

Gln

val

Gly

Ala

400

val

oeen

*oB e

oess

L2

(A X X

L]
(X X2 X ]




Gly

val

Gly

Ser

465

His

Gln

Ser

Gln

(2)

L X

o0 ee
eocre
(A XX 2
.
009
.

o

405 410 415

Lys Gly Ile Tyr Phe Ala Ser Glu Asn Ser Lys Ser Ala Gly Tyr
420 425 430

ILle Gly Met Lys Cys Gly Ala His His Val Gly Tyr Met Phe Leu
435 440 445

Glu Val Ala Leu Gly Arg Glu His His Ile Asn Thr Asp Asn Pro
450 455 460

Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe Asp Ser Val Ile Ala Arg Gly
470 475 480

Thr Glu Pro Asp Pro Thr Gln Asp Thr Glu Leu Glu Leu Asp Gly
485 490 495

Gln val val val Pro Gln Gly Gln Pro Val Pro Cys Pro Glu Phe
500 505 510

Ser Ser Thr Phe Ser Gln Ser Glu Tyr Leu Ile Tyr Gln Glu Ser
515 : 520 525

Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu Val His Leu *
530 _ . 535 540

Informace pro SEQ ID NO: 7

(1) vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 1740 parh bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Vldknitost: jednoducha
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(iii) Hypoteticka: ne
(iv) negativni orientace: ne

(v) Pavodni zdroj:
(A) Organismus: Mus musculus

(1x) Znaky:
(A) Jméno/kli&: CDs
(B) Poloha: 112..1710

(21) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7

CCCGGCTTTC ACTTTTTCTG CTGCCTCGGG GAACACCTCG AGCCAACTGC TTCCTAACTC

AGGGTGGGCA GAACTGACGG GATCTAAGCT TCTGCATCTC TGAGGAGAAC C ATG GCT

Met Ala

CCA AAMA CGA AAG GCC TCT GTG CAG ACT GAG GGC TCC AAG AAG CAG CGA
Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val Gln Thr Glu Gly Ser Lys Lys Gln Arg

545 550 555

2005

sevw
sosn

a0

60

117

165

o0

0

[ E XX

L d
secsen




CAA
Gln
560

AGA
Arg

CCA
Pro

ACC
Thr

ATC
Ile

GGC
Gly
640

cTG
Leu

Lys

TAC
Tyr

GTG
val

GTC
vVal
720

ATC
Ile

GAT
Asp

CGT

ACA
Thr

GGG
Gly

GCA
Ala

TTC
Phe

CTG
Leu

CAA
Gln
625

cGC
Arg

GAA
Glu

AAC
Asn

ACA
Thr

AAG
Lys
705

AAG
Lys

TTC
Phe

GTG
val

GGC
Gly

GGG
Gly

ACA
Thr

GCA
Ala

AGC
Ser

AAC
Asn
610

CTG
Leu

GTG
Val

GAT
Asp

Lys

crT
Leu
690

GCC
Ala

cce
Pro

AGC
Ser

AAG
Lys

TTC
Phe
770

GAT
Asp

GAG
Glu

ccT
Pro

GG
Arg

GAG
Glu

GCT
Ala
580

AAC
Asn

595

CAG
Gln

CTG
Leu

GGA
Gly

GCA
Ala

TGG
Txp
675

ATA
Ile

TTA
Leu

TGC
Cys

Lys

AAG
Lys
755

GAG
Glu

GGC
Gly

ACC
Thr

GAG
Glu

GAG
Glu

AAG
Lys
660

GAG
Glu

GAA
Glu

TCT
Ser

TCC
Serxr

GAG
Glu
740

ATG
Met

GCC
Ala

CAG
Gln

GAG
Glu
565

GAT
Asp

CcCcC
Pro

AAC
Asn

GAG
Glu

GTG
val
645

AAG
Lys

GAG
Glu

GTC
Val

cce
Pro

CTA
Leu
725

ATG
Met

ccce
Pro

TTG
Leu

AGC
Ser

GAC
Asp

AAT
Asn

GGG
Gly

ATC
Ile

GGT
Gly
630

GGC
Gly

GAC
Asp

folele}
Arg

CAG
Gln

CAG
Gln
710

GAC
Asp

TTC
Phe

TTG
Leu

GAA
Glu

CTG
Leu

AGC
Sex

CGG
Arg

ATA
Ile

GGC
Gly
615

AGT
Ser

CAG
Gln

TTT
Phe

GAC
Asp

GGA
Gly
695

GTG
val

ccT
Pro

AAG
Lys

GGA
Gly

GCT
Ala
775

GAA
Glu

93

TTC
Phe

GTC
val

CAG
Gln
600

AAC
Asn

CGC
Arg

AGC
Ser

AAG
Lys

CGT
Arg
680

GAA
Glu

GAC
Asp

GCC
Ala

AAC
Asn

AAG
Lys
760

CTA
Leu

GAG
Glu

CGG
Arg

ATC
Ile
585

GTC
val

AAC
Asn

TTC
Phe

AAG
Lys

AAG
Lys
665

T
Phe

GCA
Ala

AGC
Ser

ACC
Thr

GCA
Ala
745

CTG
Leu

GAG
Glu

CTC
Leu

TCC
Ser
570

CGT
Arg

CAC
His

AAC
Asn

TTC
Phe

ATG
Met
650

Lys

GTG
val

GAG
Glu

GGC
Gly

CaG
Gln
730

ATG
Met

ACC
Thr

GAG
Glu
TCC
Ser

ACT
Thr

GTG
val

GAG
Glu

AAC
Asn

TGC
Cys
635

AAC
Asn

™7
Phe

GCC
Ala

AGC
Ser

CCT
Pro
715

AAC
Asn

ACC
Thr

AAG
Lys

GCC
Ala

TCC
Ser

GCC
Ala

GAC
Asp

GAC
Asp

AAG
Lys
620

TGG
Trp

CAC
His

GG
TLp

CAG
Gln

CaAA
Gln
700

GTG
val

CcTT
Leu

CTC
Leu

CAG
Gln

ATG
Met
780

TGC
Cys

GAG
Glu

ccC
Pro

TAT
Tyr
605

rc
Phe

AAT
aAsn

TTC
Phe

GAG
Glu

cce
Pro
685

GAG
Glu

AGG
Arg

ATC
Ile

ATG
Met

CAG
Gln
765

Lys

TTC
Phe

(X )

GCT
Ala

TCA
Ser
590

GAC
Asp

TAT
Tyr

CGC
Arg

ACC
Thr

AAG
Lys
670

AAC

Asn

GCT
Ala

ACC
Thr

ACC
Thr

AAC
Asn
750

ATT
Ile

Asn

TAC
ky'sd

*
L XN X2
*

CTC
Leu
575

TGT
Cys

TGT -

Cys

ATT
Ile

TGG
Trp

TGC
Cys
655

ACT
Thr

AAG
Lys

GTA
Val

GTG
val

AAC
Asn
735

CTG

Leu

GCC
Ala

cce
Pro

ACT
Thr

213

261

309

357

405

453

501

549

597

645

693

741

789

837

885

(X ]

L )
[ XXX X X




GTC
val
800

ccr
Pro

ATC
Ile

Lys

AGG
Arg

ATA
Ile
880

CTG

Leu

CAG
Gln

Asn

CCA
Pro

Asn
960

CAG
Gln

CAC
His

GAC
Asp

ATT

785

ATC
Ile

GAT
Asp

GAG
Glu

GTG
val

TGC
Cys
865

CAG
Gln

CGG
Arg

GCC
Ala

GTG
val

CAC

His
945

AGC
Ser

GTG
val

ATC
Ile

AGC
Ser

GAA

cca
Pro

CAC
His

GTG
val

CTT
Leu

TTG
Leu

GCG
Ala
835

GAG
Glu

GAA
Glu
850

CAG
Gln

CTT
Leu

ACC
Thr

TAC
Tyr

CAT
His

GTT
val

CAC
His

TCC
Ser
915

GCC
Ala
930

GTG
val

GGT
Gly

TCG
Ser

AAG
Lys

TCA
Ser

GGC
Gly

TAC
Tyr

ATC
Ile
995

ACC
Thr

GTC ATC
val Ile
1010

CTT GAA

AAC
Asn

CAG
Gln
820

CAG

‘Gln

GTG
val

CaA
Gln

cTG
Leu

GG
TIrp
900

Lys

GIG
Val

GGT
Gly

GCT
Ala

ATG
Met
980

GAT
Asp

GCC
Ala

CTG

TTC
Phe
805

GCC
Ala

ACC
Thr

cca
Pro

CTG
Leu

Lys
885

Lys

CTG
Leu

GCT
Ala

CGT
Arg

GGC
Gly
965

TTC
Phe

GAC
Asp

CGA
Arg

GAT

790

GGC
Gly

AAG
Lys

TTG
Leu

CAC
His

CTG
Leu
870

CAG
Gln

GTG
val

GGC
Gly

GCC
Ala

GTT
val
950

TAT
TYY

CTG
Leu

cce
Pro

GGC
Gly

GGG

CGC AGC
Arg Ser

CGA
Arg

AAMG
Lys

GAC
Asp

ATG
Met.
825

CAG
Gln

GCA
Ala
840

GCC
Ala

CCA
Pro
855

CTG
Leu

GAT
Asp

GAC
Asp

TCC
Ser

GGG
Gly

ACT
Thr

GGC
Gly

AAC
Asn

AAC
Asn

CGA
Arg

GAA
Glu
905

AAT
Asn

CGG
Arg
920

AGG
Arg

ATC
Ile
935

cTC
Leu

ACC
Thr

GGC
Gly

AAG
Lys

GGT
Gly

GTT
val

ACC
Thr

AcCC
Thr

GGC
Gly

GAG
Glu

GTG
Val
985

AGC
Sex

TTG AAG
Leu Lys
1000

CAA ACC GaAG
Gln Thr Glu
1015

CAG CCG GTG

cce
Pro
810

CTG
Leu

CcCT
Pro

CGA
Arg

GAG
Glu

AGC
Ser
890

GGG
Gly

CTG
Leu

AGT
Ser

ATT
Ile

ATG
Met
970

GCC
Ala

AGT
Ser

ccG
Pro

GTG

798

CCG

Pro

CTG
Leu

GGG
Gly

GAC
Asp

TCC
Ser
875

TAC
Tyr

GAG
Glu

CTG
Leu

GGG
Gly

TAT
Tyr
955
CaC
His

CIC
Leu

cca
Pro

GAT
Asp

GTG

e8ne
(XX X
oees

cce
Pro

ATC
Ile

AAC
Asn

GTG
val

CTA
Leu

GCG
Ala
830

GAG
Glu

GAG
Glu
845

GAG
Glu

TAC
Tyr
860

CAG
Gln

CIC
Leu

GAG
Glu

TAC
Tyr

ARG
Lys

AGG
Arg

TGC
Cys

CCA
Pro

GGA
Gly

GAC
Asp

AGG
Arg
910

TGG
Trp

CAC
His
925

GGC
Gly

cTC
Leu
940

CGA
Arg

ATC
Ile

TTT
Phe

GCC
Ala

TCcT
Ser

TGT
Cys

GGG
Gly

GGC
Gly

GGC
Gly

AAA
Lys

GAG
Glu
990

cce
Pro

CCT GGC
Pro Gly
1005

CCC GCC CAG
Pro Ala Gln
1020

CCC CAA GGC

TCcC
Ser
815

GAC
Asp

GAG
Glu

CTC
Leu

GCA
Ala

AAC
Asn
895

TTC
Phe

ACC
Thr

ATG
Met

GAG
Glu

CAC
His
975

CAC
His

TTT
Phe

GAC
Asp

CCG

(2]

oe0e

L]
000

L )

933

981

1029

1077

1125

1173

1221

1269

1317

1365

1413

1461

1509

1557

1605

esee
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Ile Glu Leu Glu Leu Asp Gly Gln Pro Val Val Val Pro Gln Gly Pro
1025 1030 1035

CCT GTG CAG TGC CCG TCA TTC AAA AGC TCC AGC TTC AGC CAG AGT GAA 1653

Pro Val Gln Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser Gln Ser Glu

1040 1045 1050 1055

TAC CTC ATA TAC AAG GAG AGC CAG TGT CGC CTG CGC TAC CTG CTG GAG 1701

Tyr Leu Ile Tyr Lys Glu Ser Gln Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu

1060 1065 1070
ATT CAC CTC TAAGCTGCTT GCCCTCCCTA GGTCCAAGCC 1740

Ile His Leu
(2) Informace pro SEQ ID NO: 8

(1) wvlastnosti sekvence:
(A) Délka: 533 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8

Met Ala Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val Gln Thr Glu Gly Ser Lys Lys
1 5 10 15

Gln Arg Gln Gly Thr Glu Glu Glu Asp Ser Phe Arg Ser Thr Ala Glu
20 25 30.

Ala Leu Arg Ala Ala Pro Ala Asp Asn Arg Val Ile Arg Val Asp Pro
35 40 45

Ser Cys Pro Phe Ser Arg Asn Pro Gly Ile Gln Val His Glu Asp Tyr
50 55 60

Asp Cys Thr Leu Asn Gln Thr Asn Ile Gly Asn Asn Asn Asn Lys Phe
65 7@ 75 80

Tyr Ile Ile Gln Leu Leu Glu Glu Gly Ser Arg Phe Phe Cys Trp Asn
85 920 95

Arg Trp Gly Arg Val Gly Glu Val Gly Gln Ser Lys Met Asn His Phe
100 105 110

Thr Cys Leu Glu Asp Ala Lys Lys Asp Phe Lys Lys Lys Phe Trp Glu
115 120 125

Lys Thr Lys Asn Lys Trp Glu Glu Arg Asp Arg Phe Val Ala Gln Pro
130 135 140

Asn Lys Tyr Thr Leu Ile Glu Val Gln Gly Glu Ala Glu Ser Gln Glu
143 150 155 160

Ala val val Lys Ala Leu Ser Pro Gln Val Asp Ser Gly Pro Val Arg
165 170 175

Thr Val Val Lys Pro Cys Ser Leu Asp Pro Ala Thr Gla Asn Leu Ile




Thr
Asn
Ile
225
Asn
Tyr
Asn
Ala
Glu
305
Leu
Lys
Pro
Arg
Gly
385
Ile
Ser
Gly
Glu
Gly
465

Gln

Gly

Aan

Leu

210

Ala

Pro

Thr

Ser

Asp

290

Glu

Leu

Ala

Asn

Phe

370

Thr

Met

His
450
Phe

Asp

Pro

Ile

195

aAsp

Arg

Thr

Val

Pro

275

Ile

Lys

Arg

Ile

Leu

355

Gln

Asn

Pro

Asn

Gln

435

His

Asp

Ile

Pro

180

Phe

val

Gly

Gly

Ile

260

Asp

Glu

val

Cys

Gln

340

Arg

Ala

val

His

Ser

420

val

Ile

Ser

Glu

Val

Ser

Lys

Phe

‘Asp

245

Pro
val
Leu
Glu
Gln
325
Thr
His
His
Ala
Ser
405
Lys
Gly
Thr
val
Leu

485

Gln

Lys Glu

Lys
Glu
230
Gly
His
Leu
Ala
Glu
310
Leu
Tyxr
val
Ser
val
3990
Gly
ser
Tyr
Ile
Ile
470

Glu

Cys

Met
218
Ala
Gln
Asn
Gln
Gln
295
Val
Gln
Leu
Trp
Lys
375
Vval
Gly
Ala
Met
Asp
455
Ala

Leu

Pro

- 96 -

Met
200
Pro
Leu
Ser
Phe
Ala
280
Thr
Pro
Leu
Lys
Lys
360
Leu
Ala
Arg
Gly
Phe
440
Asp
Arg

Asp

Ser

185

Phe

Leu

Glu

Leu

Gly

265

Lys

Leu

Eis

Leu

Gln

345

val

Gly

Ala

val

Tyr

425

Leu

Pro

Gly

Gly

Phe

Lys
Gly
Ala
Glu
250
Arg
Lys
Gln
Pro
Asp
330
Thr
Asn
Asn
Ile
Gly
410
val
Gly
Ser
Gln
Gln

490

Lys

Asn
Lys
Leu
235
Glu
Ser
Asp
ala
Leu
315
Ser
Gly
Arg
Arg
Leu
395

Lys

Thr

Glu

Leu

Thr

475

Pro

Sexr

Ala
Leu
220
Glu
Leu
Arg
Met
Ala
300

Asp

Gly

Asn’

Glu
Azg
38¢
Thr
Gly
Thr
val
Lys
460
Glu

val

Ser

Met
205

Thr

Glu
Ser
Pro
Leu
285
Pro
Arg
Glu
Ser
Gly
365
Leu
Ser
Ile
Met
Ala
445
Ser
Pro

val

Serx

190

Thr
Lys
Ala
Ser
Pro
270
Leu
Gly
Asp
Ser
Tyr
350
Glu
Leu
Gly
Tyr
His
430
Leu
Pro
Asp

vVal

Phe

s200s
(XL X ]

Leu
Gln
Met
Cys
255
Pro
val
Glu
Tyxr
Glu
335
Arg
Gly
Trp
Leu
Phe
415
Cys
Gly
Pro

Pro

Pro
495

Ser

Met

Gln

Lys

240

Phe

Ile

Leu

Glu

Gln

320

Tyr

Cys

Asp

His

Arg

400

Ala

Gly‘

Lys
Pro
Ala
480

Gln

Gln

L X
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(XX X J

L]
[ XX XXX}




500

- 97

505

s00e

510

LXK R )
XXX
ceee

[ X X 24

Ser Glu Tyr Leu Ile Tyr Lys Glu Ser Gln Cys Arg Leu Arg Tyr Leu

Leu Glu Ile His Leun

(2)

ATG
Met

CAG
Gln
550

GCT
Ala

TCA
Ser

GAC
Asp

TAT
Tyr

CcGC
Arg
630

515

530

520

Informace pro SEQ ID NO:

(i) vlastnosti sekvence:

(A) Délka:

(
(
(

(i1)

Typ molekuly:

cDNA

(iii) Hypotetickd: ne

(iv)

(v) Pavodni zdroj:

(A) Organismus: Mus

(ix) 2Znaky:
(A) Jméno/klid: CDS
(B) Poloha: 1..1584
(x1) Popis sekvence: SEQ

GCT CCA ARA
Ala Pro Lys
535

CGA CAA GGG
Arg Gln Gly

CTC AGA GCA
Leu Arg Ala

TGT CCA TTC
Cys Pro Phe
585

TGT ACC CTG
Cys Thr Leu
600

ATT ATC CAA
Ile Ile Gln
615

TGG GGC CGC
Trp Gly Axg

CGA AAG GCC TCT

Arg

ACA
Thr

GCA
Ala

570

AGC
Ser

AAC
Asn

CTG
Leu

GTG
val

Lys

GAG
Glu
555

CCT
Pro

CGG
Arg

CAG
Gln

CTG
Leu

GGA
Gly
635

Ala Ser
540

GAG GAG
Glu Glu

GCT GAT
Ala Asp

AAC CCC
Asn Pro

ACC AAC
Thr Asn
605

GAG GAG
Glu Glu
620

GAG GTG
Glu Vval

9

negativni orientace: ne

1587 parh bazi

B) Typ: nukleovad kyselina
C) Vlaknitost: jednoduché
D) Topologie: linearni

musculus

ID NO:
GTG CAG ACT

val

GAC
Asp

AAT
Asn

GGG
Gly
590

ATC
Ile

GGT
Gly

GGC
Gly

Gln

AGC
Ser

lelele
Arg
575

ATA
Ile

GGC
Gly

AGT
Ser

CAG
Gln

9

Thr

TTC
Phe

GAG
Glu
545

CGG
Arg

560

GTC
Val

CAG
Gln

AAC
Asn

CGC
Axrg

AGC
Ser
640

ATC
Ile

GTC
val

AAC
Asn

TTC
Phe
625

AAG
Lys

525

GGC
Gly

TCC
Ser

CGQT
Arg

CAC
His

AAC
Asn
610

TTC
Phe

ATG
Met

TCC
Ser

ACT
Thr

GTG
val

GAG
Glu
595

AAC
Asn

TGC
Cys

AAC
Asn

Lys

GCC
Ala

GAC
Asp
580

GAC
Asp

AAG
Lys

TGG
Trp

Cac
Kis

AAG
Lys

GAG
Glu
565

cce
Pro

TAT
Tyr

TTC
Phe

AAT
Asn

TTC
Phe
645

[ X R X J

LYY 2]

48

96

144

192

240

288

338

.
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ACC
Thr

asn

GCT
Ala

TGC
Cys
710

Lys

Lys

GAG
Glu

GGC
Gly

CaC
. His
790

CTT
Leu

GCG
Ala

GAG
Glu

[o% wig
Leu

TAC

TGC
Cys

ACT
Thr

ARG
Lys

GTA
val
695

TCC
Ser

GAG
Glu

ATG
Met

GCC
Ala

CAG
Gln
775

AAC
Asn

CAG
Gln

CAG
Gln

GTG
val

CAA
Gln
855

CTG
Leu

CTG
Leu

Lys

TAC
TYyr
680

GTG
val

CTA
Leu

ATG
Met

ccce
Pro

TG
Leu
760

AGC
Ser

TTC
Phe

GCC
Ala

ACC
Thr

cca
Pro
840

CcTG
Leu

Lys

ACA
Thr

ARG
Lys

GAC
Asp

TTC
Phe

TTG
Leu
745

GAA
Glu

CTG
Leu

GGC
Gly

AAG
Lys

TTG
Leu
825

CAC
His

CTG
Leu

CAG
Gln

GAT GCA ARG AAG

Asp Ala
650

ADA TGG
Lys Trp

CTT ATA
Leu Ile

GTG GAC
Val Asp

CCT GCC
Pro Ala
715

AAG AAC
Lys Asn
730

GGA AAG
Gly Lys

GCT CTA
Ala Leu

GAA GAG
Glu Glu

CGC AGC
Arg Ser
795

AAG GAC
Lys Asp
810

CAG GCA
Gln Ala

CCA CTG
Pro Leu

GAC TCC
Asp Ser

ACT GGC
Thr Gly

Lys

GAG
Glu

GAA
Glu

AGC
Ser
700

ACC
Thr

GCA
Ala

CTG
Leu

GAG
Glu

cre
Leu
780

CGA
Arg

ATG
Met

GCC
Ala

GAT
Asp

GGG
Gly
860

AAC
Asn

Lys

GAG
Glu

GTC
Val
685

GGC
Gly

CAG
Gln

ATG
Met

ACC
Thr

GAG
Glu
765

TCC
Ser

CCcC
Pro

CTG
Leu

CCT
Pro

cGa
Arg
845

GAG
Glu

AGC
Ser

98

GAC
Asp

CGG
Azrg
670

CAG
Gln

cCT
Pro

AAC
Asn

ACC
Thr

AAG
Lys
750

GCC
Ala

TCC
Ser

slale)
Pro

CTG
Leu

GGG
Gly
830

GAC
Asp

TCC
Ser

TAC
Tyx

T
Phe
655

GAC
Asp

GGA
Gly

GTG
val

CcTT
Leu

CTC
Leu
735

CAG
Gln

ATG
Met

TGC
Cys

cccC
Pro

GTG
Val
815

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAG
Glu

AGG
Arg

ARG
Lys

CGT
Arg

GAA
Glu

AGG
Axrg

ATC
Ile
720

ATG
Met

CAG
Gln

Lys

e
Phe

ATC
Ile
800

CTA

Leu

GAG
Glu

CAG
Gln

TAC
Tyr

TGC
Cys

AAG
Lys

T
Phe

GCA
Ala

ACC
Thr
705

ACC
Thr

AAC
Asn

ATT
Ile

aAsn

TAC
Tyr
785

AAC
Asn

GCG
Ala

GAG
Glu

CTC
Leu

AAG
Lys
865

cca
Pro

Ann
Lys

GTG
val

GAG
Glu
690

GTG
val

AAC
Asn

CTG
Leu

GCC
Ala

ccce
Pro
770

ACT
Thr

TCC
Ser

GAC
Asp

GAG
Glu

cTC
Leu
850

GCa
Ala

AAC
Asn

seee

TTT
Phe

GCC
Ala
675

AGC
Ser

GTC
val

ATC
Ile

GAT
Asp

CGT
Arg
755

ACA
Thr

GTC
val

ccT
Pro

ATC
Ile

Lys
B35

AGG
Arg

ATA
Ile

CcTG
Leu

TGG
Trp
660

CAG
Gln

CAA
Gln

AAG
Lys

TTC
Phe

GTG
Val
740

GGC
Gly

GGG
Gly

ATC
Ile

GAT
Asp

GAG
Glu
820

GTG
Val

TGC
Cys

CAG
Gln

CGG
Arg

GAG
Glu

cccC
Pro

GAG
Glu

ccce
Pro

AGC
Ser
725

AAG
Lys

TTC
Phe

GAT
Asp

cca
Pro

GTG
val
805

76

Leu

GAA
Glu

CAG
Gln

ACC
Thr

CAT
His

soeN

.

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

L]
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GTT
val

TGG
Trp

AAA
Lys

GTG
Val

TCC
Ser

AAR
Lys

cTG
Leu

GGC
Gly
905

GTG
val

Gee
Ala

GTG
val

GCT
Ala
920

GGT
Gly

GGT
Gly
935

CGT
Arg

GTT
val

TCA
Ser
950

GCT
Ala

GGC
Gly

TAT
Tyxr

TAC
Tyr

ATG
Met

TTC
Phe

CTG
Leu

ATC
Ile

GAT
Asp

GAC
Asp

cce
Pro
985

ATC
Ile

GCC
Ala

CGA GGC
Arg Gly
1000

GAA
Glu

CTG GAT
Leu Asp
1015

GGG
Gly

TGC CCG TCA TTC
Cys Pro Ser Phe
1030

TAC AAG GAG
Tyr Lys Glu

AGC
Ser

TAA

AAC
Asn
890

AAT

Asn

ATC
Ile

GGC
Gly

GTT
Val

GGC
Gly
970

AGC
Ser

CAA
Gln

CAG
Gln

Lys

CAG

875

CGA
Arg

CGG
Arg

cTC
Leu

AAG
Lys

ACC
Thx
955

GAG
Glu

TG
Leu

ACC
Thr

ccG
Pro

AGC
Ser

1035

TGT

%9 -

GAA
Glu

GGG
Gly

GAG
Glu

AGG
Arg

CTG
Leu

CTG
Leu
910

ACC
Thx

AGT
Sexr
925

GGG
Gly

GGT
Gly
940

ATT
Ile

TAT
Tyr

ACC
Thr

ATG
Met

CAC
His

GTG
val

cTC
Leu

GCC
Ala

AAG
Lys

AGT
Sex

CCA
Pro
990

GAG
Glu

CCG GAT
Pro Asp
1005

GTG GTG GTG
val val val:
1020

TCC AGC TTC
Ser Ser Phe

CGC CTG CGC

Gln Cys Arg Leu Arg
1050

(2) Informace pro SEQ ID NO: 10

(1)

vlastnosti sekvence:

GGA
Gly
895

TGG
Trp

cre
Leu

TTT
Phe

TGT
Cys

GGC
Gly
975

ccc
Pro

cce
Pro

cccC
Pro

AGC
Ser

880

GAC
Asp

CAC
His

CGA
Arg

GCC
Ala

GGG
Gly
960

Lys

ccT
Pro

GCC
Ala

CAA
Gln

CAG
Gln

1040

AGG TTC
Arg Phe

CAG
Gln

GGC
Gly

ACC
Thr

AAT
Asn
915
ATG
Met
930

ATC
Ile

cca
Pro

TCT
Ser
945

GAG
Glu

AAC
Asn

GGC
Gly

CAC
His

CAG
Gln

GAG
Glu

CAC
His

CAC
His

GGC
Gly

TTT
Phe

GAC
Asp
995

CAG
Gln

GAC ATT
Asp Ile
1010

GGC CCG CCT
Gly Pro Pro
1025

AGT GAA TAC
Ser Glu Tyr

TAC CTG CTG GAG ATT
Tyr Leu Leu Glu Ile
1055

(A) Délka: 528 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie:

(11) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:

lineé&rni

10

e
X R X ]

GCC
Ala
900

GTG
Val

CAC
His

AGC
Ser

GTG
Val

ATC
Ile
980

AGC
Ser

GAA
Glu

GTG
val

CTC
Leu

CAC
His

885

CAC
His

GCC
Ala

TCG
Ser

ARG
Lys

GGC
Gly
965

ACC
Thr

GTC
val

CTT
Leun

CAG
Gln

ATA
Ile
1045

CcTC
Leu

1060

Met Ala Pro Lys Arg Lys Ala Ser Val Gln Thr Glu Gly Ser Lys Lys

(2]

o0e»
[ XX X 4
EX A X J
eves
L *
Peness

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1587




Gln

Ala

Sexr

Asp
65

Tyr

Arg

Thr

Lys

Asn

145

Ala

Cys

Lys

Lys

Glu

225

Gly

His

Leu

Ala

Glu

305

Leu

Arg
Leu
Cys

50
Cys
Ile
Trp
Cys
Thr
130
Lys
val
sSer
Glu
Met
210
Ala
Gln
Asn
Gln
Gln
290

val

Gln

Gln
Arg

35
Pro
Thxr
Ile
Gly
Leu
115
Lys
TYyr
val
Leu
Met
195
Pro
Leu
Ser
Phe
Ala
275
Thr

Pro

Leu

Gly
20

Ala

Phe

Leu

Gln
Arg
100
Glu
Asn
Thr
Lys
Asp
180
Phe
Leu
Glu
Leu
Gly
260
Lys
Leu
His

Leu

Thr
Ala
Ser
Asn
Leu

85
val
Asp
Lys
Leu
val
165
Pro
Lys
Gly
ala
Glu
245
Arg
Lys

Gln

Pro

Asp-

Glu

Pro

Arg

Gln

70

Leu

Gly

Ala

Trp

Ile

150

Asp

Ala

Asn

Lys

Leu

230

Glu

Ser

Asp

Ala

Leu

310

Ser

- 100 -

Glu
Ala
Asn

55
Thr
Glu
Glu
Lys
Glu
135
Glu
Ser
Thr
Ala
Leu
215
Glu
Leu
Arg
Met
Ala
295

Asp

Gly

Glu

Asp

40

Pro

Asn

Glu

val

Lys

120

Glu

val

Gly

Gln

Met

200

Thr

Glu

Ser

Pro

Leu

280

Pro

Arg

Glu

Asp

25
Asn
Gly
Ile
Gly
Gly
105
Asp
Arg
Gln
Pro
Asn
185
Thr
Lys
Ala
Ser
Pro
265
Leu
Gly

Asp

Ser

10

Ser

Arg

Ile

Gly

Ser

90

Gln

Phe

Asp

Gly

val

170

Leu

Leu

Gln

Met

Cys

250

Pro

val

Glu

in's o

Glu

Phe Arg

val Ile

Gln Val

60

Asn Asn
75

Arg Phe

Ser Lys

Lys Lys

Arg Phe
140

Glu Ala
155

Arg Thzr
Ile Thr
Met Asn
Gln Ile

220

Lys Asn
235

Phe Tyr

Ile Asn

Leu Ala

Glu Glu
300

Gln Leu
315

Tyr Lys

Ser

Arg

45

His

Asn

Phe

Met

Lys

125

val

Glu

Val

Asn

Leu

205

Ala

Pro

Thr

Ser

Asp

285

Glu

Leu

Ala

Thr

30
Val
Glu
Asn
Cys
Asn
110
Phe
Ala
Ser
val
Ile
190
Asp
Arg
Thr
Vval
Pro
270
Ile
Lys

Arg

Ile

15
Ala

Asp
Asp
Lys
Trp

95
His
Trp
Gln
Gln
Lys
175
Phe
val
Gly
Gly
Ile
255
Asp
Glu
val

Cys

Gln

Glu

Pro

Tyr

Phe

80

Asn

Phe

Glu

Pro

Glu

160

Pro

Ser

Lys

Phe

Asp

240

Pro

val

Leu

Glu

Gln

320

Thr

oot
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325 330 335

Tyr Leu Lys Gln Thr Gly Asn Ser Tyr Arg Cys Pro Asn Leu Arg
340 ’ 345 350

val Trp Lys Val Asn Arg Glu Gly Glu Gly Asp Arg Phe Gln Ala
355 360 365

Ser Lys Leu Gly Asn Arg Arg Leu Leu Trp His Gly Thr Asn Val
370 375 380

val val Ala Ala Ile Leu Thr Ser Gly Leu Arg Ile Met Pro His
185 390 395

Gly Gly Arg Val Gly Lys Gly Ile Tyr Phe Ala Ser Glu Asn Sex
405 410 415

Ser Ala Gly Tyr Val Thr Thr Met His Cys Gly Gly His Gln Val
420 425 430

Tyr Met Phe Leu Gly Glu Val Ala Leu Gly Lys Glu His His Ile
435 440 445

Ile Asp Asp Pro Ser Leu Lys Ser Pro Pro Pro Gly Phe Asp Ser
450 455 460

Ile Ala Arg Gly Gln Thr Glu Pro Asp Pro Ala Gln Asp Ile Glu
465 470 475

Glu Leu Asp Gly Gln Pro Val Val Val Pro Gln Gly Pro Pro Val
485 490 495

Cys Pro Ser Phe Lys Ser Ser Ser Phe Ser Gln Ser Glu Tyr Leu
500 505 510

Tyr Lys Glu Ser Gln Cys Arg Leu Arg Tyr Leu Leu Glu Ile His
518 520 525

(2) Informace pro SEQ ID NOC: 11

(i) vVlastnosti sekvence:

(A) Délka: 14 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vldknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ Molekuly: peptid
(1ii) Hypotetickd: ano

(ix) Znaky:
(A) Jméno/kli&: Oblast
(B) Poloha: 2

90
*
*

His

His

Ala

Ser

400

Lys

Gly

Thr

val

Leu

480

Gln

Ile

Leu

(D) Daldi informace: /poznamka=Xaa misto 1 aZ 5

daliich aminokyselin
(ix) Znaky:

200

[ X ]

.
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(&) Jméno/klié&: Oblast
(B) Poloha: 3
(D) Dal3i informace: /poznémka=Xaa misto Ser nebo Thr

(21) Popls sekvence: SEQ ID NO: 11

Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys Gly Ile Tyr Phe Ala
1 5 10

(2) Informace pro SEQ ID NO: 12

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 21 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlidknitost: jednoduché
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypotetickd: ano

(ix) Znaky:
(A) Jméno/klic&: Oblast
(B) Poloha: 1
(D) Dalsi informace: /poznamka=Xaa misto Ser nebo Thr

(ix) Znaky:.
(A) Jméno/kli&: Oblast
(B) Poloha: 6
(D) Daldi informace: /poznamka=Xaa misto Ile nebo Val

(iz) Znaky:
(A) Jméno/kli&: Oblast
(B) Poloha: 9
(D) Daldi informace: /poznamka=Xaa misto 1 aZ §

dal3ich aminokyselin
(ix) Znaky:

(A) Jméno/klié: Oblast
(B) Poloha: 10
(D) Dal3i informace: /poznamka=Xaa misto Ser nebo Thr

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 12

Xaa Xaa Gly Leu Arg Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys
1 5 10 15

Gly Ile Tyr Phe Ala
20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 13

(i) Vlastnosti sekvence:

L 2]
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Délka: 45 aminokyselin
Typ: aminokyselina
V1ldknitost: jednoducha

(A
(B
(C
(D) Topologie: linedarni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(1ii) Hypotetické: ano

(ix) Znaky:

(A) Jméno/klié: Oblast

(B) Poloha: 16

(D) Dal8i informace: /poznamka=Xaa misto Ser nebo Thr
(ix) Znaky:

(A) Jméno/klié¢: Oblast

(B) Poloha: 21

(D) Dal8i informace: /poznédmka=Xaa misto Ile nebo Val

(ix) Znaky:
(A) Jméno/klid: Oblast
(B) Poloha: 24
(D) Dald&i informace: /poznamka=Xaa misto 1 aZ 5

dalsich aminokyselin
(ix) Znaky:

(A) Jméno/klic: Oblast
(B) Poloha: 25
(D) Daldi informace: /pozndmka=Xza misto Ser nebo Thr

(ix) Znaky:
(A) Jméno/klid: Oblast
(B) Poloha: 6
(D) Daldi informace: /poznamka=Xaa misto Ser nebo Thr

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 13

Leu Leu Trp His Gly Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Leu Xaa
1 5 10 15 )

Xaa Gly Leu Arg Xaa Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Gly Lys Gly
20 25 30

Ile Tyr Phe Ala Xaa Xaa Xaa Ser Lys Ser Ala Xaa Tyr
35 40 45

(2) Informace pro SEQ ID NO: 14

(i) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 22aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) VlAknitost: jednoduché
(D) Topologie: lineédrni
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(ii) Typ Molekuly: peptid
(1ii) Hypotetickd: ano

(ix) Znaky:

(A) Jméno/k1li&: Oblast
(B) Poloha: 1
(D

) Dalii informace: /poznamka=Xaa misto Leu nebo Val

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 14

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu Xaa,

1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu
20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 15

(i) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 27 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vvlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ano

(ix) Znaky:

(A) Jméno/kli&: Oblast
(B) Poloha: 21
(D

} Dal3i informace: /pozndmka=Xaa misto Asp nebo Glu

(ix) Znaky:
(A) Jméno/klid: Oblast
(B) Poloha: 22
(D) Daldi informace: /poznamka=Xaa misto 10 aZ 11

dal8$ich aminokyselin

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 15
Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asn Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa
1 5 10 15

Gln Leu Leu Xaa Xaa Xaa Trp Gly Arg Val Gly
20 25

(2) Informace pro SEQ ID NO: 16

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 29 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
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(C) Viéknitost:_jednoduché
(D) Topologie: lineédrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ano

(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 16

Ala Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Lys Thr Xaa Asn Xaa
1 5 10 15

Trp Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Lys
20 25

(2) Informace pro SEQ ID NO: 17

(1) Vliastnosti sekvence:
(A) Délka: 44 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) V1aknitost: jednoduché
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ano

(ix) Znaky:
(A) Jméno/klic: Oblast
(B) Poloha: 4
(D) Dal3i informace: /poznémka=Xaa misto Ile nebo Leu

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 17

Gln Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 -] 10 15

Met Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Leu Gly Lys Leu
20 25 30

Xaa Xaa Xaa Gln Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Leu
35 40

(2) Informace pro SEQ ID NO: 18

(i) Vlastnosti sekvence:
{A) Délka: 15 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
{(C) Vlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypotetick&: ano

(XXX X 24
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 18

Phe Tyr Thr Xaa Ile Pro His Xaa Phe Gly Xaa Xaa Xaa Pro Pro
1 5 10 15

(2) Informace pro SEQ ID NO: 19

(i) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 17 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) V1aknitost: jednoduché
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypotetick&: ano

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 19

Lys Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Leu Xaa Asp Ille Glu Xaa Ala Xaa Xaa
1 5 10 15

Leu

(2) Informace pro SEQ ID NO: 20

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 20 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vldknitost: jednoduchéa
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ano

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 20

Gly Xaa Xaa Xaa Leu Xaa Glu Val Ala Leu Gly
1 5 10

(2) Informace pro SEQ ID NO: 21

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 20 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlidknitost: jednoduché
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ano
(ix) Znaky:
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(A) Jméno/klil: Oblast
(B) Poloha: 14
(D) Dal$i informace: /poznadmka=Xaa misto 7 aZ 9

dalsich aminokyselin

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 21

Gly Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Pro Xaa Leu Xaa
1 5 10 15

Gly Xaa Xaa val
20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 22

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 16 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vvlaknitost: jednoducha
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ano
(ix) Znaky:
(A) Jméno/kli&: Oblast
{B) Poloha: 2
(D) Dal&i informace: /poznamka=Xaa misto Tyr nebo Phe

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 22

Glu Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Gln Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Leu Leu
1 5 10 15

(2) Informace pro SEQ ID NO: 23

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 20 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) V1&knitost: jednoduché
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(1ii) Hypotetickd: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 23

Met Ala Ala Arg Arg Arg Arg Ser Thr Gly Gly Gly Arg Ala Arg Ala
1 5 10 15

Leu Asn Glu Ser
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20
(2) Informace pro SEQ ID NO: 24

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 20 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vladknitost: jednoduché
(D) Topologie: lineédrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 24

Lys Thr Glu Leu Gln Ser Pro Glu His Pro Leu Asp Gln His Tyr Arg
1 5 10 15

Asn Leu His Cys
20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 25

(1) Vlastnosti sekvence:
(AR) Délka: 21 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) V1idknitost: jednoducha
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypotetickda: ne
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 25

Cys Lys Gly Arg Gln Ala Gly Arg Glu Glu Asp Pro Phe Arg Ser Thr
1 5 10 15

Ala Glu Ala Leu Lys
20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 26

(i) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 21 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: jednoduchéa
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypotetick&: ne
{xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 26
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Cys Lys Gln Gln Ile Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glﬁ Ala Leu Glu
1 5 10 15

Glu Ala Leu Lys
20

(2) Informace pro SEQ ID NO: 27

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 19 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) VlAknitost: jednoduché
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ Molekuly: peptid

(iii) Hypotetick&: ne
(xi) Popls sekvence: SEQ ID NO: 27

Lys Gln Gln Ile Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu
i 5 10 15

Ala Leu Lys

(2) Informace pro SEQ ID NO: 28

(1) Vlastnosti sekvence:
(A) Délka: 19 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(C) Vlaknitost: jednoduché
(D) Topologie: linedrni

(i1) Typ Molekuly: peptid
(iii) Hypoteticka: ne
(x1) Popis sekvence: SEQ ID NO: 28

Lys Gln Gln Ile Ala Arg Gly Phe Glu Ala Leu Glu Ala Leu Glu Glu
1 S 10 15

Ala Met Lys
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PATENTOVE NAROKY

1. Homolog poly(ADP-ribdza) polymerdzy (PARP), ziskany =z
¢lovéka nebo Jjinych zdrojd, ktery mé aminokyselinovou
sekvenci, kterd obsahuje

a) funk&ni NAD' vazebnou doménu a

b) neosahuje sekvenci motivu zinkového prstu obecného

vzorce
CX2CXuHX,C

ve kterém
m je celé Cislo od 28 nebo 30 a X jsou zbytky, kterymi jsou

nezdvisle sobé jakékoli aminokyseliny.

2. Homolog poly (ADP-ribdza) polymerdzy (PARP) podle naroku
1, ve kterém funk&ni NAD® vazebnd doména obsahuje jeden z

nasledujicich obecnych motivi:

PX, (S/T)GX3GKGIYFA,
(S/T)XGLR(I/V)XPXn(S/T)GX3GKGIYFA nebo
LLWHG (S/T)X7IL(S/T)XGLR(I/V)XPX,(S/T)GX3GKGIYFAX3SKSAXY

ve kterych
n je celé ¢islo od 1 do 5 a X Fjsou zbytky, kterymi Tsou,

nezdvisle jeden na druhém, jakékoli aminokyseliny.

3. PARP homolog podle jednoho 2z predchdzejicich néaroka,
ktery obsahuje alespoil jeden z nésledujicich motiva &asti

sekvence:
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LXNX, YX,QLLX (D/E) X10,11WGRVG,
AX3FXK X KTXNXWKsFX3PXK,

OXL (I/L) X2 IXeMX1oPLGKLX3QIXeL,
FYTXIPHXFGX3PP; a
KX3LX,LXDIEXAX,L,

ve kterém X jsou zbytky, kterymi jsou, nezavisle jeden na

druhém, jakékoli aminokyseliny.

4, Homolog poly(ADP-ribdza) polymerazy (PARP) podle
kteréhokoli z predchézejicich narokll, vybrany z lidskych
homologll poly(ADP-ribéza) polymerdzy (PARP), které majil

aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2 (lidsky PARP2) nebo

[ X2 X J

SEQ ID NO: 4 nebo 6 (lidsky PARP3 typ 1 nebo typ 2); nebo

my3ich homologli poly(ADP-ribdza) polymerédz (PARP), ktere
maji aminokyselinovou sekvence SEQ ID NO:8 (my3i PARP

dlouhd forma) nebo SEQ ID NO:10 (my3i PARP kratkad forma).

5. Vazebny partner specificky pro homolog poly(ADP-ribdza)
polymerazy (PARP) podle kteréhokoli z predchazejicich
narokd, vybrany ze souboru zahrnujiciho

a) protilédtky a fragmenty protilatek,

b) proteintm podobné slouleniny, které interaguji s
Castednou sekvenci proteinu, a

c) nizkomolekuldrni efektory, které moduluji katalytickou

aktivitu PARP nebo jiné biologické funkce PARP molekuly.

6. Nukleova kyselina, zahrnujici
a) nukleotidovou sekvenci kdédujici alesponn jeden homolog
poly (ADP-ribéza) polymerdzy (PARP) podle jednoho z nadroklt 1

~

az 4 nebo komplementédrni nukleotidovou sekvenci

L 4
[ XX XN 2 J
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nukleotidové sekvence kdédujici alesponl Jjeden homolog
poly (ADP-ribdza) polymerazy (PARP);

b) nukleotidovou sekvenci, kterd hybridizuje se sekvenci
podle bodu a) za stringentnich podminek; nebo

c) nukleotidovou sekvencu, ktera je odvozena z
nukleotidovych sekvenci definovanych v bodé a) a v bodé b)
degeneraci genetického kédu.

7. Nukleovd kyselina podle naroku 6 obsahujici

a) nukleotidy poloze +3 aZz +1715 ukdzané v SEQ ID NO:1;
b) nukleotidy poloze +242 aZ +1843 ukazéné v SEQ ID NO:3;
¢) nukleotidy
d) nukleotidy

poloze +221 aZ +1843 ukadzéné v SEQ ID NO:5;

4 < <4 <«

poloze +112 aZ +1710 ukazédné v SEQ ID NO:7;
nebo

e) nukleotidy v poloze +1 aZ +1584 ukazané v SEQ ID NO:9.
8. Kazetu exprese, kterd obsahuje pod genetickou kontrolou
alespoil jedné regulac¢ni nukleotidové sekvence, alespon

jednu nukleotidovou sekvenci podle jednoho z narokd 6 a 7.

9. Rekombinantni vektor obsahujici alespon jednu kazetu

exprese podle naroku 8.

10. Rekombinantni mikroorganismus, obsahujici alespon jeden

rekombinantni vektor podle naroku 9.
11. Transgenni savec, obsahujici vektor podle naroku 9.

12. PARP-deficitniho savec nebo PARP-deficitni eukaryoticka

bufika, ve kterych je inhibovand funkéni exprese alespon

[ XX X ]
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jednoho genu, ktery kdéduje PARP homolog podle jednoho =z

narokth 1 az 4.

13. Zplsob in vitro detekce PARP inhibitort, vyznadujici se

tim, Ze sestavé z

a) inkubace polyADP-ribozylovatelného 'cile na nosidéi
nebo bez nosice s reak&éni smési, kterd obsahuje
al) PARP homolog podle jednoho z naroka 1 azZ 4,
a2) PARP. aktivator; a
a3) PARP inhibitor nebo analyt, ve kterém se

pfedpokladdd pritomnost alesport Jjednoho  PARP

inhibitoru;
b) provedeni polyADP ribozylacdni reakce; a
c) kvalitativni nebo kvantitativni urceni polyADP

ribozylace cile.

14. Zpusob podle ndroku 13, vyznacujici se tim, Ze homolog
poly (ADP-ribdza) polymerédzy (PARP) je preinkubovdn s PARP
aktivatorem a PARP inhibitorem nebo analytem, ve kterém se
pfedpokléddd pritomnost alesponl Jjednoho PARP inhibitoru,

pfed provedenim polyADP ribozyladni reakce.

15. Zplsob podle jednoho z ndrokl 13 a 14, vyznadujici se

tim, Ze polyADP~ribozylovatelny cil je protein histonu.

16. Zpuisob podle kteréhokoli z ndrokl 13 aZ 15, vyznadujici

se tim, Ze PARP aktivdtor je aktivovand DNA.

17. Zptsob podle kteréhokoli z narokad 13 aZ 16, vyznadujici

se tim, Ze polyADP ribozylacni reakce Jje spusSténa pridénim
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NAD".

18. Zphsob podle kteréhokoli z narokt 13 az 17, vyznadujici
se tim, Ze polyADP ribozylace cile na nosili je urcena za

pouziti anti-poly(ADP-ribdza) protilatek.

19. Zpusob podle kteréhokoli z narokd 13 aZ 17, vyznacCujicl
se tim, Ze cil, ktery neni na nosic¢i, je oznacen akceptorem

fluoroforu.

20. Zplsob podle ndroku 19, vyznacujicl se tim, Ze polyADP
ribozylace cile, ktery neni na nosic¢i, je urcena za pouziti
anti-poly (ADP-ribéza) protilédtky, kterd je oznacCena donorem
fluoroforu, ktery je schopny prenosu energie na akceptor

fluoroforu.

21. Zplsob podle jednoho z ndrokd 19 a 20, vyznalujici se
tim, %e cil je histon s navazanym Dbiotinem a akceptor
fluoroforu se k nému kopuluje prostfednictvim avidinu nebo

streptavidinu.

22. Zpisob podle jednoho z narokad 20 a 21, vyznacuijici se
tim, Ze anti-poly(ADP-ribdza) protildtka nese europium

kryptadt jako donor fluoroforu.

23. In vitro screeningovy zpusob pro vazebné partnery PARP

molekuly, vyznacujici se tim, Ze sestava z ‘

al) imobilizace na nosidi alesponl jednoho homologu
poly (ADP-ribéza) polymerdzy (PARP) podle jednoho =z
ndrokld 1 azZ 4;

bl) uvedeni v kontakt imobilizovaného homologu poly (ADP-

(YR XXX ]




- 115 - Upravena strana

ribbéza) polymerdzy (PARP) s analytem, ve kterém se
pfedpokladéd pritomnost alesponl Jjednoho vazebného
partnera; a

cl) urceni, tam, kde je to vhodné po inkubacdni periodég,
sloZek analytu navédzanych k imobilizovanému homologu

poly (ADP-ribdza) polymerdzy (PARP);

nebo

az) imobilizace na nosi¢ analytu, ktery obsahuje alespon
jednoho moZného vazebného partnera PARP molekuly;

b2) uvedeni v kontakt imobilizowvaného analytu s alespon
jednim PARP homologem podle jednoho z nérokl 1 aZ 4,
pro ktery je hleddn vazebny partner; a

c2) prohlédnuti imobilizovaného analytu, jestli navazal
homolog poly(ADP-ribdza) polymerdzy (PARP), tam, kde
je to vhodné po inkubaéni periodé.

24. Zphsob pro kvalitativni nebo kvantitativni wurceni

nukleovych kyselin kdédujicich homolog poly(ADP-ribdza)
polymerdzy (PARP) podle Jjednoho z nédrokd 1 aZ 4,

vyznadujici se tim, Ze sestava z

a) inkubace biologického vzorku s definovanym mnozZstvim
exogenni nukleové kyseliny podle Jjednoho z néroki 6 a 7,
hybridizace =za stringentnich podminek, urleni hybridizace
nukleovych kyselin a tam, kde je to vhodné, porovnani se

standartem; nebo

b) inkubace biologického vzorku s parem oligonukleotidovych

primer se specificitou pro nukleovou kyselinu kédujici
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homolog poly(ADP-ribdza) polymerdzy (PARP), amplifikace
nukleové kyseliny, urdeni amplifikaé¢niho produktu a tam,

kde je to vhodné, porovnéni se standartem.

25. Zptsob pro kvalitativni nebo kvantitativni wurceni

homologu poly (ADP-ribdza) polymerdzy (PARP) podle jednoho z

narok® 1 aZ 4, vyznadujici se tim, Ze sestéva z

a) inkubace Dbiologického vzorku s vazebnym partnerem
specifickym pro PARP homolog,

b) detekce komplexu vazebného partnera/PARP a tam, kde je
to vhodné,

c) srovnani vysledku se standartem.

26. Zpusob podle naroku 25, vyznadujici se tim, Ze vazebnym
partnerem je protildtka nebo vazebny fragment protilatky,
na kterou je navazand detekovatelnd znacka, tam kde Jje to

vhodné.

27. Zphsob podle kteréhokoli z ndrokld 24 to 26 pro diagndzu

chorob mediovanych nedostatkem energie.

28. ZpGsob pro urleni ulinosti PARP efektorfi, vyznacujici

se tim, Ze sestéva z

a) inkubace homologu poly(ADP-ribdza) polymerézy (PARP)
podle jednoho =z naroka 1 aZ 4 s analytem, ktery
obsahuje efektor fyziologické nebo patologické PARP
aktivity; opé&tovného odstranéni efektoru, tam kde je to
vhodné; a

b) urdeni aktivity PARP homologu, tam, kde je to vhodné po

p¥idéni substratd a kosubstratd.
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29.  Kompozice genové terapie, vyznacujici se tim, Ze

obsahuje ve vehikulu pfijatelnym pro genovou terapiil

konstrukt nukleové kyseliny, ktery

a) obsahuje nukleovou kyselinu opac¢né polarity vzhledem ke
kobdujici nukleové kyseliné podle jednoho z naroklt 6 a
7; nebo

b) ribozym proti nukleové kyseliné podle jednoho z ndrokl
6 a 7; nebo

c) kéduje specificky PARP inhibitor.

30. Farmaceutickd& kompozice vyznacujici se tim, Ze obsahuje
ve farmaceuticky pfrijatelném vehikulu, alespon jeden PARP
protein podle jednoho z narokd 1 aZ 4, alespon jeden PARP
vazebny partner podle naroku 5 nebo alesponl jednu kédujici

nukleotidovou sekvenci podle naroku 6 nebo 7.

31. PouZiti nizkomolekuldrnich PARP vazebnych partneri
podle naroku 5 pro pripravu farmaceutickych prostfedkld pro
diagndézu nebo terapii patologickych stavi ve vyvinu a/nebo
postupu, pfi nichZ se ucastni alesponl jeden PARP protein

nebo od néj odvozeny polypeptid.
32. PouZiti nizkomolekuldrnich PARP vazebnych partnert
podle né&roku 5 pro pfipravu farmaceutickych prostfedkd pro

diagnézu nebo terapii patologickych stavh, které maji pGvod

v nedostatku energie.
Zastupuje:

dr. 0. Svordik
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