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DNA kédujici faktor VIII, proteinovy produkt exprimovany touto DNA a zpiisob pFipravy
faktoru VI

Oblast techniky

Ptedkladany vynalez se tyka hybridniho faktoru VIIL, ktery ma aminokyselinovou sekvenci
lidského a zviteciho faktoru VIII, nebo ma lidskou aminokyselinovou sekvenci faktoru VIII a
sekvenci jinou nez sekvenci faktoru VIII, a také se tyki zplsobu pfipravy a pouziti tohoto
taktoru.

Dosavadni stav techniky

Koagulace (srazeni) krve zadina tim, e se desti¢ky piichycuji na fez ve sténé poranéné krevni
cévy v misté poskozeni. Pak jsou v kaskadé enzymaticky regulovanych reakei rozpustné mole-
kuly fibrinogenu preménény piisobenim enzymu trombinu na nerozpustné tetézce fibrinu, které
drzi destitky pohromadé ve srazeniné. V ka2dém kroku této kaskady je proteinovy prekurzor
pfeménén na protedzu, ktera stépi nasledujici proteinovy prekurzor v fadé. Ve vétsiné krokd jsou
nutné kofaktory.

Faktor V111 cirkuluje jako inaktivni prekurzor v krvi, vazany tdsné a nekovalentnim zpisobem na
von Willebranddv faktor. Faktor VIII je proteolyticky aktivovan trombinem nebo faktorem Xa,
ktery ho disociuje od von Willebrandova faktoru a aktivuje jeho prokoagulatni funkce v kaskade.
Ve své aktivni formé je proteinovy faktor Villa kofaktorem, ktery zvysuje katalytickou téinnost
faktoru 1Xa pro aktivaci faktoru X az o nékolik fadu.

Lidé s nedostatkem faktoru VIII nebo s protilatkami proti faktoru VIII, kteii nejsou léceni fakto-
rem VI, trpi nekontrolovatelnym vnitinim krvacenim, které zpisobuje celou fadu vainych
symptomd od zanétlivych reakei v kloubech a2 po pfed&asna mrti. Lidé trpici silnou hemofilii
(hemofilici), kterych je v USA asi 10 000, mohou byt léteni infuzemi lidského faktoru VIIL, ktery
obnovi normalni koagulacni schopnost krve, pokud je podavan v dostateéném mnoZstvi a frek-
venci. Klasicka definice faktoru VIII je skute&né takova, Ze je to latka piitomna v normalni krev-
ni plazmé, ktera opravi defekty srazlivosti v plazmé pochazejici z jedinct trpicich hemofilii A.

Rozvoj protilatek (inhibi¢nich protilatek neboli inhibitort), které inhibuji aktivitu faktoru Vill, je
vaznou komplikaci p¥i lééeni pacientdl trpicich hemofilii. Autoprotilatky se vyvijeji asi u20 %
pacientdl s hemofilii A jako reakce na terapeutické infuze faktoru VIII. U dfive neléCenych
pacientd s hemofilii A, ktefi tvoff inhibitory, se inhibitor vyvine pfiblizn& za jeden rok IéCeni.
Navic autoprotilatky, které inaktivuji faktor VIII, se prilezitostné vyvijeji i u jedincd s piedtim
normalni hladinou faktoru VIll. KdyZ je titr inhibitoru dostate¢né nizky, lze zvladat potiZe zvysu-
jicimi se davkami faktoru VIII. Aviak Casto je titr inhibitoru tak vysoky, Ze ho nelze piekonat
davkami faktoru VII. Alternativni strategii je obejit potiebu faktoru VIII v prib&hu normalni
hemostazy uZitim komplexnich pripravkd faktoru [X (napf. KONYNE®, Proplex®) nebo
rekombinantnim lidskym faktorem VIlla. Navic jelikoz prasedi faktor VIII mé obvykle podstatné
niz& reaktivitu s inhibitory neZ lidsky faktor V1II, uziva se pripravek obsahujici ¢aste¢n€ purifi-
kovany prasedi faktor VIII ((HYATEC®). Mnoho pacientti, u kterych se vyvinuly inhibiéni
protilatky k lidskému faktoru VIII, bylo Gspésné lédeno prasecim faktorem VIIL, a tolerovalo tuto
lé&bu po dlouhy &as. Avsak podavani prase¢iho faktoru VIIE neni Gpiné fedeni, nebot’ i na praseCi
faktor VI se po jedné nebo nékolika infuzich mohou vyvinout inhibitory.

Nekolik pripravka faktoru VIII ziskaného z plazmy riizné &istoty je komeréné dostupnych pro
lé¢eni hemofilie A. Patfi k nim &asteéné purifikovany faktor VII ziskany z plazmy sloucené
z nékolika darci, ktera je oSetfena tepeiné a také detergentem proti virim, ale obsahuje zmalné
mnoZstvi antigennich proteini, faktor VII purifikovany pomoci monoklonilnich protilatek, ktery
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obsahuje nizkou hladinu antigennich negistot a virovych kontaminaci, a nakonec rekombinantni
lidsky faktor VIII, ktery je nyni klinicky zkousen. Nanestésti je lidsky faktor VIII za fyziologic-
kych koncentraci a pH nestabilni, je pfitomen v krvi v mimofadné nizké koncentraci (0,2 pg/ml
plazmy) a ma velmi nizkou specifickou koagula¢ni aktivitu.

Hemofilici vyzaduji denni nihradu faktoru VIII, aby se zabranilo krvaceni a vysledné deformu-
jici artropatii hemofilikd. Av3ak dodavky jsou nedostateéné a objevuji se problémy pfi tera-
peutickém pouziti v disledku obtizi pii izolaci a purifikaci, imunigenicity, a také nutnosti
odstranit riziko infekce AIDS a hepatitidy. Aviak ani pouziti rekombinantniho lidského faktoru
VIII nebo ¢astedné purifikovaného prasediho faktoru VI nefesi zcela tyto problémy.

Problémy spojené s vieobecné uzivanymi komeréné dostupnymi piipravky faktoru VIII ziskany-
mi z plazmy stimulovaly vyznamny zijem na vyvoji lepsiho pfipravku faktoru VIII. Existuje
potieba U&inn&jsi molekuly faktoru VIil, tak aby jedna molekula poskytla vice koagulaéni
aktivity, aby pfitom tato molekula faktoru VIII byla stabilni pii vybraném rozsahu pH a fyziolo-
gickych koncentracich, aby dale méla snizenou schopnost indukovat tvorbu inhibiénich protilatek
a jedté navic, aby tato molekula faktoru VIII unikla rozpoznani imunitnim systémem pacienta,
ktery jiz vyvinul protilatky proti lidskému faktoru VIIL.

Predkladany vynalez proto poskytuje faktor VIII, ktery napravuje hemofilii u pacienti
s deficitem faktoru VIII nebo s inhibitory faktoru VIII.

Predkladany vynalez se dale tyké lé¢eni hemofilie.

Vynalez také poskytuje faktor VIII, ktery je stabilni pii vybraném pH a fyziologické koncentraci.

Predkladany vynélez poskytuje faktor VIII, ktery ma vy$si koagula¢ni aktivitu nez lidsky faktor
VIIL

A dale vynalez poskytuje faktor VIII, proti kterému se tvofi meéné protilatek.

Podstata vynalezu

Ptedkladany vynilez poskytuje izolovanou purifikovanou hybridni molekulu faktoru VIII a jeji
fragmenty s koagulaéni aktivitou, véetng hybridniho faktoru VIII, ktery ma aminokyselinovou
sekvenci faktoru VIII odvozenou z ¢lovéka a prasete nebo jiného savce odlidného od ¢lovéka
(dale oznatovaného strudng jako ,.zvite”). A také, ve druhém provedeni vynilezu, vEetné hybrid-
niho ekvivalentu faktoru VI, ktery ma aminokyselinovou sekvenci faktoru VIl odvozenou
z &lovéka nebo zvifete nebo obou a aminokyselinovou sekvenci, kterd nema zadnou sekvenéni
identitu s faktorem VIII (aminokyselinova sekvence jina nez sekvence faktoru VIII), vyhodné
substituovanou v antigennim a/nebo imunogennim dseku faktoru VIHI. Odbornik sezna, Ze na
zakladé predkladaného vynilezu je moino ptipravit detné konstrukty hybridniho faktoru VIII,
jako je napf. (pfidemZ tento vyCet neni omezujici) lidsky/zvifeci faktor VIII s vy33i koagulalni
aktivitou nez ma lidsky faktor VIII (,vy$3i koagulaéni aktivita®), neimonogenni lidsky/ekvi-
valentni faktor VIII, neantigenni lidsky/ekvivalentni faktor VIII nebo lidsky/zvifeci faktor VIII,
neimunogenni lidsky/zviteci nebo lidsky/ekvivalentni faktor VIII majici vy3§i koagulacni akti-
vitu, neantigenni lidsky/zviteci nebo lidsky/zvifeci/ekvivalentni faktor VIII majici vy3si koagu-
lacni aktivitu, neantigenni neimunogenni lidsky/ekvivalentni a/nebo lidsky/zvifeci/ekvivalentni
faktor VIII, a neantigenni neimunogenni lidsky/zvifeci/ekvivalentni faktor VIII majici vyssi
koagula¢ni aktivitu.

Molekula hybridniho faktoru VIII je pFipravena izolaci a rekombinaci podjednotek nebo domén
lidského a zvifeciho faktoru VIII, nebo metodami genového inZenyrstvi z geni lidského a
zvifeciho faktoru V1II.

Ve vyhodném provedeni predkladaného vynilezu jsou metody genového inZenyrstvi uzity
k nahradé elementd lidského faktoru VIII prislusnymi elementy zvifeciho faktoru VIII, ¢imz
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vznikne hybridni molekula lidského/zvitecitho faktoru VIIL. V druhém vyhodném provedeni
vynalezu jsou metody genového inzenyrstvi uZity k nahrazeni jedné nebo nékolika aminokyselin
v lidském nebo zvifecim faktoru VIII nebo v hybridnim lidském/zvifecim faktoru VIII amino-
kyselinami, které nemaji znamou sekvenéni identitu s faktorem VIII, vyhodné sekvenci amino-
kyselin, kterd m& mensi imunoreaktivitu s ptirozené se vyskytujicimi inhibi¢nimi protilatkami
proti faktoru VIIT (neantigenni aminokyselinové sekvence) a/nebo je méné nachylna k vyvolani
tvorby protilatek proti faktoru VIII (neimunogenni aminokyselinova sekvence) nez sekvence
lidského faktoru VIII. P#kiadem aminokyselinové sekvence, ktera mizZe byt uZita k nahrazeni
imunogenni nebo antigenni sekvence je sekvence alaninovych zbytki.

Alternativng, jedna nebo nékolik domén nebo ¢aste¢nych domén faktoru VIII jsou izolovany a
purifikovany z lidské nebo zvifeci plazmy a hybridni lidsky/zvifeci faktor VIII se pfipravi smi-
chanim domén nebo &asteénych domén z jednoho druhu s doménami nebo ¢asteénymi doménami
druhého druhu. Hybridni molekuly se pak izoluji iontovou vyménnou chromatografii,

Vynélez popisuje zpiisoby piipravy vysoce purifikovaného faktoru VIIL, které obsahuji nasledu-

jici kroky:

a) izolace podjednotek lidského faktoru VIII ziskaného z plazmy a izolace podjednotek
zvifeciho faktoru VIII ziskaného z plazmy, po které nasleduje rekonstituce koagulatni

aktivity smichanim lidskych a zvifecich podjednotek, a dale nasleduje izoface hybridniho
lidského/zviteciho faktoru VIII iontovou vyménnou hromatografii,

b) izolace domén nebo &asteénych domén lidského faktoru VIII ziskaného z plazmy a domén
nebo dasteinych domén zvifeciho faktoru VIII ziskaného z plazmy, po které nasleduje
rekonstituce koagula®ni aktivity smichanim lidskych a zvifecich domén, a dale nisleduje
izolace hybridniho lidského/zvifeciho faktoru VIII iontovou vyménnou chromatografii,

¢) konstrukce domén nebo Eastednych domén zvifeciho faktoru VIII technologii rekombinantni
DNA a rekombinantni vyména domén zviteciho a lidského faktoru VIII, aby vznikla
hybridni molekula lidského/zvifeciho faktoru VIII s koagulaéni aktivitou,

d) vytvofeni hybridniho lidského/zvifeciho faktoru VIII nahrazenim specifickych amino-
kyselinovych zbytki faktoru VHI jednoho druhu odpovidajicimi jedine¢nymi amino-
kyselinovymi zbytky faktoru VIII druhého druhu, nebo

e) vytvofeni hybridniho ekvivalentu molekuly faktoru VIII majici lidskou nebo zviteci amino-
kyselinovou sekvenci nebo obg, kde specifické aminokyselinové zbytky faktoru VIII jsou
nahrazeny aminokyselinovymi zbytky, které nemaji Zidnou znamou sekvenéni identitu
s faktorem VIII, metodou mistné cilené mutageneze.

Stanoveni celé DNA sekvence kodujici prasedi faktor VIII, kterd je zde uvedena, poprvé
umoznilo syntézu prasetiho faktoru VIII plné délky expresi DNA kodujici prasedi faktor VIII ve
vhodné hostitelské butice. Purifikovany rekombinantni prase¢i faktor VIII je proto jednim
aspektem predkladaného vynalezu. DNA kodujici kazdou z domén prasediho faktoru VIII stejné
tak jako kazdy jeji specificky fragment mohou byt podobné exprimovany, bud'to samostatng,
nebo v kombinaci s DNA kodujici lidsky faktor VIII, &imz se vytvofi hybridni lidsky/zviteci
faktor VIII popsany v predklidaném vynalezu. Kromé toho praseci faktor VIII (fVIII) majici
deletovanou (odstranénou) celou nebo ¢ast B-domény (prase¢i fVIII bez B domény) je dostupny
jako dal3i aspekt piedkladaného vynalezu, a sice uZitim exprese DNA kddujici prase¢i fVIII,
kterd ma deleci jednoho nebo n&kolika kodonti v B—doméné.

Néktera provedeni hybridniho nebo hybridniho ekvivaleatniho faktoru VIII podle pfedkladaného
vynalezu maji specifickou aktivitu vy$3i nez praseti faktor VIIl. Néktera provedeni hybridniho
nebo hybridniho ekvivalentniho faktoru VIII maji stejnou nebo niz§i imunoreaktivitu s inhibié-
nimi protilatkami proti faktoru VIII a/nebo mensi imunogenicitu pro &lovéka nebo zvife, ve
srovnani s lidskym nebo prase¢im faktorem VIIL.
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Ptedkladany vynalez také poskytuje farmaceuticky pfipravek pro léceni pacientd trpicich
deficienci faktoru VI, ktery obsahuje hybridni nebo hybridni ekvivalentni faktor VIII.

Popis obrazkt

Obrazky 1A az IH spole¢né poskytuji porovnani sekvenci nukleovych kyselin lidského,
praseciho a mysiho faktoru VIII.

Podrobny popis vynalezu

Pokud neni vyslovné uvedeno jinak, termin ,.faktor VIH“ v ptedkladané piihlaSce oznaluje
jakoukoliv funkéni proteinovou molekulu faktoru VIII z jakéhokoliv zvifete, jakykoliv hybridni
faktor VIII nebo modifikovany faktor VIII, terminy ,hybridni faktor VIII* nebo  hybridni
protein” oznaduji jakoukoliv funkéni proteinovou molekulu faktoru VIII nebo jeji fragment obsa-
hujici aminokyselinovou sekvenci faktoru VIII &lovéka, prasete a/nebo jiného druhu savce kromé
¢lovéka nebo prasete. K takovym kombinacim patfi (pfiCemZ tento vyCet neni omezujici)
jakykoliv z hybridnich molekul faktord VIII nebo jejich fragmenti: 1) lidskad/praseéi, 2) lidska/-
savei kromé lidské a praseci, jako napt. lidska/my$i, 3) praseci/savei kromé lidské a praseci, jako
napf. my3i/psi. K takovym kombinacim patii také napf. hybridni ekvivalentni molekuly faktoru
VIII nebo jejich fragmenty, jak budou definovany dale, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
faktoru VIII hybridniho, lidského, praseciho, savéiho jiného neZ lidského, savéiho jiného nez
praseciho pivodu, kde byla provedena substituce sekvenci, ktera nema zadnou znamou sekvenéni
identitu s faktorem V1II. K takovym hybridnim kombinacim patii také aminokyselinova sekvence
faktoru VIII odvozena z vice nez dvou druhi, jako je napf. lidska/praseci/mysi, nebo ze dvou a
vice druhli, kde byla provedena substituce sekvenci, ktera nema zadnou znamou sekvencni
identitu s faktorem VIII. Pokud neni vyslovné uvedeno jinak, termin ,hybridni faktor VIII“
zahrnuje i fragmenty hybridniho faktoru VIII, které mohou byt uZity, jak bude popsano dale
v jednom provedeni vynilezu, jako sondy pro vyzkumné GEely nebo jako diagnosticka €inidla.

Termin ,savéi faktor VIII® v tomto popisu zahrnuje faktor VIII s aminokyselinovou sekvenci
odvozenou z kteréhokoliv savce kromé ¢lovéka. Termin ,,zvife™ zde oznacCuje prase a jakéhokoliv
jiného savce kromé &lovéka.

Termin ,.fuzni protein“ nebo . filzni faktor VIII nebo jeho fragment™ oznacuji produkt hybridniho
genu, kde je kddujici sekvence pro jeden protein extenzivné zménéna, napt. fuzi jeji ¢asti s kodu-
Jici sekvenci druhého proteinu z jiného genu, aby vznikl hybridni gen, ktery koduje fuzni protein.
Fizni protein je tedy v tomto popisu podsoubor celého souboru hybridnich proteint faktoru VIII
zde popisovanych.

LOdpovidajici sekvence nukleové kyseliny, nebo aminokyselinova sekvence nebo obé, je
sekvence pfitomna v mist¢ molekuly faktoru VIII nebo hybridniho faktoru VIII nebo jeho frag-
mentu, které ma stejnou strukturu a/nebo funkci jako misto molekuly faktoru VIII jiného druhu,
atkoliv pocet nukleotid( nebo aminokyselin nemusi byt nutné identicky. Sekvence ,.odpovidaji-
ci* jiné sekvenci faktoru VIII v podstaté odpovida takové sekvenci, a hybridizuje za stringentnich
podminek s takovou sekvenci, kterd je uvedena v tomto popisu vynalezu. Sekvence ,,odpovidaji-
ci* jiné sekvenci faktoru VIII zahrnuje také sekvenci, kterd vede k expresi faktoru VIII nebo
hybridniho prokoagulaéniho faktoru podle predkladaného vynalezu nebo jeho fragmentu a
hybridizovala by se sekvenci podle vynalezu nebyt redundance v genetickém kédu.

wJedineénd” aminokyselina nebo aminokyselinovy zbytek nebo aminokyselinova sekvence
znamend aminokyselinovou sekvenci nebo zbytek v molekula faktoru VIII jednoho druhu, kterd
je odlisna od homologniho zbytku nebo sekvence v molekule faktoru VIII jiného druhu.

~Specificka aktivita” oznaduje aktivitu, kterd napravi koagulaéni defekt v plazmé s nedostatkem
lidského faktoru VIII. Specifickd aktivita je méfena v jednotkdch srazlivosti krve na miligram
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celkového proteinu faktoru VIII ve standardnim testu, kde se koagulacni Cas lidské plazmy
deficitni na faktor VIil srovnava s koagulaénim ¢asem normalni lidské plazmy. Jedna jednotka
aktivity faktoru VIII je aktivita piitomna v jednom mililitru normalni lidské plazmy. V testu Cim
je kratsi ¢as vytvoreni srazeniny tim v&t3i je aktivita faktoru VIII, ktery je testovan. Hybridni
lidsky/prase&i faktor VIII projevuje koagulaéni aktivitu v testu na lidsky faktor VIIL Tato
aktivita, stejné jako aktivita ostatnich molekul hybridniho faktoru VIII nebo jejich fragmentil, je
menéi, shodna nebo i v&t3i nez aktivita faktoru VIII ziskaného z plazmy nebo rekombinantniho
faktoru VIIL.

Nukleotidova sekvence ¢cDNA lidského faktoru VIII a predikovana aminokyselinova sekvence
jsou zde uvedeny jako sekvence id. & 1 a sekvence id. ¢. 2. Faktor VIII je syntetizovan jako
jednofetézcovy protein ptiblizné velikosti 300 kDa s vnitini sekven¢ni homologii, ktera definuje
sekvenci ,domény* NH,-Al1-A2-B-A3-C1-C2-COOH. V molekule faktoru VIII termin
»doména* oznaduje souvislou sekvenci aminokyselin, kter je definovana vnitini aminokyselino-
vou identitou a misty proteclytického $tépeni trombinem. Pokud neni uvedeno jinak, domény
faktoru VIII zahrnuji nasledujici aminokyselinové zbytky, kdyZ je sekvence ptifazena amino-
kyselinové sekvenci lidského faktoru VIII (sekvence id. €. 2): Al, zbytky Alal-Arg372, A2,
zbytky Ser373-Arg740, B, zbytky Ser741-Argl648, A3, zbytky Ser1690-11e2032, Cl, zbytky
Arg2033-Asn2172, C2, zbytky Ser2173-Tyr2332. Sekvence A3-C1-C2 zahrnuje zbytky
Ser1690-Tyr2332. Zbyvajici sekvence, zbytky Glul649-Arg1689, je oznatovana obvykle jako
lehky fetézec aktivaéniho peptidu faktoru VIIL Faktor VIII je proteolyticky aktivovan trombinem
nebo faktorem Xa, ktery ho disociuje od von Willebrandova faktoru a vytvéfi faktor Vllla, ktery
ma prokoagulaéni funkci. Biologicka funkce faktoru VIIla je zvysovat katalytickou i&innost
faktoru 1Xa pro aktivaci faktoru X o nékolik fadit. Trombinem aktivovany faktor Vllia je hetero-
trimer A1/A2/A3-C1-C2 velikosti 160 kDa, ktery tvoii komplex s faktorem 1Xa a faktorem X na
povrchu destiek nebo monocyti. Termin ,,¢aste¢nd doména™ oznaduje v popisu predkladaného
vynilezu souvislou sekvenci aminokyselin tvofici &ast domeény.

Podjednotky“ lidského a zvifeciho faktoru VIII jsou tézké a lehké fetézce proteinu. Tézky
fetézec proteinu obsahuje tfi domény, Al, A2 a B. Lehky tetézec faktoru VIII obsahuje také tfi
domény, a sice A3, Cl a C2.

Hybridni faktor VIII nebo jeho fragment miZe byt pfipraven:

1) nahrazenim lidskych nebo zvifecich podjednotek (t&€zké i lehké Fetézce) odpovidajicimi
zvitecimi nebo lidskymi podjednotkami izolovanych z plazmy,

2) nahrazenim lidskych nebo zvifecich domén (Al, A2, A3, B, Cl, C2) odpovidajicimi
zvifecimi nebo lidskymi doménami,

3) nahrazenim &asti lidskych nebo zvifecich domén ¢4stmi zvifecich nebo lidskych domen,

4) nahrazenim odpovidajicich lidskych nebo zvitecich aminokyselin alespofi jednou specific-
kou sekvenci obsahujici jednu nebo nékolik jedinednych zvitecich nebo lidskych amino-
kyselin, nebo

5) nahrazenim alespoii jedné sekvence zahrnujici jednu nebo n&kolik specifickych amino-
kyselin v lidském, zvifecim nebo hybridnim faktoru VIII nebo jeho fragmentu amino-
kyselinovou sekvenci, ktera nema Zadnou zniamou sekvenéni identitu s faktorem VHL

Hybridni faktor VIII bez B—domény*, ,hybridni ekvivalentni faktor VIII* nebo jejich fragmenty
jsou jakékoliv faktory VIIL popisované v této pfihlasce postradajici B-doménu nebo jejich
fragmenty.

Terminy ,.epitop”, ,,antigenni misto” a ,antigenni determinanta“ jsou uiivany v tomto popisu
jako synonyma a definuji asek lidského, zviteciho, hybridniho nebo hybridniho ekvivalentniho
faktoru VIIT nebo jeho fragmentu, ktery je speciticky rozpoznavin protilatkou. Obsahuje jakyko-
liv podet aminokyselin a je zavisly na primarni, sekundami i tercidrni struktufe proteinu. Ve
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smyslu predkladaného vynalezu, hybridni faktor VIII, ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo
Jejich fragmenty, které obsahuji alespofi jeden epitop, mohou byt uZity jako diagnosticka inidla
v testech, které budou popsany dale. V nékterych provedenich pfedkladaného vynilezu neni
hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo jejich fragment kiizové reaktivni nebo je
meéné kiizové reaktivni s pfirozené se vyskytujicimi protilatkami inhibujicimi faktor VIII ve
srovnani s lidskym nebo prasecim faktorem VIII.

Termin ,.imunogenni misto* je definovan jako iisek lidského nebo zvifeciho faktoru VIH, hybrid-
niho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo jejich fragmentu, které specificky vyvola
tvorbu protilatek proti lidskému nebo zvitecimu faktoru VIII, hybridnimu nebo ekvivalentnimu
hybridnimu faktoru VIII nebo jejich fragmentu u ¢lovéka nebo zvitete, jak se da zjistit rutinnim
testem, jako je napf. radioimunotest, ELISA nebo test ..Bethesda™ popsany v predkladaném
vynalezu. Obsahuje jakykoliv potet aminokyselin a je zavisly na primami, sekundarni i terciarni
struktufe proteinu. V nékterych provedenich ptedkladaného vynalezu neni hybridni nebo ekviva-
lentni hybridni faktor VIII nebo jejich fragment imunogenni nebo je méné imunogenni pro
¢lovéka nebo zvife ve srovnani s lidskym nebo praseim faktorem VIIL.

Terminy ,,molekula hybridniho faktoru VIII nebo jeji fragment” nebo ,,hybridni faktor VIII nebo
jeho fragment“ a ,ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo jeho fragment™ oznaduji aktivni faktor
VIII nebo molekulu hybridniho faktoru VII nebo jejich fragmenty, kde alespori jedna sekvence
obsahujici jeden nebo nékolik specifickych aminokyselinovych zbytki lidského nebo zvifeciho
faktoru VIII nebo jejich fragmentu byla nahrazena alespofl jednou sekvenci obsahujici jeden nebo
nékolik aminokyselinovych zbytki, ktera nema zadnou znamou sekvenéni identitu se sekvenci
lidského nebo zvifeciho faktoru VIII. Sekvence obsahujici jednu nebo vice aminokyselin, ktera
nema zadnou znamou sekvencni identitu se sekvenci lidského nebo zviteciho faktoru VIII je
oznacovana také jak ,,aminokyselinova sekvence odlisna od faktoru VIII*. Ve vyhodném prove-
deni je aminokyselinova sekvence, kterd nem4 zidnou zndmou sekvencni identitu s faktorem
VIII, sekvence alaninovych zbytkil. V jiném vyhodném provedeni vynalezu specificka sekvence
faktoru VIII, ktera je nahrazena sekvenci bez znamé sekvenéni identity s faktorem VIII, obsahuje
antigenni misto, které je imunoreaktivni s pfirozen& se vyskytujicimi inhibi¢nimi protilatkami
proti faktoru VIII, takze vysledna ekvivalentni hybridni molekula faktoru VIII nebo jeji fragment
jsou méné imunoreaktivni nebo vilbec nereaguji s inhibiénimi protilatkami proti faktoru VIII.
Jedté v daldim vyhodném provedeni specificka sekvence faktoru VIIL, kterd je nahrazena sekven-
ci bez znamé sekventni identity s faktorem VIII, obsahuje imunogenni misto, které vyvolava
tvorbu inhibi¢nich protilatek proti faktoru VIII u ¢lovéka nebo zvifete, takze vysledna molekula
ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo jeji fragment jsou méné imunogenni.

~Deficience faktoru VIII“ nebo ,nedostatek faktoru VIII“ oznaduji nedostatetnou srazlivost
zplisobenou tvorbou defektniho faktoru VIII, nedostate¢nou &i nulovou tvorbou faktoru VIII nebo
¢asteénou ¢i dplnou inhibici faktoru VIII inhibicénimi faktory. Hemofilie A je typ deficience
faktoru VIIL ktery je dasledkem poruchy X-vazaného genu a nepfitomnosti nebo nedostatku
proteinu faktoru VIII, ktery je timto genem kddovan.

~Diagnosticky test* oznaluje testy, které néjakym zpisobem vyuzivaji interakce antigen—proti-
tatka pro detekei a/nebo kvantifikaci mnoZstvi konkrétni protilatky, ktera je pfitomna
v testovaném vzorku jako pomocny prostiedek k vybéru vhodné terapie. DNA hybridniho nebo
ekvivalentniho hybridniho faktoru VIl nebo jeji fragment, nebo piisluzny protein z ni exprimo-
vany mohou byt pouZity k nahrazeni odpovidajicich reakénich ¢inidel v dosud znamych testech,
piicemZ modifikovany test se uzije k detekci a kvantifikaci protititek proto faktoru VIIL Je to
pravé uZiti téchto Cinidel, a sice DNA hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru Vili
nebo jejiho fragmentu, nebo pfisluzného proteinu z ni exprimovaného, které dovoluji modifiko-
vat dosud zndmé testy pro detekei protilatek proti lidskému nebo zvifecimu faktoru VIII nebo
hybridnimu lidskému/zvifecimu faktoru VIII. K takovym testim patfi, aniz by vycet byt limitu-
jici, ELISA test, imunodifizni test a imunopfenos (,,imunoblot). Metody vhodné k provadéni
téchto testit jsou odbornikiim dostate¢n& znamy. Hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII
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nebo jeho fragment, ktery obsahuje alespoii jeden epitop proteinu, miZe byt uZit jako diagnos-
tické &inidlo. Priklady testli, kde se uZiva hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo
jeho fragment jsou test ,,Bethesda® a antikoagulaCni test.

Obecny popis pouzitych postuptl

Patent US 5364 771 popisuje novou molekulu hybridniho lidského/prase¢iho faktoru VIII
s koagulaéni aktivitou, ve které byly urtité prvky molekuly lidského nebo zvifeciho faktoru VIII
nahrazeny odpovidajicimi prvky molekuly faktoru VIII jiného druhu. Patent US 5 663 060 a
pfihlaska WO 95/24427 popisuji prokoagulaéni hybridni lidsky/zvifeci ekvivalentni faktor VIII,
kde byly urkité prvky molekuly faktoru VIII jednoho druhu nzhrazeny odpovidajicimi prvky
molekuly faktoru VIII jiného druhu.

Predkladany vynalez poskytuje molekuly hybridniho lidského/zvifectho, zviteciho/zvifeciho a
ekvivalentniho faktoru VIII a jejich fragmenty, a dale nukleovou kyselinu kddujici takové
hybridni molekuly, z nichz n&které maji v&t3i koagula¢ni aktivitu ve standardnich koagulagnich
testech nez vysoce purifikovany lidsky faktor VIII a/nebo jsou méné imunoreaktivni s inhibic-
nimi protildtkami proti lidskému nebo praseimu faktoru VIII neZ lidsky nebo prase€i faktor VIII
a/nebo jsou méné imunogenni pro ¢lovéka nebo zvife nez lidsky nebo praseti faktor VIII. Tyto
hybridni molekuly faktoru VIII lze zkonstruovat uZitim nasledujicich postupi.

Predkladany vynilez popisuje ptinejmensim pét typt aktivnich molekul hybridniho lidského/-
prasettho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo jejich fragmenty a sekvence
nukleové kyseliny, které koduji tyto hybridni faktory VIII a také zpisoby jejich pfipravy:

1) nahrazenim lidskych nebo prasecich podjednotek (t€2ké i lehké fetézce) odpovidajicimi
prase¢imi nebo lidskymi podjednotkami,

2) nahrazenim jedné nebo nékolika lidskych nebo prasedich domén (Al, A2, A3, B, Cl, C2)
odpovidajicimi prasetimi nebo lidskymi doménami,

3) nahrazenim souvisié &asti jedné nebo nékolika lidskych nebo prasedich domén odpovidaji-
cimi ¢astmi praseich nebo lidskych domen,

4) nahrazenim odpovidajicich lidskych nebo prasetich sekvenci alespofi jednou specifickou
sekvenc! obsahujici jeden nebo nékolik jedine&nych aminokyselinovych zbytki lidského
nebo praseciho faktoru VIII, nebo

5) nahrazenim alespoi jedné specifické sekvence obsahujicich jednu nebo n€kolik amino
kyselin v lidském, prasetim nebo hybridnim lidském/prase¢im faktoru VIII alespoit jednou
aminokyselinovou sekvenci obsahujici jednu nebo nékolik aminokyselin, kterd nema Zadnou
znamou sekvenéni identitu s faktorem VIII (tj. aminokyselinovou sekvenci odlisnou od
sekvence faktoru VIII).

Stejnymi postupy lze pfipravit pringjmensim pét typd aktivnich molekul hybridniho lidského/-

saviiho jiného neZ lidského a prase&iho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VII nebo jejich

fragmenty a sekvence nukleové kyseliny, které kéduji tyto hybridni faktory VIII a také zplsoby

jejich piipravy:

1) nahrazenim lidskych nebo savgich jinych neZ lidskych a prasedich podjednotek (t€Zké
i lehké Fetdzce) odpovidajicimi sav&imi jinymi neZ lidskymi a praseSimi nebo lidskymi
podjednotkarmi,

2) nahrazenim jedné nebo nékolika lidskych nebo savéich jinych nez lidskych a prasetich
domén (Al, A2, A3, B, C1, C2) odpovidajicimi prase¢imi nebo lidskymi doménami,

3) nahrazenim souvislé asti jedné nebo n&kolika lidskych nebo savéich jinych nez lidskych
a praseGich domén odpovidajicimi 4stmi savéich jinych neZ lidskych a prasecich nebo
lidskych domén,
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4) nahrazenim odpovidajicich lidskych nebo sav&ich jinych nez lidskych a prasecich sekvenci
alespoii jednou specifickou sekvenci obsahujici jeden nebo nékolik jedineénych amino-
kyselinovych zbytki lidského nebo sav&iho jiného nez lidského a praseéiho faktoru VIII,
nebo

5} nahrazenim alespofi jedné specifické sekvence obsahujici jednu nebo nékolik aminokyselin
v lidském, sav&im jiném neZ lidském a prase¢im nebo hybridnim lidském/savCim jiném nez
lidském faktoru VIII alespoil jednou aminokyselinovou sekvenci obsahujici jednu nebo
nékolik aminokyselin, kterd nema Zidnou zndmou sekvenéni identitu s faktorem VIII
(tj. aminokyselinovou sekvenci odlidnou od sekvence faktoru VIII).

Dale je odbornikovi ihned ziejmé, ze stejné postupy lze uzit k pripravé alespori péti typi
aktivnich molekul hybridniho faktoru VII nebo jejich fragmenti, které odpovidaji typim uvede-
nym v bodech |az5 ve dvou pfedchazejicich odstaveich, kdy hybridni faktor VIII obsahuje
aminokyselinové sekvence faktoru VIII ze dvou nebo vice savcii vyjma ¢lovéka, napf. hybridni
praseci/mysi faktor VIII, a dale obsahuje aminokyselinové sekvence odlidné od sekvence faktoru
VIIL

Hybridni lidské/zviteci, zviteci/zviteci a ekvivalentni molekuly faktoru VIII nebo jejich fragmen-
ty uvedené pod body 1az3 se pfipravuji izolaci podjednotek, domén nebo souvislych ¢asti
domén z faktoru VIII ziskaného z plazmy, po které nasleduje rekonstituce a purifikace. Hybridni
lidské/zvireci, zvifeci/zvifeci a ekvivalentni molekuly faktoru VIl nebo jejich fragmenty uvede-
né pod body 3 az5 se pEipravuji technikami rekombinantni DNA (1j. genového inZenyrstvi).
Hybridni molekuly mohou obsahovat mensi &i vét§i procento lidské sekvence ve srovnani se
zviteci sekvenci, v zavislosti na plvodu jednotlivych aseki, jak bude popsano jesté podrobné;i
dale.

Jelikoz soucasné udaje ukazuji, Ze B doména nema Zadny inhibi¢ni epitop a nema Zidny znimy
vliv na funkei faktoru VIII, v nékterych provedenich pfedkladaného vynilezu je B doména
odstranéna z aktivniho hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo jeho
fragmentu (faktor VIII je pak oznatovan jako ,,B (=) faktor VIII*) pFipraveného zpisoby podle
vynilezu.

V piikladu 4 je ukazano, Ze hybridni lidsky/prase¢i faktor VIII obsahujici prasedi tézky fetézec a
lidsky lehky fetézec, ktery odpovida prvnimu typu hybridii uvedenych vyse, ma vétsi specifickou
koagulaéni aktivitu ve standardnim koagulaénim testu nez lidsky faktor VIII. Hybridni
lidsky/zvifeci nebo ekvivalentni faktor VIII, at’ jiz ma vy33i, stejnou nebo niZ§i aktivitu nez
lidsky faktor VIII, je uZite¢ny pro lé¢eni pacientl s tvorbou inhibitord, nebot’ tyto inhibitory
reaguji méné s hybridnim nebo ekvivalentnim faktorem VIII neZ s puvodnim lidskym nebo
prasecim faktorem VIII.

Pfiprava molekuly hybridniho faktoru VIIl rekonstituci izolovanych podjednotek lidskeho
a zviteciho faktoru VIII

Predkladany vynalez poskytuje molekuly hybridniho lidského/zvifeciho faktoru VIII nebo jejich
fragmenty, sekvence nukleovych kyselin kodujici tyto hybridni molekuly a zpisoby jejich
piipravy a izolace a dale metody pro charakterizaci jejich koagulatni aktivity. Jedna z metod,
ktera je modifikovanym postupem publikovanym Fay, P.J. et al., J. Biol. Chem. 265: 6197, 1990
a Lollar, J.S. et al., J. Biol. Chem. 263: 10451, 1988, obsahuje izolaci podjednotek (tj. tézky
fetézec a lehky fetézec) lidského a zvifeciho faktoru VIII, po které nasleduje rekombinace
lidského téZkého fetézce a zvifeciho lehkého fetézce nebo lidského lehkeho fetézce a zvifeciho
tézkeho fetézce.

[zolace jak lidskych, tak i zvifecich jednotlivych podjednotek zahrnuje disociaci dimeru tézky
fetézec/lehky fet€zec. To lze provést napf. chelataci vapniku pomoci kyseliny etylendiamni-
tetraoctové (EDTA) nésledované monoS™ HPLC (Pharmacia-LKB, Piscataway, NJ). Hybridni




10

20

30

35

40

45

50

CZ 300959 B6

molekuly lidského/zvifeciho faktoru VIII se pak rekonstituuji z izolovanych podjednotek v pfi-
tomnosti vapniku. Hybridni faktory VIII lidsky lehky fetézec/zvifeci teZky fetézec nebo zvifeci
t&zky Fetézec/lidsky lehky fetézec jsou izolovany od nezreagovanych téZkych fetézci pomoci
postupu monoS™ HPLC (Pharmacia—LKB, Piscataway, NJ) pro izolaci praseciho faktoru VIII,
jak byl popsan v Lollar, J.S. et al., Blood 71: 137-143, 1988.

Tyto metody, kieré byly pouZity v jednom provedeni pfedkladancho vynilezu k pripravé
aktivniho hybridniho lidského/prasegiho faktoru VIII (coZ je popsano v nasledujicich piikladech)
poskytly aktivni hybridni molekulu faktoru VIII lidsky lehky fetézec/praseci tézky fetézec, ktera
vykazovala vice nez Sestkrat vyssi prokoagulaéni aktivitu neZ lidsky faktor VIIL

Jiné hybridni molekuly faktoru VIII, napf. lidské/savéi jiné nez lidské a prasedi, lze pfipravit,
izolovat a charakterizovat stejnym zpiisobem. Dile je odbornikovi ihned ziejmé, Ze stejné
postupy lze uzit k pfipravé, izolaci a charakterizaci aktivity hybridniho zvifeciho/zvifeciho
faktoru VIIL, jako je napf. hybridni prasedi/mysi faktor VI, ktery obsahuje lehky fetézec nebo
tézky Fetézec jednoho biologického druhu kombinovany s tézkym fetézcem nebo lehkym fetéz-
cem jiného druhu.

Piprava molekuly hybridniho faktoru VIII rekonstituci izolovanych domén lidského a zvifeciho
faktoru VIII

Predkladany vynalez poskytuje molekuly hybridniho lidského/zvifeciho faktoru VIII se substitu-
cemi domén nebo jejich fragmenty, sekvence nukleovych kyselin kodujici tyto hybridni molekuly
a zpiisoby jejich pfipravy a izolace a dale metody pro charakterizaci jejich koagulaCni aktivity.
Jedna z metod obsahuje izolaci jedné nebo nékolika domén lidského a jedné nebo nZkolika
domén zviteciho faktoru VIII, po které nasleduje rekombinace lidskych a zvifecich domén, takZe
vznikne hybridni lidsky/zvifeci faktor VIII s koagulaéni aktivitou, jak to popsali Lollar, P. et al.,
J. Biol. Chem. 267(33); 23652-23657 (25. listopadu 1992) pro hybridni lidsky/prase¢i faktor
VIIL.

Predkladany vynalez specificky poskytuje hybridni lidsky/prasedi faktor VIIL kde lidska doména
A2 je nahrazena praseti doménou A2, coZ ilustruje pfiklad, jak se miize konstruovat doménové
substituovany hybridni lidsky/savéi jiny ne? lidsky a prasei faktor VIII. Savéi, jiné neZ lidske a
prase¢i dimery a lidské dimery A1/A3-C1-C2 ziskané z plazmy jsou izolovany disociaci domény
A2 z faktoru VlIIa. To ,s¢ provadi napf. v pritomnosti NaOH a poté zfedénim smési a eluci
dimerh pomoci monoS™ HPLC (Pharmacia—LKB, Piscataway, NJ). Doména A2 je izolovana od
faktoru VIlla jako men§inova slozka v monoS™ HPLC. Hybridni molekuly lidského/zviFeciho
faktoru VIII jsou pak rekonstituovany smichénim stejného objemu domény A2 jednoho biologic-
kého druhu a dimerti A1/A3-C1-C2 jiného druhu.

Hybridni lidské/zviteci faktory VIII nebo jejich fragmenty s jednou nebo vice substitucemi
domén jsou izolovany ze smési nezreagovanych dimerd a domén A2 pomoci postupu mono$ ™
HPLC (Pharmacia—LKB, Piscataway, NJ} pro izolaci praseciho faktoru VIIL, jak byl popsin
v Lollar, J.S. et al., Blood 71: 137143, 1988. Rutinni postupy lze také uZit k izolaci domén Al,
A3, Cl, C2 a B faktoru VIII jednoho biologického druhu, z nichz pak jedna nebo nékolik mohou
nahradit odpovidajici doménu faktoru VIII jiného druhu. Odbornikovi je ihned zfejmé, Ze stejné
postupy lze uzit k piipravé, izolaci a charakterizaci aktivity hybridniho zviteciho/zvifeciho
faktoru VI1II, jako je napf. hybridni prasedi/mysi faktor VIIL

Tyto postupy, popsané jeité podrobngji v nasledujicich ptikladech, poskytly molekuly hybridniho
faktoru VIII s prokoagulaéni aktivitou,

Piprava molekul hybridniho faktoru VIl metodami genové inzenyrstvi rekombinaci sekvenci
kédujicich podjednotky, domény nebo &4sti domén lidského, zvifeciho a hybridniho faktoru VIli
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Nahrazovani podjednotek, domén nebo souvislych &asti domén

Predkladany vynalez poskytuje aktivni rekombinantni hybridni lidsky/zviteci a hybridni ekviva-
lentni faktor VIII a jeho fragmenty, kde byly nahrazeny podjednotky, domény nebo amino-
kyseliny, sekvence nukleovych kyselin kodujicich tyto hybridni molekuly, zplsoby jejich
pfipravy a izolace a dale zpusoby charakterizace jejich koagulacnich, imunoreaktivnich a imuno-
gennich vlastnosti.

Lidsky gen faktoru V111 byl izolovan a exprimovan v sav&ich bufkach, jak popsali Toole, J.J. et
al., Nature 312: 342-347, 1984 (Genetics Institute), 1984, Gitschier, J. et al., Nature 312:
326330, 1984 (genctech), Wood, W.I. et al., Nature 312: 330-337, 1984 (Genetech), Vehar,
G.A. et al, Nature 312:337-342, 1984 (Genentech), a dale v patentovych pfihlaskach WO
87/04187, WO 88/08035, WO 88/03558 a v patentu US 4 757 006, a na zakladé znamé cDNA
byla dedukovana aminokyselinova sekvence. Patent US 4 965 199 udéleny Caponovi et al.
popisuje rekombinantni metodu pfipravy savéiho faktoru VIl v sav€ich hostitelskych burikach a
purifikaci lidského faktoru VIII. Byla popsana exprese lidského faktoru VIII v CHO burikach
(buiiky ovarii ¢inského kfecka) a BHKC (fetalni ledvinné kie¢éi buriky). Lidsky faktor VIII byl
modifikovan tak, ze byla odstranéna celd nebo &ast B-domény (patent US 4 868 112) a byl
uéinén pokus nahradit tuto doménu B faktoru VIII B doménou lidského faktoru V (patent
US 5 004 803). Sekvence cDNA kédujici lidsky faktor VIII a predikovand aminokyselinova
sekvence jsou zde uvedeny jako sekvence id. &. 1 a 2.

Prasec{ faktor VIil byl izolovéan a purifikovan z plazmy (Fass, D.N. et al., Blood 59: 594, 1982).
Caste¢na aminokyselinova sekvence praseéiho faktoru VIII odpovidajici iseku N—konce lehkého
fetézce majici homologii s ceruloplazminem a koagulaénim faktorem V a zcela nespravné
umistény byl popsan Church et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6934, 1984. Toole J.J. et al,,
Nature 312: 342-347, 1984 popsal Casteéné sekvencovani fragmentd ze &tyfech aminokyselin
z N-koncoveého dseku praseciho faktoru VIII, ale nijak necharakterizoval polohu téchto frag-
mentd v molekule faktoru VIII. Aminokyselinova sekvence domén B a &asti domény A2 byly
publikovany v Toole, J.J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 5§939-5942, 1986. cDNA kédujici
iplnou doménu A2 prase¢iho faktoru VIII a predikovand aminokyselinova sekvence a také
hybridni lidsky/praseci faktor VIII, kde jsou substituovany vsechny domény, viechny pod-
Jjednotky a specifické sekvence aminokyselin byly popsany v pfihlagce vynalezu US 07/864 004
nazvané ,,Hybridni lidsky/prasedi faktor VIII“ podané 7. dubna 1992 pivodci John S. Lollar a
Marshall S. Runge, na jejimz zakladé byl udélen 15. listopadu 1994 patent US 5 364 771 a dale
také WO 93/20093. Sekvence cDNA kédujici doménu A2 prase€iho faktorn VHI majici sekven-
¢ni identitu se zbytky 373-740 zralého lidského faktoru VIII uvedeného jako sekvence id. &. 1, je
zde uvedena jako sekvence id. &. 3 a predikovana aminokyselinova sekvence jako sekvence id. €.
4. Nedavno byly popsiny v mezindrodni pfihlasce WO 94/11503 nukleotidové a odpovidajici
aminokyselinové sekvence domén Al a A2 praseciho faktoru VIII a chiméricky faktor VIII, kde
prasei Al a/nebo A2 doména nahrazuje odpovidajici lidskou doménu,

Jak praseci, tak i lidsky faktor VIII jsou izolovany z plazmy jako protein slozeny ze dvou pod-
Jjednotek. Podjednotky, znamé jako lehky a t€zky fetézec, jsou navzijem spojeny nekovalentnimi
vazbami, které vyzaduji pfitomnost vapniku nebo jiného divalentniho iontu kovu. Tézky fetézec
faktoru VIII obsahuje tii domény Al, A2 a B, které jsou spojeny kovalentné. Lehky fetézec
obsahuje take tii domény, oznatované A3, C1 a C2. B doména nema zddnou znamou biologickou
funkei a Ize ji z molekuly odstranit bud'to proteolyticky, nebo metodami rekombinantni DNA,
aniZ by se meéfitelné zmenily vlastnosti faktoru VIII. Lidsky rekombinantni faktor VII ma
obdobnou strukturu a funkci jako lidsky faktor VIII izolovany z plazmy, i kdyZ neni glykosy-
lovan, pokud neni exprimovan v sav&ich buiikach.

Lidsky a prase¢i aktivovany faktor VIII (tj. faktor VIIla) maji tfi podjednotky diky 3t€peni
t&zkého fetézce mezi doménami Al a A2. Tato struktura se oznatuje A1/A2/A3-C1-C2. Lidsky
faktor Vllla neni stabilni v podminkach, které stabilizuji praseci faktor VIlla, pravdépodobné
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diky slabsi asociaci podjednotky A2 lidského faktoru VlIIa. Disociace podjednotky A2 lidskeho
i prasediho faktoru VHIa je spojena se ztratou aktivity molekuly faktoru VIIL

Pouzitim sond pro dosud znamé sekvence &asti molekuly prasediho faktoru VIII je mozné
standardnimi postupy sekvencovat ty ¢asti prasetiho faktoru VIII, které jeSté nebyly sekvenco-
vany. Tyto standardni postupy jsou popsény napf. v publikacich Weis, J.H., Construction of
Recombinant DNA Libraries, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John
Willey & Sons, Inc., 1991, a Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989, jejichz pomoci lze konstruovat
hybridy plné délky.

Predkladany vynalez specificky poskytuje jako ptiklad vyhodného provedeni aktivni rekombi-
nantni hybridni lidsky/prase¢i faktor VIII se substituovanou doménou A2, sekvenci nukleoveé
kyseliny kodujici tento hybridni faktor VIII a zpisoby jeho ptipravy, izolace a charakterizace
jeho aktivity. Postupy, kterymi byly pfipraveny tyto hybridni molekuly lze uZit také k pFiprave
rekombinantniho hybridniho lidského/prase¢iho faktoru VIII nebo jeho fragmentii, ktery ma
nahrazeny podjednotky, souvislé ¢asti domén nebo domény jiné nez A2. Odbornikovi je také
zfejmé, Ze tyto postupy ukazuji, jak je mozné pfipravit i jiné dal3i molekuly rekombinantniho
hybridniho lidského/sav&iho jiného nez lidského a prasetiho nebo rekombinantniho hybridniho
zvifeciho/zvifeciho faktoru VIII, kde jsou nahrazeny podjednotky, domény nebo souvislé Easti
domeén.

Rekombinantni hybridni lidsky/praseti faktor VIII byl pfipraven z lidské cDNA (Biogen, Inc.) a
praseéi cDNA popsané v predkladaném vynalezu, které koduji relevantni sekvence faktoru VIIL
Ve vyhodném provedeni vynalezu faktor VIII kddovany cDNA obsahuje domény Al-A2-A3-
C1-C2, postrada celou doménu B a odpovida tak aminokyselinovym zbytkdm 1-740 a 1649~
2332 jednofetézcového lidského faktoru VIII (viz sekvence id. €. 2) podle &islovani dle Wood et
al., Nature 312:330-337, 1984.

Jednotlivé podjednotky, domény nebo souvislé &asti domén lidského nebo prase¢iho faktoru VIII
Ize nahradit odpovidajicimi prase&imi nebo lidskymi podjednotkami, doménami nebo souvislymi
tastmi domén, které byly klonovany a byly k takové substituci pouZity pomoci odbornikovi
znamych technik mutageneze. Napf. Lubin, L.M. et al., J. Biol. Chem. 269 (12):8639-8641, 1994
popisuji, metody substituce lidské domény A2 prase¢i doménou s vyuzitim vhodnych restrike-
nich mist. Dalsi metody pro substituci jakéhokoliv zvoleného useku ¢DNA faktoru VIII jednoho
biologického druhu tsekem ¢DNA faktoru VIII jiného druhu jsou napf. metoda ,splicing by
overlap extension“ (SOE), kterou popsali Horton et al., Meth. Enzymol. 217: 270-279, 1993.

cDNA kédujici podjednotky, domény nebo &asti domén faktoru VIII nebo celé hybridni cDNA
byly klonoviny do vektorli pro dodasnou expresi aktivni proteinové molekuly hybridniho
lidského/praseéiho faktoru VIII v bunéénych kulturach, a sice v oboru zndmymi metodami, které
jsou popsany napt. v Selden, R.F., Introduction of DNA into mammalian cells, v Ausubel et al,,
Current Protocols in Molecular Biology, John Willey & Sons, Inc.,1991.

Ve vyhodném provedeni cDNA kédujici hybridni lidsky/prasedi faktor VIII, kde praseti sekven-
ce koduje doménu nebo &ast domény, napf. doménu A2 nebo jeji &ast, byla vioZena do savéiho
expresniho vektoru jako je napf. ReNeo, a byl tak vytvoien konstrukt hybridniho faktoru VIIL.
Piedb&n4 charakterizace hybridniho faktoru VIII byla provedena tak, Ze hybridni cDNA byla
vlozena do savéiho expresniho vektoru ReNeo a hybridni protein byl pfechodng exprimovan
v butikach COS-7. Pak bylo mozno stanovit, zda je exprimovén aktivni hybridni protein.
Expresni vektorovy konstrukt se pak dale uZil k trvalé transfekci bunék v bunédné kultufe, napf.
bunék fetalnich kfeScich ledvin, a sice metodami v oboru znamymi, jako je napf. liposomy
zprostiedkovana transfekce (Lipofectin™, Life Technologies, Inc.). Exprese proteinu rekombi-
nantniho hybridniho faktoru VIII se ovéti napf. pomoci sekvencovani, northernového a westerno-
vého ptenosu (northern blot, western blot) nebo polymerazovou fetézovou reakei (PCR). Protein
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hybridniho faktoru VIII se z kultivaéniho média, ve kterém se kultivuji transfekované buiky
trvale exprimujici protein, precipituje, pak se poletuje, oplachne a resuspenduje ve vhodném
pufru, a pak se rekombinantni hybridni faktor VIIl purifikuje standardnim zpisobem, napf.
imunoafinitni chromatografii pomoci napf. Sepharose™ s monoklonalni protilatkou anti-A2.

V dal$im vyhodném provedeni je hybridni faktor VIII obsahujici substituované podjednotky,
domény nebo ¢asti domén, exprimovan jako flizni protein z rekombinantni molekuly, kde je na
misto sousedici se sekvenci kédujici faktor VIII vloZena sekvence kodujici protein, ktery napf.
zvysuje stabilitu, sekreci nebo zlepSuje detekei, izolaci apod. Odbornikiim jsou znameé postupy
pro pouziti homolognich nebo heterolognich sekvenci fidicich expresi, jako jsou napf. promotory,
operatory a regulatory pfi piipravé fiznich proteind a jsou v oboru rutinné vyuzivany (viz napf.
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Willey & Sons, inc.,1991).

Purifikovany hybridni faktor VIII nebo jeho fragment se testuje na imunoreaktivitu a koagula¢ni
aktivitu standardnimi testy, ke kterym patti napt. test s plazmou bez faktoru VI1II, jednostupriovy
koagulacni test, nebo ELISA test s purifikovanym rekombinantnim faktorem VIII jako
standardem.

I jiné vektory, véetné plazmidi a eukaryotickych virovych vektord, lze uzit k expresi
rekombinantnich genovych konstrukti v savéich burikdch v zavislosti na poZadavcich a Gsudku
odbornika (viz napf. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, kapitola 16).
Lze také uzit jiné expresni systémy, napft. bakterie nebo hmyzi buiiky, ale neni to vyhodné, nebot’
existuji rozdily v glykosylaci nebo ke glykosylaci viibec nedochazi.

Protein hybridniho faktoru VIII maze byt exprimovan v celé fadé bunék rutinné uzivanych pro
expresi rekombinantnich savéich proteind, Zejména fada bun&&nych linii hlodavch je vhodna pro
expresi velkych proteind. K vyhodnym burikdm, které jsou dostupné v Americké sbirce mikro-
organismi (ATCC, Rockville, MD) patti butiky fetalnich kie¢cich ledvin a buiiky ovarii inského
kfecka (CHO), které lze kultivovat uzitim rutinnich postupt a kultivaénich médii.

Stejne metody, které byly uZity k ptipravé hybridniho lidského/prasediho faktoru VIII se substi-
tuovanou podjednotkou, doménou nebo aminokyselinovou sekvenci, lze uzit také k piipravé
dal3ich rekombinantnich hybridnich faktord VIII nebo jejich fragmentd a sekvenci nukleovych
kyselin kodujicich tyto hybridy, a sice napf. hybridni lidsky/savéi jiny neZ lidsky a praseci nebo
zvifeci/zvifeci faktor VIII, Pomoci primerd ke znamych sekvencim lidské DNA byla klonovina
cela mysi cDNA a &ast prase¢i cDNA faktoru VIII. Sekvence faktoru VIII dalsich biologickych
druhii pro pfipravu hybridniho lidského/zvifeciho nebo zvifeciho/zviteciho faktoru VIII 1ze ziskat
pomoci znamych lidskych a prasecich sekvenci jako vychoziho materialu. Jinym zptisobem je
vyuziti amplifikace PCR s DNA ze zvifeci tkdné a pouziti cDNA knihovny ze zvifete ke
klonovéni sekvence faktoru VII.

Jako ptiklad vyhodného provedeni lze uvést nasledujici pfipravu proteinu — hybridniho
lidského/mysiho faktoru VIII. DNA klony odpovidajici my$imu homologu genu lidského faktoru
VIl byly izolovany a sekvencovany a byla predikovana aminokyselinova sekvence proteinu
faktoru VIII, jak popsali Elder G. et al., Genomics 16 (2):374-379,1993, pficemz v této pubiikaci
bylo také provedeno srovnani predikované aminokyselinové sekvence mysi a ¢lovéka a pouze
casti sekvence molekuly faktoru VII prasete. Mysi cDNA sekvence kodujici faktor VIII a
predikovana aminokyselinova sekvence jsou zde uvedeny jako sekvence id. &. 5 a 8. Ve vyhod-
ném provedeni byla uzita metoda amplifikace RNA se sekvencovanim transkriptu (RAWTS), jak
Ji popsali Sarkar G. et al., Science 244: 331-334, 1989, Strucné shrnuto, jednotlivé kroky této
metody jsou: 1) syntéza cDNA pomoci oligo(dT) primeru nebo oligonukleotidového primeru
specifického k mRNA, 2) polymerazova fetézova reakce, PCR, kde jeden nebo oligonukieotidové
primery obsahuji fagovy promotor piipojeny k sekvenci komplementarni k aseku, ktery ma byt
amplifikovan, 3) transkripce s fagovym promotorem a 4) sekvencovani transkriptu pomoci
dideoxynukleotidd zprostredkované reverzni transkriptizou, ktera ziva jako primer vnitini
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(,,nested*) oligonukleotid. Tato metoda, kromé toho, Ze poskytne informaci o sekvenci, vede také
ke vzniku translaéniho produktu in vifro tim, Ze inicia¢ni transla¢ni signal je inkorporovan do
vhodného PCR primeru. Metodu lze také uZit k ziskani informaci o sekvenci nové mRNA

z jinych biologickych druhi.
Substituce aminokyselin

Predkladany vynalez poskytuje aktivni hybridni molekuly lidského/zviteciho a zvifeciho/zvifeci-
ho faktoru VII[ nebo jejich fragmenty, kde aminokyselinové sekvence jednoho biologického
druhu je nahrazena alespoit jednou sekvenci obsahujici jednu nebo nékolik jedine¢nych amino-
kyselin jiného druhu, sekvence nukleové kyseliny kddujici tyto hybridni molekuly, zpasoby
jejich pripravy a izolace a dale zpisoby pro charakterizace jejich koagulacnich, imunogennich a
imunoreaktivnich vlastnosti.

Doména A2 je nutna pro prokoaguladni aktivitu molekuly faktoru VIIL Studie ukazaly, Ze
prasedi faktor VIII ma Sestkrat vy$3i prokoagulagni aktivitu nez lidsky faktor VIII (Lollar P. et
al,, J. Biol. Chem, 266: 1248112486, 1991) a Ze rozdil v koagulaéni aktivité mezi lidskym a
prase¢im faktorem VIII je zpisoben rozdilnymi aminokyselinovymi sekvencemi jednoho nebo
vice zbytkli v domén& A2 (Lotlar P. et al., J. Biol, Chem. 267: 23652-23657, 1992). Dale se ma
za to, ze domény A2 a C2 a moZnd i tfeti isek lehkeého fetezce v molekule lidského faktoru VIII
nesou epitopy, se kterymi reaguje vétSina, ne-li viechny, inhibujici protilitky (Hoyer, Semin.
Hematol. 31: 1-5, 1994).

Molekuly rekombinantniho hybridniho lidského/zvifeciho, zviteciho/zvifeciho nebo ekvivalent-
niho faktoru VIII nebo jejich fragmenty Ize pripravit substituci alespori jedné specifické sekvence
obsahujici jednu nebo n&kolik jedineénych aminokyselin z domén A2, C2 a/nebo jinych domén
faktoru VIII jednoho biclogického druhu odpovidajicimi sekvencemi jiného druhu, pficemZ
aminokyselinové sekvence se mezi obéma biologickymi druhy lii, jak bude jeité ukazino
podrobnéji dale. Ve zde popsaném piikladu vyhodném provedeni poskytuje vynilez aktivni
rekombinantni hybridni lidsky/praseéi faktor VIIL, kde praseii sekvence je uZita k nahrazeni
lidské sekvence obsahujici epitop, priemz hybridni faktor VIII m4 sniZenou nebo nulovou
imunoreaktivitu s inhibiénimi protildtkami proti faktoru VIII. V dal$im provedeni je pfipravena
aktivni hybridni molekula faktoru VIIL, ktera obsahuje sekvence z vice neZ jednoho biologického
druhu, kterymi byly nahrazeny pivodni sekvence tietiho druhu. Lze také pfipravit rekombinantni
hybridni molekuly lidského, zviteciho nebo hybridniho faktoru VIII, obsahujici alespoi jednu
sekvenci obsahujici jednu nebo vice aminokyselin, kterd nema Zidnou znimou sekvenéni identitu
se sekvenci faktoru VIIL, jak je dile podrobnéji popsano.

Jakykoliv hybridni faktor VIII obsahujici specifickou aminokyselinovou substituci podle vyni-
lezu miZe byt testovan standardnimi testy koagulatni aktivity a reaktivity s inhibinimi
protiltkami faktoru VIII, aby se identifikovaly molekuly faktoru VIII se zvySenou koagulaéni
aktivitou a/nebo sniZenou imunoreaktivitou, Mohou byt identifikovany také hybridni molekuly,
které maji sice nizdi koaguladni aktivitu nez lidsky nebo praseci faktor VIII, ale maji také
snizenou reaktivitu s protilatkami. Odbornikovi je zfejmé, Ze molekuly faktoru VIII nebo jejich
fragmenty, které maji niz¥i, stejnou nebo vetd{ koagulaéni aktivitu ve srovnani s lidskym nebo
praseé¢im faktorem VIII, jsou uZitetné k léCeni pacientii s deficienci faktoru VIIL. Zde popsane
metody ptipravy aktivniho hybridniho rekombinantniho lidského/praseciho faktoru VIII se
substituci specifickych aminokyselin Ize uZit také k pfipravé aktivniho rekombinantniho
hybridniho lidského/savéiho jiného neZ lidského a prasetiho, hybridniho zviteciho-1/zvifeciho-2
faktoru VIII nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo jejich fragmentd.

Hybridni molekuly faktoru VIII se zm&nénou koagulaéni aktivitou

Predkladany vynalez poskytuje prokoagulaéni rekombinantni hybridni lidsky/zviteci, zvifecil-
zviteci nebo ekvivalentni faktor VIII nebo jeho fragment, kde odpovidajici aminokyselinova
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sekvence jednoho biologického druhu je nahrazena alespoii jednou specifickou sekvenci
obsahujici jednu nebo vice jedine&nych aminokyselin majicich prokoagulaéni aktivitu ve faktoru
VI jiného druhu, a sice pfipraveny v oboru zndmymi metodami mistné cilené mutagencze, jak
Je zde popisovano. Specifické sekvence pro substituce byly vybrany a hybridni konstrukty byly
pFipraveny a testovany na koagulatni aktivitu nasledujicim zplisobem. Jako specificky pfiklad
vyhodného provedeni vynalez poskytuje hybridni lidsky/praseéi faktor VIII obsahujici amino-
kyselinovou substituci v doméné A2. Je zfejmé, Zze odbornik miZe stejné metody vyuzit k pfi-
pravé dalSich hybridnich molekul jako je hybridni lidsky/zvifeci, zvifeci/zvifeci nebo hybridni
faktor VIII nebo jeho fragment, které maji zménénou koagulatni aktivitu, vyhodné zvysenou
koagulaéni aktivitu, ve srovnani s lidskym faktorem VIII,

Zakladem vy3$i koagulaéni aktivity praseciho faktoru VIII je zfejmé rychlejsi, spontanni disocia-
ce podjednotky A2 lidského faktoru Villa nez u prase¢iho faktoru Vllla, kterd vede ke ztraté
aktivity podle Lollar, P. et al., J. Biol. Chem. 265: 1688-1692, 1990, Lollar, P. et al., J. Biol.
Chem. 267: 2365223657, 1992 a Fay, P.J. etal., J. Biol, Chem. 267: 1324613250, 1992.

Porovnani ptifazenych aminokyselinovych sekvenci domén A2 (po€itani zbytkii zadind v poloze
373 vzhledem k aminokyselinové sekvenci lidského faktoru VIII plné délky uvedené zde jako
sekvence id. €. 2) lidského a prasetiho faktoru VIII jsou ukdziny na obr. 1C. Pro ptipravu
molekuly hybridniho lidského/praseciho faktoru VIII se zménénou koagulatni aktivitou byly
vybriny kandidatni sekvence pro mutagenezi srovnanim aminokyselinovych sekvenci lidské a
prase¢i domény A2 (sekvence id. &. 2 a 6) , jak je uvedeno v tabulice 1.

Tabulka I

Sekvence lidského faktoru VIII Vybrané jako vhodné pro mutagenezi.
sekvence zbytky neshody hodncceni zmérn
398-403 6 4 1
434-444 10 4 3
484-~496 13 7 3
598-603 6 4 2
536-341 6 4 0
113-722 10 6 2
727737 11 ) 2

Tabulka [ a tuéna pismena na obr. 1A—1B ukazuji sedm sekvenci v lidské a prasedi amino-
kyselinové sekvenci A2 doména (sekvence id. &. 2 a 6), které piedstavuji pouze 17 % domény
A2, ale obsahuje 70 % sekvenénich rozdili mezi lidskymi a praseéimi doménami,

Vynalez poskytuje rekombinantni hybridni lidsky/prase¢i konstrukt, kde aminokyseliny Ser373-
Glu604 v doméné A2 (Ser373-Arg740) byly nahrazeny homologni prasedi sekvenci. Tato
zkonstruovand molekula nereaguje s inhibitory A2, a ma stejnou koagula¢ni aktivitu jako lidsky
(B-)aktor VIIL. Dile se popisuje molekula faktoru VIII ziskana z plazmy, obsahujici aplnou
doménu A2 z prasete uZitou k substituci v molekule lidského faktoru VIII, pficemz tato hybridni
molekula m4 zvy3enou koagulaéni aktivitu ve srovnani s lidskym faktorem VIII, Srovnani téchto
konstruktii ukazalo, ze asek mezi zbytky Asp605 a Arg740 je zodpovédny za rozdil v aktivité
mezi lidskym a praseCim faktorem VIII. Tento usek lze podrobnéji definovat systematickym
vytvafenim rekombinantnich molekul hybridniho lidského/praseciho faktoru VI, kde Gsek mezi
Asp605 a Arg740 je nahrazovén prase¢imi sekvencemi v oboru zndmym zplsobem mistné cilené
mutageneze, napi. metodou SOE, ktera byla vyuzita extenzivné k vytvafeni hybridnich molekul
faktoru VIH obsahujicich prase¢i sekvence substituované v NHy—terminalnim tseku domény A2.
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Tyto molekuly lze exprimovat v COS-7 buiikach a ve fetdinich ledvinnych kfe¢cich buiikach, jak
bylo jiz zminéno vyse. Ty lze purifikovat do homogenity metodami v oboru znamymi, napt.
chromatografii s ho:parin—SepharosaTM nebo imunoafinitni chromatografii. Proteinova koncentra-
ce se pak stanovi absorpei UV svétla pii vinové délce 280 nm a specificka aktivita konstruktd se
stanovi délenim koagula&ni aktivity (méfené v jednotkéch na I ml v jednofézovém koagulanim
testu) hodnotou Asg. Lidsky faktor VIIl ma specifickou aktivitu pfiblizné 3000 az 4000 U/ Az,
zatimeo prasedi faktor VIII ma specifickou aktivitu pfiblizng 20 000 U/Ax,. Ve vyhodném pro-
vedeni prokoagulaéni rekombinantni hybridni lidsky/prase¢i faktor VIll ma specifickou aktivitu
20 000 U/A,g a obsahuje co nejméng prasecich substituci v doméné A2.

Jak je zde popsdno, metody mistné cilené mutageneze byly uZity k identifikaci hybridniho
proteinu s koaguladni aktivitou, ktera je vy3$i, stejnd nebo nizsi neZ aktivita lidského faktoru
VIII, ale vyhodné vyssi. V provedeni hybridniho lidského/prasetiho faktoru byly specifické
lidské sekvence nahrazeny prasedimi sekvencemi, vyhodné uzitim metody SOE, jak ji popsali
Ho, S.N. et al., Gene 77: 51-59, 1994 nebo dle piikladu 7 a 8. Lze také uzit oligonukleotidy
fizenou mutagenezi, jak to bylo provedeno pro vy&lenéni dasti lidské domény A2 (viz ptiklad 7).
Kdyz funkéni analyza hybridd prokaze koagulaéni aktivitu, sekvence Ize pak dale délit a mapovat
jejich prokoagulagni sekvence standardnimi technikami analyzy bodovych mutaci.

Predkladany vynalez pfedpokladd, ze cDNA hybridniho faktoru VIII a samotny protein jsou
charakterizovany v oboru znimymi a rutinnimi metodami jako je napf. sekvencovani DNA, test
koagulatni aktivity, ELISA test purifikovaného faktoru VIII s méfenim UV absorbance pfi
280 nm, test specifické koagulaéni aktivity (U/mg), SDS-PAGE analyza purifikovaného faktoru
VIII a dal§i. Lze také provadét jiné testy potfebné k testovani klinické dcinnosti jako je napf.
analyza aminokyselin, cukrd, siranii nebo kovovych ionti.

Rekombinantni hybridni faktor VIII majici vy3$i koagula&ni aktivitu, ve srovnani s lidskym
faktorem VIII, je vyhodny z hiediska levn&jsi vyroby nez ziskavani faktoru VI z plazmy a take
proto, Ze sniuje mnozstvi faktoru VIII potfebné pro u¢inné léceni deficience faktoru VIIL.

Hybridni faktor VIII se sniZenou imunoreaktivitou

Epitopy, které jsou imunoreaktivni s protilatkami, které inhibuji koaguladni aktivitu faktoru VIH
(,,inhibitory* nebo ,.inhibi¢ni protilatky*) byly charakterizovany na ziklad€ znalosti vztahll mezi
strukturou a funkei v molekule faktoru VIII. Predpoklada se, ze inhibitory piisobi tak, Ze narusuji
nékterou z makromolekularnich interakei spojenou se strukturou domén faktoru VIII nebo
asociaci faktoru VIII s von Willebrandovym faktorem, trombinem, faktorem Xa, faktorem [Xa
nebo faktorem X. Aviak 90 % inhibiénich protilatek proti lidskému faktoru VIII pisobi tak, Ze s
va2i na epitopy lokalizované v doméné faktoru VIII A2 velikosti 40 kDa nebo doméné C2
velikosti 20 kDa, &imz naruduji specifické funkce téchto domén, jak to popsali Fulcher et al.,
Proc. Nath. Acad. Sci. USA 82: 7728-7732, 1985 a Scandella et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85: 61526156, 1988. Kromé epitopii v doménach A2 a C2 mize byt tieti epitop v doméné A3
nebo C1 lehkého fetézce faktoru VIII (podle Scandella et al, Blood 82: 1767-1775, 1993).
Vyznam tohoto tiettho pfedpokladaného epitopu je nezndmy, ale zda se Ze je zodpovédny za
maly podil epitopové reaktivity faktoru VIII.

Protilatky anti-A2 blokuji aktivaci faktoru X jak popsali Lollar et al., J. Clin. Invest. 93
2497-2504, 1994. Ptedchozi mapovaci studie pomoci dele¢ni mutageneze popsané v Ware et al.,
Blood Coagul. Fibrinolysis 3: 703-716, lokalizovaly epitop A2 do 20 kDa lseku NH,—konce
domény A2 velikosti 40 kDa. Kompetitivni imunoradiometricky test ukazal, Ze A2 inhibitory
rozpoznavaji bud'to prosty epitop, nebo blizce nahlougens epitopy, jak popsali Scandella et al.,
Throm. Hemostas. 67: 665-671, 1992 a jak je také ukdzéno v pfikladu 8.

Predkladany vynalez poskytuje aktivni rekombinantni hybridni a hybridni ekvivalentni faktor
VIil nebo jeho fragmenty, sekvence nukleové kyseliny kodujici takové hybridy, zpisoby jejich
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pfipravy a izolace a zplsoby jejich charakterizace. K takovym hybriddm patfi napf. lidsky/-
zvifeci, zvifeci/zviteci nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII, kde aminokyselinova sekvence
Jednoho biologického druhu byla nahrazena alespofi jednou specifickou aminokyselinovou
sekvenci obsahujici jednu nebo vice jedineénych aminokyselin faktoru VIII druhého druhu, nebo
kde specificka sekvence lidského, zvifeciho nebo hybridniho faktoru V1II byla nahrazena alespoi
Jednou specifickou aminokyselinovou sekvenci, obsahujici jednu nebo vice aminokyselin, ktera
nema zidnou znamou sekvencni identitu se sekvenci faktoru VIII. Vysledny hybridni faktor VIII
ma snizenou imunoreaktivitu s inhibi¢nimi protilatkami faktoru VIII ve srovnéni s lidskym nebo
prase¢im faktorem VIII nebo nema Zidnou imunoreaktivitu s inhibi¢nimi protilatkami faktoru
VIIL.

UZitim postupil pro substituce aminokyselin v molekule faktoru VIII popsanych v piedchozich
Castech prihlasky byla provedena mutadni analyza, aby byly vybriny odpovidajici aminokyseli-
nové sekvence faktoru VIII jednoho biologického druhu, vyhodné prasedi, které se uziji
k nahrazeni alespofi jedné sekvence obsahujici jednu nebo vice aminokyselin faktoru VIII jiného
druhu, vyhodné lidskych, nebo aminokyselinové sekvence ekvivalentniho hybridniho faktoru
VIII obsahujici jednu nebo vice kritickych oblasti domény A2, C2 nebo jiné, proti kterym jsou
namifeny inhibi¢ni protilatky. Dale v textu jsou tyto postupy popsany podrobnéji. Vysledny
prokoagulacni rekombinantni hybridni konstrukt ma sniZenou nebo nulovou imunoreaktivitu
s inhibicnimi protilatkami p¥ srovnani s lidskym faktorem VIII pomoci standardnich testd.
Systematickym nahrazovanim stile mendich aminokyselinovych sekvenci, po kterém vizdy nasle-
duje test hybridniho konstruktu na imunoreaktivitu, jak bude dale popsano, epitopy véech domén
faktoru VIII byly zmapovény, substituoviny aminokyselinovymi sekvencemi s mensi nebo
nulovou imunoreaktivitou a byl ptipraven hybridni faktor VIII.

Je zfgjmé, ze odbornik miZe vyuZit tyto postupy kombinujici mapovani epitopii, konstrukci
molekul hybridniho faktoru VIII a mutaéni analyzu konstrukth, pro identifikaci a nahrazeni
alespon jedné sekvence obsahujici jednu nebo vice aminokyselin obsazenych v epitoplt domény
A2, C2 a/nebo jiné domény, proti kterym jsou namifeny inhibini protilatky, a pro konstrukci
prokoagulaéniho hybridniho rekombinantniho lidského/zviteciho, zvifeciho/zvifeciho nebo ekvi-
valentntho faktoru VIII nebo jeho fragmentii, ktery ma ve srovnani s lidskym nebo prasegim
faktorem VIII snizenou nebo nulovou imunoreaktivitu. Takovy postup byl uzit v jednom prove-
deni vyndlezu, jak je popsano v pFikladu 8, k pripravé rekombinantniho hybridniho lidského/-
praseciho faktoru VIII, ktery ma substituci v lidské A2 doméné a neprojevuje Zadnou antigenicitu
pro protilatky k faktoru VIII,

Obvykle praseci faktor VIII ma omezenou nebo i Zadnou reaktivitu s protildtkami proti lidskému
faktoru VIII. Rekombinantni hybridni molekuly lidského/prase¢iho faktoru VIII se snizenou nebo
nulovou reaktivitou s inhibi¢nimi protilatkami, ktera je diisledkem aminokyselinové substituce
v doméné A2, byly pfipraveny jako ptiklad hybridniho faktoru VIII pfipraveného pomoci faktoru
VIII jiného biologického druhu a substituci v doménach jinych nez A2. Prasedi doména A2 byla
klonovéana rutinnimi postupy, jak jsou popsany v ptikladech 6,7 a 8, a pak byla $tépena uvnitt
s vyuzitim restrikénich mist pro itépeni cDNA a nebo pomoci metody SOE. Vysledné amino-
kyselinové sekvence byly uzity k nahrazeni sekvenci lidské domény A2 a byl tak vytvoren
hybridni konstrukt faktoru VIII, ktery byl vloZen do sav&iho expresniho vektoru, vyhodné
ReNeo, stabilné transformovan do bunék v kultufe, vyhodné bunék fetalnich kiedcich ledvin, a
exprimovan. Hybridni faktor VIII byl testovan na imunoreaktivitu, napf. s protilitkami anti-A2 v
rutinnim ,,Bethesda™ testu nebo v testu s &istou plazmou a chromogennim substritem. ,Bethesda
jednotka®™ (BU) se uziva jako standardni méfitko titru inhibitoru. Pokud neni ,,Bethesda titr
protilitek méfitelny (<0,7 BU/mg IgG) u hybridniho konstruktu, pak to znamena, Ze lidsky A2
epitop byl eliminovan v daném daseku substituci odpovidajici prase&i sekvenci. Epitop se
postupné progresivné zuzuje, takZe je mozné stanovit specificky epitop A2, aby bylo moZné
vytvofit hybridni lidskou/praseci molekulu s co moZna nejmensim mnozstvim prasedi sekvence.
Jak je podrobnéji dile popsano, sekvence 25 aminokyselinovych zbytkd odpovidajici sekvenci
Argd84-11e508, kterd je kriticka pro imunoreaktivitu s inhibi¢nimi protilatkami, byla identi-
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fikovdna a nahrazena v doméné A2. V této sekvenci je pouze 9 rozdilii mezi lidskou a prasedi
sekvenci faktoru VIII, Tento usek lze dale analyzovat a substituovat.

Lze také pripravit hybridni lidsky/prasei faktor VIIL ktery ma snizenou nebo nulovou reaktivitu
s inhibi¢nimi protiltkami, kde jsou substituce v doménach C1, C2 nebo jinych, spolecné a nebo
bez substituce v doméné A2. Epitop C2 lze napf. mapovat metodou skenovani homologi
v kombinaci s mistné cilenou mutagenezi. Konkrétné je takovy postup shodny nebo podobny
postupu, ktery byl zde uzit pro substituce v doméné A2, véetné klonovani praseti domény A2
pomoci RT-PCR nebo vyhledavanim z cDNA knihovny prasedich jater pomoci DNA lidské C2
nebo jiné domény, vyuZiti restrikénich mist a/nebo nasledné metody SOE k mapovani a
soutasnému nahrazeni epitopt domény C2 nebo jiné, substituce domény C2 nebo jiné v
(B-)faktoru VIIL inzerce do expresniho vektoru, jako je napf. pBluescript, exprese v bun&tné
kultufe a rutinni testy na imunoreaktivitu. Pro tyto testy lze vyuZit reaktivitu C2 hybridniho
faktoru VIII s C2-specifickém inhibitorem MR (Scandelia et al., Throm. Homeostasis 67:
665671, 1992 a Lubin et al., 1994) a/nebo jiné C2-specifické protilatky ptipravené afinitni
chromatografii.

Doména C2 obsahuje aminokyselinové zbytky 2173 aZ 2332 (sekvence id. &. 2). V tomto Gseku
154 aminokyselin je zfejmé inhibi€ni aktivita namifena na usek v délce 65 aminokyselin mezi
zbytky 2248 a 2312 (podle Shima, M. et al., Throimb. Haemostas. 69: 240-246, 1993, Jestlize
jsou lidska C2 a prase&i C2 sekvence faktoru VIIL v tomto dseku z 85 % identické, jako je tomu
v jinych funkéné aktivnich isecich faktoru VIII, pak je pfiblizné 10 rozdilnych aminokyselin
mezi lidskou a prase¢! aminokyselinovou sekvenci C2 faktoru VIII, které lze vyuZit jako
pocateéni cile ke konstrukei hybridii se substitucemi v C2 sekvenci.

Je pravdipodobné, 7e Klinicky vyzmamné epitopy faktoru VIII jsou vézany na domény A2 aC2
Aviak byly identifikovany i protilétky k jinym dsekiim (A1, A3, B nebo C1) faktoru VIIL jejichz
epitopy lze mapovat a eliminovat postupy popsanymi v piedkladaném vynalezu, aby se ziskaly
molekuly neantigenniho hybridniho lidského/praseéiho faktoru VIIL

Konkrétné se napf. mize mapovat domnély druhy epitop lehkého fetézce a/nebo jakykoliv dalsi,
epitop v kterékoliv doméné lidského nebo zviteciho faktoru VIIL Na podatku se provede stano-
veni pritomnosti tfetiho inhibitorového epitopu v doménach A2 nebo C1 nésledujicim postupem.
Uszitim lidské (H) a prase¢i (p) aminokyselinové sekvence faktoru VIII jakoZto modell, se
konstruovaly hybridy Alp-A2p-A3p-CIH-C2P a Alp-A2p-A3H-C1p-C2p bez domén B.
Inhibi¢ni [gG z plazmy asi 20 pacientii (Dr. Dorothea Scandella, Americky cerveny kfiz), ktefi
méli nizky nebo nedetekovatelny titr protilatek proti prase¢imu faktoru VIIL, byl uit v testu proti
hybridiim. Pokud je tfeti epitop v doméné A3, inhibitni IgG bude reagovat s Alp-A2p-A3H-
Clp-C2p ale nikoliv s Alp-A2p-A3p-C1H-C2P hybridem. A naopak, pokud je tfeti epitop
v doméné C1, inhibi¢ni IgG bude reagovat s A1p-A2p-A3p—C1H-C2P ale nikoliv s Alp-A2p-
A3H-C1p—C2p hybridem. Pokud se identifikuje tfeti epitop, charakterizuje se stejnym postupem
jaky byl popsan pro epitopy A2 a C2. Napt, protilatky specifické proti epitopim domén C1 nebo
A3 lze izolovat z celkového IgG pacienta pomoci afinitni chromatografie s uZitim hybridil
Alp-A2p-A3p-C1H-C2P a Alp-A2p-A3H-C1p—C2p, a eliminaci C2 specifickych protilatek
priichodem Sepharose™ s rekombinantnim faktorem VIII. Piedpokladany tieti epitop je pak
identifikovan pomoci konstruktdi metodou SOE, kdy ve vyhodném provedeni ¢asti domén A3
nebo C1 lidského faktoru VIII se systematicky nahrazuji prase¢imi sekvencemi.

Hybridni faktor VIII se sniZenou imunogenicitou

Molekula je imunogenni, kdyz miize indukovat tvorbu protilatek u glovéka nebo zvifete. Pfedkla-
dany vynalez poskytuje prokoagula¢ni rekombinantni hybridni lidsky/zvifeci nebo zvifeci/zviteci
faktor VIII, hybridni ekvivalentni faktor VIII nebo jejich fragmenty, které jsou méné imunogenni
nez lidsky nebo praseti faktor VIII divokého typu u &lovéka nebo zvifete, kde odpovidajici
aminokyselinova sekvence, kterd ma imunogenni aktivitu faktoru VIII jednoho biologického
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druhu je nahrazena alespofi jednou specifickou aminokyselinovou sekvenci obsahujici jednu nebo
vice jedineénych aminokyselin faktoru VI jiného druhu, nebo aminokyselinova sekvence
lidského, zvifeciho nebo hybridniho faktoru VIII je nahrazena alespori jednou sekvenci obsahu-
Jici jednu nebo vice aminokyselin, kterda nema Zidnou znamou sekvenéni identitu se sekvenci
faktoru VIII. Takova hybridni molekula se uzije ke sniZeni vyskytu vyvoje inhibitort u ¢lovéka
nebo zvifete a k Ié¢eni deficience faktoru VIII, a zvIa§té vyhodné u pacientt s hemofilii dosud
nelééenych. Ve vyhodném provedeni hybridni faktor VIII obsahuje lidskou aminokyselinovou
sekvenci faktoru VI, kde jeden nebo nékolik alaninovych zbytkil bylo uzito k nahrazeni lidské
aminokyselinové sekvence s imunogenni aktivitou, ¢imZ vznikla prokoagulaéni rekombinantni
hybridni molekula nebo jeji fragment, které maji snizenou nebo nemaji Zadnou imunogenicitu
pro ¢lovéka nebo zvife.

Zde popsany postup mapovani epitopii a mutaéni analyzy, kombinovany se substituci neanti-
gennich aminokyselinovych sekvenci za antigenni v molekule faktoru VIII, uZitim hybridniho
lidského/prasediho faktoru VIII, vede k piipravé hybridni molekuly s nizkou antigenicitou.
Pomoci tohoto modelu a souvisejicich postupi lze jakykoliv konstrukt zde popsany zménit
metodou mistné cilené mutageneze tak, Ze se odstrani co moZna nejvétsi &ast funk&niho epitopu,
aby se sniZila moznost imunitniho systému rozpoznat hybridni faktor VIII, ¢im2 se niZi imuno-
genicita.

Jednou z metod, kterd se miiZe uzit k daldimu sniZeni antigenicity a ke konstrukci méné imuno-
gennich hybridd faktoru VIII je metoda alaninové skenovaci mutageneze, kterou popsali
Cunningham, B.C. et al., Science 244: 1081-1085, 1989, vybranych specifickych aminokyselino-
vych sekvenct lidského, zvifeciho nebo hybridniho faktoru VIII. Pfi této metodé alaninové
skenovaci mutageneze jsou vedlejsi aminokyselinové fetézce, které jsou dle predpokladu souédsti
epitopti, nahrazeny alaninovymi zbytky pomoci mistng cilené mutageneze. Srovnanim vazby
protilatky na alaninové mutanty a na protein divokého typu dovoli stanovit relativni pfispévek
Jednotlivych postrannich fetézcll k vazebné interakci. Alaninové substituce jsou zvlasté uzitetné,
nebot’ piispévky postrannich fetézcl k vazbé protilatek jsou eliminovany za B uhlikem, ale na
rozdil od substituce glycinem konformace hlavniho fetézce je obvykle nezménéna. Alaninova
substituce nema Zadné hlavni sterické, hydrofobni nebo elektrostatické aéinky, které by ovladaly
protein—proteinové interakce.

V proteinovych interakcich antigen—protilatka je obvykle 15 a# 20 postrannich Fetézcii antigenu
v kontaktu s protilatkou. Interakce postrannich fetézcil, na rozdil od interakei vedlejSich fetdzei,
Jjsou pro interakce protein—protein dominantni. Na zakladé nedavnych studii se pfedpoklada, Ze
pouze nékolik malo (3 aZ 5) z téchto interakei postrannich fetdzcli pfispiva k vétSiné vazebné
energie (viz Clackson, T. et al,, Science 267: 383-386, 1995). Rozsahla analyza epitopi
ristovych hormoni pro nékolik mysich monoklonalnich protilatek ukazala nasledujici hierarchii
prispévkil postrannich Fetézch k celkové vazebné energii: Arg > Pro > Glu — Asp — Phe — lle,
pfitemZ Trp, Ala, Gly a Cys nebyly testovany (Jin, L. et al., J. Mol. Biol. 226: 851-865).
Vysledky s epitopem A2 popsané v predkiadaném vynilezu jsou v souladu s timto zjisténim,
nebot’ dvanict z 25 zbytkd v segmentu 484-508 A2 obsahuje tyto postranni fetézce (viz
tabulka 1).

Zjisténi, Ze uréité aminokyselinové zbytky jsou zvlasté dobie rozpoznavany protilatkami,
ukazuje, Ze odstranéni téchto zbytkii ze znimého epitopu muZe snizit schopnost imunitniho
systému rozpoznavat tyto epitopy, tj. u¢ini danou molekulu méné imunogenni, V pfipadé epitopt
A2 lze imunogenni zbytky nahradit, aniz by doslo ke ztraté koagulacni aktivity. Tak napf. v HP9
Je Argd84 nahrazen Ser, Pro485 je nahrazen Ala, Arg489 je nahrazen Gly, Pro492 je nahrazen
Leu a Phe3501 je nahrazen Met. A dale vysledky ziskané s plazmou pacientll pouZitou k testovani
imunoreaktivity hybridnich konstruktd lidskych/prasecich faktori VIII popisované v piikladu 8,
ukazuji, Ze protilatky z riiznych pacienti rozpoznavaji stejny nebo velmi podobny strukturni dsek
domény A2 a ze aminokyselinové zbytky domény A2 podilejici se na vazbé A2 inhibitord
vykazuji minimalni proménlivost. Tak?e A2 epitop obsaZeny v useku lidského faktoru VIII
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484-508 je imunodominantni epitop v tom smyslu, e je rozpoznavan imunitnim systémem lépe
ne jiné strukturni Gseky faktoru VIIL. Nahrazeni této struktury neantigenni sekvenci faktoru VIII
z jiného biologického druhu nebo aminokyselinovou sekvenci odlisnou od sekvence faktoru VIH
pFi soutasném zachovani plné koagulaéni aktivity, vede ke zméné rozpoznavani hybridniho nebo
ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII imunitnim systémem.,

M4 se za to, e mistnd cilend mutageneze pro nahradu velkych a/nebo nabitych amino-
kyselinovych zbytkd, které prevladaji v epitopech, malymi neutralnimi postrannimi fetézci (napf.
alaninem) vede ke vzniku méné imunogennich Gsekid. Olekava se, ze molekuly obsahujici
nékolik takovych substituci v kazdém vyznamném inhibi¢nim epitopu budou obtiZné rozpozna-
telné imunitnim systémem, nebot’ nebudou pasovat do mechanismu zémku a klice, ktery je
typicky pro tento druh interakei antigen—protildtka. Vzhledem k jejich nizké antigenicité takové
hybridni molekuly jsou uZite¢né k 1é%eni deficience faktoru VIII u pacientii s inhibitory, a
vzhledem k jejich nizké imunogenicité jsou uZitetné k léCeni dfive nelétenych pacienti
s hemofilii A.

Obecnym vysledkem je, Ze nihrada jednoho z kli¢ovych zbytki je dostatecnd ke sniZeni vazebné
konstanty pro danou protein—proteinovou interakei o nékolik fadd. TakZe je pravdépodobne, Ze
véechny epitopy faktoru VIII obsahuji omezeny poéet aminokyselin, které jsou kritické pro to,
aby se vyvinuly inhibitory. Pro kazdy epitop faktoru VI nahrada alespofi jedné sekvence
obsahujici jednu nebo nékolik specifickych aminokyselin majici imunogenni aktivitu alaninem,
mize poskytnout aktivni molekulu, ktera je méné imunogenni neZ faktor VIII divokého typu. Ve
vyhodném provedeni vynalezu je faktor VIII bez domény B.

Zpiisob piipravy aktivniho rekombinantniho hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru
VI substituci aminokyselin s malou nebo nulovou imunogenni aktivitou za piivodni amino-
kyselinové sekvence faktoru VIII, pfi kterych se uziva hybridni lidsky/prasedi faktor VIII se
substituci aminokyselin v doméng A2, je popsan dale jako jeden z p¥ikladu provedeni predklada-
ného vynilezu. Usek 484-508 lidského faktoru VIII obsahuje 25 aminokyselinovych zbytki.
Mistné cilené mutageneze lze uZit k tomu, e se kaidy z téchto zbytkii nahradi kteroukoliv
z ostatnich 19 aminokyselin v celkovém poétu 475 mutant. Kromé toho se mohou konstruovat
také mutantni molekuly obsahujici vice neZ jednu mutaci.

Hybridni konstrukty se pak testuji na antigenicitu méfenim vazebné konstanty pro inhibi¢ni proti-
latky, jak popsali Friguet et al., J. Immunol. Methods 77: 305-319, 1985. Ve vyhodném prove-
deni vynalezu je hodnota vazebné konstanty sniZena nejméné o tii tady, coZ by vedlo ke sniZeni
Bethesda titru na klinicky nevyznamnou hiadinu. Napt. ICso (hrubé méfitko vazebné konstanty)
inhibice pro A2 protilatky byla sniZena u hybridniho konstruktu lidského/praseiho faktoru VI
HP2, HP4, HP5, HP7 a HP9, které jsou popsany v piikladu 8, a to bylo spojeno se snizenim
Bethesda titru na neméfiteinou hladinu. Lze predpokladat, Ze napf. dvojita nebo trojita alaninova
mutanta lidského faktoru VIII (napt. trojitd mutanta lidského faktoru VIII Argd84 — Ala,
Argd89 — Ala, Phe501 — Ala) poskytne molekulu s dostate¢né nizkou antigenicitou pro
terapeutické pouziti. Podobné mutace Ize provést v epitopu C2 a také v pfedpokladaném tfetim
epitopu, Vyhodné provedeni vynalezu obsahuje dvé& nebo tfi alaninové substituce ve dvou nebo
ttech epitopech faktoru VIIL. Lze také provést dalsi substituce v téchto dvou dsecich.

Ve vyhodném provedeni vynalezu byl identifikovan hybridni ekvivalentni faktor VIIL ktery je
méné antigenni a/nebo imunogenni pro ¢lovéka a zvife nez lidsky nebo praseci faktor VIIL
Takovy hybridni ekvivalentni konstrukt se testuje na zvifatech, zda ma sniZenou antigenicitu
a/nebo imunogenicitu. Jako zvifeci modely lze uZit napf. kréliky, prasata, psy, my$i, primaty a
jiné savce, a to jak kontroly tak zvifata s deficienci faktoru VIII. Podle jednoho experimentalniho
protokolu se hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII podava systematicky po dobu Sesti
mésict az jednoho roku zvifeti, vyhodng intravendznimi infuzemi a v ddvce 5 az 50 jednotek/kg
(U/kg) telesné hmotnosti, vyhodné 10 a2 50 U/kg a nejvyhodnéji 40 Ukg télesné hmotnosti.
Protilitky se mé&f ve vzorcich plazmy odebrané v intervalech po infizi po dobu testovani
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rutinnimi metodami jako je imunotest a Bethesda test. Ve vzorcich se také méfi koagulacni
aktivita rutinnim postupem, napf. jednofazovym koagula¢nim testem.

Hybridni ekvivalentni molekuly faktoru VIII se testuji na &lovéku, zda maji snizenou antigenicitu
a/nebo imunogenicitu, a to alespoii ve dvou typech klinickych testdi. V jenom typu klinického
testu, ktery je navréen ke stanoveni toho, zda je hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIl
imunoreaktivni s inhibi¢nimi protilatkami, se podava hybridni nebo hybridni ekvivalentni faktor
VIII, vyhodné intravendzni infizi, pfiblizné 25 pacientim s deficienci faktoru VIII, ktefi maji
protilatky proti faktoru VIII, které inhibuji koagulaéni aktivitu terapeutického lidského nebo
prase¢iho faktoru VIII. Davka hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII je 5 az
50 jednotek/kg (U/kg) télesné hmotnosti, vyhodné 10 az 50 U/kg a nejvyhodnéji 40 U/kg télesné
hmotnosti. Pfiblizné 1 hodinu po kazdém podani se méti obnova faktoru VIII ve vzorcich krve
jednofdzovym koagulaénim testen. Vzorky se odebiraji znovu ptiblizné 5 hodin po infizi a
znovu se méfi obnova. Celkova obnova a rychlost ubytku faktoru VIII ze vzorki slouzi k pre-
dikci titru protilatek a inhibi¢ni aktivity. Kdyz je titr protilatek vysoky, obnova faktoru VIII je
obvykle neméfitelna. Vysledky obnovy se srovnavaji s obnovou u pacientd, ktefi jsou lé€eni
lidskym faktorem VI ziskanym z plazmy, rekombinantnim lidskym faktorem VIII, prase¢im
faktorem VIIT a dal3imi obecné uzivanymi terapeutickymi formami faktoru VII nebo nahrazka-
mi faktoru VIIL

Ve druhém typu klinickych testl, které jsou navrZeny ke zji$téni, zda je hybridni nebo ekviva-
lentni hybridni faktor VIII imunogenni, tj. zda se proti faktoru VIII u pacienta vytvofi inhibiéni
protilatky, hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII se podava, jak bylo jiZ popsano,
pfiblizné 100 dosud nelé¢enych pacientd s hemofilif, u kterych se nevyvinuly protilatky proti
faktoru VIII. Léeni se provadi piiblizné jednou za dva tydny po dobu 6 mésicii az jednoho roku.
V intervalech 1 aZz 3 mésici se odebiraji vzorky krve a provadi se Bethesda test a dal3i testy ke
stanoveni pfitomnosti inhibi¢nich protilatek. Také se po kazdé infilzi miize provést test obnovy
faktoru VIII, jak bylo jiz vy3e popsano. Vysledky se porovnavaji u hemofilickych pacientd, ktefi
dostali faktor VIII ziskany z plazmy, rekombinantni lidsky faktor VIII, prasedi faktor VIII nebo
jinou obecné uZivanou terapeutickou formu faktoru VIII nebo nahrazku faktoru VIII.

Piiprava hybridniho faktoru VIII uzitim aminokyselinové sekvence lidského a savéiho, jiného
nez lidského a praseéiho, faktoru VIII

Stejné metody, jaké byly uZity k pfipravé hybridniho lidského/praseéiho faktoru VIII substituci
specifickych aminokyselin se uZiji také k pfipravé rekombinantniho hybridniho lidského/savéiho
Jiného neZ lidského a praseciho faktoru VIII nebo zvifeciho/zvifeciho faktoru VI, ktery ma ve
srovnani s lidskym nebo prase¢im faktorem VIII, zménénou nebo stejnou koagulaéni aktivitu
a/nebo stejnou nebo snizenou imunoreaktivitu a/nebo imunogenicitu, a to na ziklad® substituce
jedné nebo vice aminokyselin v doméné& A2, C2 nebo jini doméné.

Podobna srovnani aminokyselinové sekvenéni identity se provedou pro lidska a savéi jiny nez
lidsky a praseci protein faktoru VIII, aby se stanovily aminokyselinové sekvence, ve kterych
spociva prokoagulaéni aktivita, anti-A2 a anti-C2 imunoreaktivita a/nebo imunogenicita nebo
imunoreaktivita a/nebo imunogenicita jinych domén. Podobné metody se uziji k pfipravé hybrid-
niho lidskeého/savéiho jiného nez lidského prase¢iho faktoru VIII. Jak bylo jiZ popsano vyde,
funkéni analyza hybridd umozni odhalit ty, které maji sniZenou reaktivitu s inhibiénimi proti-
latkami a/nebo sniZzenou imunogenicitu a/mebo zvy$enou koagulaéni aktivitu, a sekvence se
mohou dale podrobngji analyzovat pomoci bodovych mutaci.

Tak napf. vy$e popsanym postupem lze piipravit hybridni lidsky/mysi faktor VIII. Srovnani
a prifazeni aminokyselin lidské domény A2 (sekvence id. ¢. 2) a my§i A2 (sekvence id. . 6) je
ukazino na obr. 1C. Jak popsali Elder et al., protein faktoru VIII kdédovany mysi cDNA
(sekvence id. €. 5) obsahuje 2319 aminokyselinovych zbytkd se 74% sekvenéni identitou
s lidskou sekvenci (sekvence id. &. 2) v celém rozsahu sekvence (87% identita pfi vyloudeni
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domény B) a je o 32 aminokyselin krat3i neZ lidsky faktor VIIL. Aminokyselinové sekvence mysi
domény A a C jsou vysoce konzervativni (sekvence id. &. 6) s 84 a 93% sekvenéni identitou
s lidskou sekvenci (sekvence id. €. 2), zatimco doména B a dv& kritké kyselé domény maji
42 a 70% sekvenéni identitu. Specificky my&i aminokyselinové sekvence Al, A2 a A3 (sekvence
id. &. 6) jsou v 85%, 85 a 90% identické s odpovidajici lidskou sekvenci (sekvence id. &. 2). Mysi
aminokyselinové sekvence Ci a C2 jsou v 93 a 84% identické s odpovidajici lidskou sekvenci.
V predikované aminokyselinové sekvenci mystho faktoru VIII (sekvence id. &. 6), kdyz se uZije
identita aminokyselin pro Ggely ¢islovéni, jsou domény Al, A2 a A3 homologni s amino-
kyselinami 1-372, 373-740 a 1690-2032 sekvence lidského faktoru VIII.

Stépné misto trombinu/faktoru Xa a viechna ostatni kromé $tépného mista aktivovaneho proteinu
C jsou zachovana v my$im faktoru VIIL. Také tyrosinovy zbytek pro vazbu von Willebrandova
faktoru je zachovan.

Podle Eldera et al. nukleotidova sekvence mysiho faktoru VIII (sekvence id. & 5) obsahuje 7519
bazi a ma 67% sekvenéni identitu v celém rozsahu sekvence s lidskou nukleotidovou sekvenci
(sekvence id. & 1). My3i kodujici sekvence velikosti 6957 péri bazi ma 82% sekven¢ni identitu
s kédujici sekvenci velikosti 7053 pard bézi lidskeho faktoru VIIL Pokud se ze srovnani vynecha
doména B, pak je zde 88% nukleotidova sekventni identita.

Elder et al. popsali, Ze lidsky a my3i maji celkovou identitu 74 % a Ze 95 % zbytki v lidské
sekvenci, které, jsou-li zménény, zpisobuji hemofilii, je zachovano v my3i sekvenci. Tyto idaje
podporuji vyuZiti stejnych postupi, které byly pouZity k identifikaci aminokyselinove sekvence
s koagulaéni aktivitou a/nebo imunoreaktivitou k protilatkdm u prase¢iho faktoru VIII, také
u faktoru VIII my$i a jinych zvifat ke stanoveni obdobnych aminokyselinovych sekvenci a
pfipravé hybridnich molekul.

Pfiprava hybridniho faktoru VIII se snizenou kfizovou reaktivitou uzitim aminokyselinové
sekvence lidského a savdiho jiného nez lidského a praseciho faktoru VIII a aminokyselinové
sekvence odlidné od sekvence faktoru VIII

Prasedi faktor VIII se uziva klinicky k 16eni deficience faktoru VIII u pacienti, ktefi maji inhi-
biéni protilatky proti faktoru VIIL. Kfizova reaktivita, kterou lidska plazma reaguje s prase¢im
faktorem VIII, mitze byt sniZena piipravou hybridniho lidského a savéiho jiného neZ lidskeho a
prasetfho faktoru VIII nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIIL Ve vyhodném provedeni
vynélezu se provadi stanoveni, zda inhibitor specificky proti lidské doméné A2, C2 nebo jiné
reaguje se sav&im jinym nez lidskym a praseim faktorem VIIL, a sice pomoci rutinniho Bethesda
testu a plazmy jiného savce jako standardu. Titry inhibitoru se méfi obvykle v piazmé, takze
purifikovany faktor VIII jiného savce neni nutny. Pokud inhibitory nereaguji s faktorem VIII
jiného savce, napf. mysim faktorem VIII, jehoz sekvence je znimd, je mozné uZit sekvence
jiného savee k nahrazeni sekvenci v iiseku epitopu praseciho faktoru VIIL, ktery byl identifikovan
u lidskych/prasegich hybridd. Jakmile je jednou zviteci sekvence znima, je mozné uzit metodu
mistn& cilené mutageneze, napf. oligonukleotidem zprostfedkované mutageneze jak bylo popsano
v praci Kunkel, T.A. et al., Meth. Enzymol. 204: 125-139, k ptipravé hybridniho praseciho/-
zviteciho faktoru VIIL Pokud je plazma jiného zvifete méné reaktivni s A2, C2 inhibitory nebo
jingmi inhibitory faktoru VIII ne? mysi nebo prasedi faktor VIII, zviteci sekvence odpovidajici
praseéimu epitopu miZe byt urdena rutinnim postupem, jako napf. RT-PCR a hybridni lidsky/-
zvifeci nebo praseti/zviteci faktor VIII Ize zkonstruovat mistng cilenou mutagenezi. Lze také
pripravit hybridni lidsky/zvifeci nebo praseci/savei jing ne praseci faktor VIII, ktery ma snize-
nou kfizovou reaktivitu s lidskou plazmou ve srovnani s prase&im faktorem VIII, kde je amino-
kyselinova sekvence nahrazena odpovidajici sekvenci jednoho nebo nékolika zvifat. V dal$im
provedeni vyndlezu je mozné sniZit kiizovou reaktivitu tim, e se sekvence prasetiho epitopu
nahradi aminokyselinovou sekvenci, kterd nema Zzadnou zndmou identitu s faktorem VIII,
vyhodné alaninovymi zbytky metodou alaninové skenovaci mutageneze.
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Pro identifikaci klinicky vyznamnych epitopd jsou exprimovany molekuly rekombinantniho
hybridniho faktoru VIII, které maji mensi nebo stejnou kfiZovou reaktivitu ve srovnani
s prasedim faktorem VIII, kdyZ se testuji in vitro proti celé fadé vzorki plazmy s inhibitory.
Vyhodné jsou tyto molekuly kombinované hybridy A2/C2, kde je imunoreaktivni amino-
kyselinova sekvence v téchto doménach nahrazena doménou jiného savce. Lze provést dalsi
mutagenezi téchto sekd, aby se snizila krizova reaktivita. SniZena kfiZova reaktivita, atkoliv je
Zadouci, neni nutnym poZadavkem u produktu, ktery je vyhodné&jsi neZz soulasny existujici
koncentrat prasetiho faktoru VIII, ktery ma vedlej3i a¢inky diky kontaminaci prasecimi protea-
zami a miize zpilsobovat neZidouci G&inky diky imunogenicité sekvenci praseciho faktoru VIIL
Hybridni lLdsky/savéi nebo praseifsavéi faktor VIII neobsahuje cizorodé prasedi proteiny.
Kromé toho, extenzivni mapovani epitopii dokonéené u praseéi domény A2 ukazalo, Ze vice nez
95 % sekvence terapeutického hybridniho lidského/praseciho faktoru VIII je lidského plivodu.

Ptiprava ekvivalentii hybridniho faktoru VIII

Metody substituci aminokyselin ve faktoru VIII popsané zde a v pfikladech Ize uzit k pfipravé
ekvivalentnich molekul prokoagulagniho rekombinantniho hybridniho faktoru VIII nebo jejich
fragmentl, kde alespoti jedna specifickd aminokyselinova sekvence obsahujici antigenni a/nebo
imunogenni misto v lidském, zvifecim nebo hybridnim faktoru VIII, byla nahrazena alespon
jednou aminokyselinovou sekvenci obsahujici jednu nebo vice aminokyselin, ktera nema zadnou
znamou aminokyselinovou sekvenéni, identitu s faktorem VIII (,,sekvenci odliSnou od faktoru
VIII“). Vysledny ekvivalentni aktivni hybridni faktor VIII ma men$i nebo stejnou reaktivitu
s inhibinimi protilatkami faktoru VIII a/nebo mensi imunogenicitu pro Eloveéka a zvifata nez
lidsky, zvifeci nebo hybridni faktor VIII bez substituce.

K vhodnym aminokyselinovym sekvencim, které se mohou uzit k nahrazeni sekvenci kritickych
pro koagulaéni a/nebo antigenni a/nebo imunogenni aktivitu v lidském, zvifecim nebo hybridnim
lidském/zvifecim faktoru VIII, aby se pfipravil hybridni ekvivalentni faktor VIII, patfi jakakoliv
aminokyselinova sekvence, ktera nema Zadnou sekvenéni identitu se sekvenci lidského nebo
zviteciho faktoru VIII, kterd mé koagula¢ni, antigenni nebo imunogenni aktivitu. Ve vyhodném
provedeni se k nahrazeni uZije sekvence alaninovych zbytkl a metoda alaninové skenovaci
mutageneze.

K ekvivalentnim molekuldm hybridniho faktoru VI podle vyndlezu patfi také molekuly, kde
sekvencemi, které nemaji Zidnou znadmou identitu se zvifecim faktorem VIII, jsou nahrazeny
aminokyselinové sekvence, které nejsou kritické pro koagulagni, antigenni nebo imunogenni
aktivitu.

Jak bylo jiz popsino vyse, v jednom provedeni ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII ma faktor
VI snizenou kfizovou reaktivitu s plazmou. Byly identifikovany v kiiZzové reagujicim faktoru
VI jeden a vice epitopi, které byly nahrazeny aminokyselinovou sekvenci odlisnou od faktoru
VIII, vyhodné alaninovymi zbytky, napf. metodou alaninové skenovaci mutageneze.

Ve vyhodném provedeni vynalezu byla pfipravena ekvivalentni molekula prokoagulaéniho
rekombinantniho hybridniho faktoru VIII, kde alespoii jedna sekvence obsahujici jednu nebo vice
aminokyselin obsahujicich epitop a/nebo obsahujici jednu nebo vice aminokyselin obsahujicich
imunogenni misto, vyhodné lidského faktoru VIII, je nahrazena alespoi jednou sekvenci obsahu-
jici jednu nebo vice aminokyselin, ktera nema Zadnou zndmou sekvencni identitu s faktorem
VIlI, vyhodné sekvenci alaninovych zbytkd. Vysledny ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo
jeho fragment ma sniZenou nebo nulovou imunoreaktivitu s inhibiénimi protilatkami k faktoru
VIII a/nebo snizenou nebo nulovou imunogenicitu pro élovéka nebo zvife. Zpusoby identifikace
specifické antigenni sekvence aminokyselin v doméné A2 lidského faktoru VIII jsou popsany
v pfikladech 7 a8 a slouZi jako pfiklad identifikace antigennich sekvenci v doméné A2 nebo
jinych doméndch lidského a zvifeciho faktoru VIII a uziti metod mistné cilené mutageneze, jako
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je alaninové skenovaci mutageneze, k substituci aminokyselinové sekvence odlisné od sekvence
faktoru VIIL

Jelikoz lidsky epitop A2 byl ziiZen na 25 aminokyselin, jak je popsano v pfikladu 8, lze provést
alaninovou skenovaci mutagenezi na omezeném pottu konstruktd hybridniho faktoru VIII
s lidskou aminokyselinovou sekvenci, aby se stanovilo, které konstrukty hybridniho faktoru VI
zalozené na substituci aminokyselin v A2 jsou prokoagulatni, nejsou imunoreaktivni a/nebo
imunogenni. V doméng A2 jsou kandidaty pro substituci v hybridnim konstruktu pro dosaZeni
snizené imunogenicity a imunoreaktivity aminokyseliny Argd484, Prod485, Tyr487, Serd38,
Arg489, Pro492, Val495, Phe501 a 11e508. Vazebna afinita hybridnich konstruktdl obsahujicich
kazdou z téchto mutant s monoklonalni protilitkou mAB413 a panelem IgG specifickych pro A2
z pacientil se stanovuje testem ELISA. Kterikoliv mutanta, ktera je aktivni a ma vazebnou afinitu
k A2 inhibitoriim niz$i nejméné o 2 ¥ady je kandidatem pro A2 substituci v molekule faktoru
VIIL Vyberou se konstrukty, které maji vice neZ jednu mutaci na zakladé pfedpokladu, Ze Cim
vice je epitop zmé&nén, tim méné je imunogenni. Je moZné, Ze jsou v tseku Arg484-11e508 i dalsi
zbytky jako kandidati, nebot’ zde mohou byt klitové zbytky epitopti, které jsou spoletné pro
lidsky a prase¢i faktor VIIL. Tak napf. nabité zbytky se Casto G¢astni protein—proteinovych inter-
akei a skutedng substituci Argd90 alaninem byl ziskan prokoaguladni faktor VIII majici pouze
0,2% reaktivitu s inhibitory lidského faktoru VIII (viz tabulka VI). Podobné nahrada Lys493
alaninem je také kandidatem.

Tyto postupy se provedou také na epitopu C2 a na predpokladaném tietim epitopu, ktery ziejmée
lezi v doméné A3 nebo C1, a také na kterémkoliv epitopu identifikovaném na faktoru VIIL, pro
ptipravu hybridnich konstruktd faktoru VIIL.

Diagnostické testy

¢DNA hybridniho lidského/zvifeciho, zvifeciho/zviteciho nebo ekvivalentniho faktoru VIII
a/nebo z ni exprimovany protein, celek nebo &ast, se mohou uZit jako diagnostické Cinidlo v tes-
tech pro detekei inhibidnich protilatek k lidskému nebo zvifecimu faktoru VIII nebo hybridniho
lidského/zvifeciho nebo ekvivalentniho faktoru VIII v substratech, jako jsou napt. vzorky séra a
t&Inich tekutin z pacientd, kiefi trpi deficienci faktoru VIIL K témto protildtkovym testiim patti
napt. ELISA test, imunopfenos (,,immunoblot*), radioimunotest, imunodifizni test a test biolo-
gické aktivity faktoru VIII, tj. koagulaéni test. Zpiisoby piipravy reagenci a postupy téchto testi
jsou odbornikiim zndmy, tak nap. imunotest pro detekci inhibi¢nich protilatek ve vzorku pacien-
tova séra spoiva v reakei testovaného vzorku s dostatednym mnoZstvim hybridniho lidského/-
zviteciho faktoru VIII, ktery obsahuje alespoii jedno antigenni misto, pfi¢emZ toto mnoZstvi je
dostate¢né k tomu, Ze se ve vzorku vytvoii detekovatelny komplex s inhibignimi protilatkami.

Sondy z nukleovych kyselina nebo aminokyselin Ize pripravit z cDNA nebo piisluinych proteini
hybridniho lidského/prasetiho, lidského/saveiho jiného neZ lidského a praseciho, zvifeciho/-
zviteciho nebo ekvivalentniho faktoru VIII nebo jejich fragmentd. V nekterych provedenich
predkladaného vynalezu se tyto sondy znati uzitim barviv nebo enzymaticky, fluorescencné nebo
chemiluminiscenci nebo radioaktivni znatkou, které jsou komerén& dostupné. Aminokyselinové
sondy se uzivaji napf. pro screening séra nebo jiné t&lesné tekutiny, pokud jsou v podezieni
z ptitomnosti inhibitori k lidskému, zvifecimu nebo hybridnimu lidskémuw/zviteci faktoru VIII.
Lze tak kvantifikovat hladiny inhibitort u pacienti s rovnat se zdravymi kontrolnimi jedinci, coz
|ze uZit napt. ke stanoveni toho, zda pacient s deficienci faktoru VIII miiZe byt léten hybridnim
nebo ekvivalentnim hybridnim faktorem VIIIL. Sondy ¢DNA se mohou uZit pro vyzkumné icely
ke screeningu DNA knihoven.

Farmaceutické ptipravky

Farmaceutické pfipravky obsahujici hybridni lidsky/zvifeci, prasedi/savéi jiny nez lidsky a
praseti, zviteci-1/zvifeci-2 nebo ekvivalentni faktor VIII, samotny nebo v kombinaci
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s vhodnymi farmaceutickymi stabilizitory, vehikuly a/nebo nosi¢i, jsou ptipravovany znamymi
metodami, napf. jak je popsal E.W. Martin v Remington’s Pharmaceutical Sciences.

V jednom vyhodném provedeni vynilezu vyhodnym nosiéem nebo vehikulem pro intravendzni
infuze je fyziologicky roztok nebo fosfatem pufrovany fyziologicky roztok.

V jiném vyhodném provedeni vynalezu vhodnou stabilizacni sloudeninou, vehikulem a nosi¢em
Je napt. jiny lidsky nebo zviteci protein, jako napf. albumin, pfi¢emZ vynalez neni omezen pouze
na tento protein.

Fosfolipidové vehikuly nebo liposomové suspenze jsou také vyhodné farmaceuticky piijatelné
nosiée nebo vehikula. Lze je pfipravit odbornikim znamymi metodami a patfi k nim napf.
sloufeniny fosfytidylserin/fosfatidylcholin nebo jiné sloudeniny fosfolipidi nebo detergentd,
nabité fosfolipidové membrany. Liposomy lze pfipravit rozpusténim vhodnych lipidi (jako je
napf. stearoylfosfatidyletanolamin, stearoylfosfatidylcholin, arachidoylfosfatidylcholin nebo
cholesterol) v anorganickém rozpoustédle, které se pak odpafi a zanecha tenky film suchého
lipidu na sténé nadoby. Vodny roztok hybridniho faktoru VIII se pak ptida do nadoby a nadob se
pak v ruce ota¢i, aby se lipidovy material uvolnil ze stén nidoby a dispergovaly se lipidové
agregaty, ¢imZ se vytvofi suspenze liposomu.

Hybridni faktor nebo hybridni ekvivalentni faktor VIII se miZe kombinovat s daldimi vhodnymi
stabilizujicimi slouceninami, vehikuly a/nebo nosiéi, k nimZ patii koagulaéni faktor zdvisly na
vitaminu K, tkafovy faktor a von Willebrandav faktor (vWf) nebo jeho fragment, ktery obsahuje
vazebné misto pro faktor VIII, a polysacharidy jako je napt. sacharoza.

Hybridni nebo hybridni ekvivalentni faktor VIII lze podavat také pomoci genové terapie stejné
jako se mize podavat lidsky faktor VIII, napf. pomoci retrovirovych vektord. Tento postup
spociva v inkorporaci cDNA faktoru VIII do lidskych bunék, které se pak transplantuji pfimo
pacientovi s deficienci faktoru VIII nebo se vloZi do implantdtu, ktery je propustny pro faktor
VIII a nikoliv pro buriky, ktery se pak implantuje pacientovi. Vyhodnym zpisobem pienosu je
retrovirem zprostiedkovany pfenos genu. Pii tomto zplisobu se exogenni gen (napf. cDNA fakto-
ru Vi) klonuje do genomu modifikovaného retroviru. Gen je pak vioZen do genomu hostitelské
buriky mechanismem retrovirové integrace, kde je pak bufikou exprimovan. Retrovirovy vektor je
modifikovan tak, ze neprodukuje virus, ¢im2 je zabranéno virové infekci hostitele. Obecné
principy takové terapie jsou odbornikim zndmy a jsou prehledné popsany v odborné literature
(viz napf. Kohn, D.B., et al., Transfusion 29: 812-820, 1989).

Hybridni faktor VIll se mlze uchovavat navazany na von Willebrandiv faktor (vWf), aby se
zvysil polofas a doba skladovatelnosti hybridni molekuly, kromé toho lyofilizace faktoru VIII
miize zlepsit vytézek aktivnich molekul v pfitomnosti vWf. Soucasné zpiisoby skladovani lidskeé-
ho a zviteciho faktoru VIII uzivané komerénimi dodavateli ize uzit i k uskladnéni hybridniho
faktoru VIII. K témto metodam patfi napk. 1) lyofilizace faktoru VIII v &asteéné purifikovaném
stavu, tj. jako tzv. koncentrat faktoru VIII, ktery se bez dalsi purifikace podava infizi, 2)
imunoafinitni purifikace faktoru VIII Zimmermanovou metodou a lyofilizace v pfitomnosti
albuminu, ktera stabilizuje faktor VIII a 3) lyofilizace rekombinantniho faktoru VIII v pfitom-
nosti albuminu.

Kromé toho faktor VIII je stabilni nekone¢né dlouho pfi 4 °C v roztoku obsahujicim 0,6M NaCl,
20mM MES a 5SmM CaCly, pH 6.0, a také mdze byt uchovavan jako zmrazeny v tomto pufru,
kdy po roztati dochzi k minimalni ztraté aktivity.

Pouziti faktoru VIII k 1édeni

Hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII se uZiva k 1é&eni nekontrolovatelného krvaceni
v disledku deficience faktoru VII (napk. intraartikularniho, intrakranialniho nebo gastrointesti-
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nalniho krviceni) u hemofilikil s inhibinimi protilatkami nebo bez nich a u pacientii se ziskanou
deficienci faktoru VIII po rozvinuti inhibicnich protilitek. Aktivni materialy jsou vyhodné
podévany intravenozné.

Kromé toho hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII mize byt podavén transplantaci
geneticky upravenych bungk, které produkuji hybridni faktor VIII, nebo implantaci zafizeni,
které obsahuje takové buiiky, jak jiz bylo zminéno.

Ve vyhodném provedeni vynalezu farmaceutické piipravky obsahujici hybridni nebo ekvivalent-
ni hybridni faktor VIII samotny nebo v kombinaci se stabilizatory, vehikuly a/nebo nosici, jsou
podavany pacientovi intravendzni infizi stejnym zpisobem, jaky se uZiva X infazi lidského
faktoru VIIL

Davky ptipravku hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII, ktere je tieba podavat
pacientovi, ktery takové léteni potiebuje, kolisaji v zdvislosti na zavaznosti deficience faktoru
VIIL Obecné je frekvence, trvani a velikost davky nastavena v souladu se zdvaznosti a trvanim
krvacivé episody kaidého pacienta. TudiZ hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII je
piftomen ve farmaceuticky pfijatelném nosici, vehikulu nebo stabiliztoru v mnoZstvi dostatec-
ném k tomu, aby pacientovi bylo podano terapeuticky G¢inné mnozstvi hybridniho faktoru VIII
k zastaveni krvaceni, jak je méfeno standardnimi koagulaénimi testy.

Faktor VIII je klasicky definovan jako latka pitomna v krevni plazmé, ktera napravuje defekt
koagulace v plazmé jedince s hemofilii A. Koagula¢ni aktivita in vitro purifikovanych a astedné
purifikovanych forem faktoru VIII se uziva k vypottu dvek pro infize pacientiim a je spolehli-
vym indikatorem aktivity obnovené v plazmé pacienta a ndpravy jeho krvaceni in vivo. Nebyly
popsény zadné rozpory mezi standardnimi testy novych molekul faktoru VI in vitro a jejich
chovénim pii infizich na psim modelu nebo u lidi (viz Lusher J.M. et al., New England J. med.
328: 453-459, Pittman, D.D. et al., Blood 79: 389-397, 1992 a Brinkhous et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82: 87528755, 1985).

Obvykle plazmaticka hladina faktoru VIIL které je tfeba dosahnout u pacienta podavanim hybrid-
niho nebo hybridniho ekvivalentniho faktoru VIII, je v rozmezi 30 az 100 % normalni hodnoty.
P¥i vyhodném zpiisobu podavani hybridniho nebo hybridniho ekvivalentniho faktoru VI se
piipravek podavé intravendzné ve vyhodné ddvee 5 az 50 jednotek/kg télesné hmotnosti, vyhod-
n&ji 10 az 50 a nejvyhodngji 20 a2 40 jednotek/kg télesné hmotnosti, s frekvenci 8 az 24 hodin (u
silné postizenych hemofiliki) a délkou trvani 1édeni 1 az 10 dni nebo aZ do zastaveni krviceni
(viz napt. Roberts H.R. a M.R. Jones, ,Hemophilia and related conditions — Congenital
Deficinces of Prothrombin (Factor 11, Factor [V and Factors Vii to XII)*, kapitola 153, s. 1453—
1474, 1460, v: Hematology, Williams, W.J. et al. (ed.), 1990). Pacienti s inhibi¢nimi protilatkami
vyZaduji vyssi davky hybridntho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo pacienti
vyzaduji méné hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII vzhledem k jeho vy3&i
specifické aktivité ve srovnani s lidskym faktorem VIII nebo sniZené reaktivit® s protilatkami
nebo snizené imunogenicité. Stejné jako pii lé€eni lidskym nebo prasetim faktorem VIIL,
mnozstvi hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII podvané infizi je urdeno na
zikladé jednofazového koagulagniho testu a ve vybranych ptipadech se uri obnova in vivo
méfenim faktoru VIII v plazmé pacienta po infiizi. Je tfeba mit na zfeteli, Ze pro kazdého
jednotlivého pacienta je tfeba stanovit specificky davkovaci rezim na zakladé jeho individualni
potteby a dle profesionalniho dsudku odbornika, ktery podava nebo dohlizi na podavani
pEipravku, a tedy Ze koncentrace uvedené zde slouzi jen jako pfiklady a nijak neomezu)i pouziti
pipravku podie pfedklidaného vynalezu.

Lédeni miize mit formu podavéni jednotlivych intravendznich dévek ptipravku nebo periodic-
kych nebo souvislych podévani po urlité deldi obdobi v zavislosti na pottebé. Alternativng
hybridni nebo hybridni rekombinantni faktor VIl mize byt podavan subkutanné nebo perordlné
pomoci liposomi v jedné nebo nékolika davkach v riiznych ¢asovych intervalech.
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Hybridni nebo hybridni rekombinantni faktor VIII miize byt uzit také k lé¢eni nekontrolovatel-
ného krvaceni zplisobeného deficitem faktoru VIII u hemofilikd, u kterych se vyvinuly protilatky
proti lidskému faktoru VIII. V takovém pripadé koagulaéni aktivita vyssi nez koagulaéni aktivita
lidského nebo zvifeciho faktoru VIII neni nutna. Koagulaéni aktivita i nizsi nez koagula¢ni akti-
vita lidského faktoru VIII (tj. mensi nez 3000 jednotek/mg) je uZitednd, pokud nedochazi k jeji
neutralizaci v plazmé pacienta.

Hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII a zpisoby jeho izolace, charakterizace, ptipravy

a pouziti dosud jen obecné popisované jsou pro lepsi pochopeni déale popsany formou prikladi,
které v3ak pfedmét vynalezu nijak neomezuji.

Ptiklady provedeni vynialezu

Priklad 1
Test prase¢iho faktoru VIII a hybridniho prasegiho/lidského faktoru VIII

Prasedi faktor VIII ma na zikladé specifické aktivity molekuly vétsi koagulaéni aktivitu nez
tidsky faktor VIII. Tyto vysledky jsou ukézany v tabulce 111 v ptikladu 4. Tento zavér je zalozen
na pouZiti pfislusnych standardnich kiivek, které umoziiuji pfimé srovnani lidského a praseéiho
faktoru VIII. Koagulacni testy jsou zaloZeny na schopnosti faktoru VI zkratit dobu sraZlivosti
plazmy pochazejici od pacienta s hemofilii A. Byly pouzity dva typy testil: jednostupiiovy a
dvoustupfiovy test.

V jednostuptiovém testu se 0,1 ml plazmy od pacienta s hemofilii A (George King Biomedical,
Inc.) inkubovalo 5 minut ve 37 °C ve vodni lazni s 0,1 ml reagencie pro aktivovany parcidlni
tromboplastinovy test (APTT) (Organon Teknika) a 0,01 ml vzorku nebo standardu, ktery se
skldal z nafedéné citratové normaini lidské plazmy. Po inkubaci bylo pfidano 0,1 m! 20mM
CaCl,, a vizualng se urfoval ¢as vzniku fibrinové sraZeniny.

Jednotka faktoru VHI je definovana jako mnoZstvi pfitomné v 1 ml citritové normalni lidské
plazmy. Aktivita praseciho a lidského faktoru VIII se srovnavala pfimo pfi pouziti lidské plazmy
jako standardu. Redéni plazmatického standardu nebo purifikovanych proteindi se provadélo
0,15M NaC(l, 0,02M HEPES, pH 7,4. Standardni kfivka se konstruovala na zakladé 3 nebo 4
fedéni plazmy, nejvyssi fedéni bylo 1/50, vynesenim log;o koagula¢niho ¢asu do grafu proti log;o
koncentraci v plazmé, coz vedlo k vytvofeni lineamiho grafu. Jednotky faktoru VIH v nezndmém
vzorku se uréovaly interpolaci z této standardni kFivky.

Jednostupfiovy test spociva v endogenni aktivaci faktoru VIII prostfednictvim aktivatord tvore-
nych v plazmé hemofilika A, zatimco dvoustupiiovy test méFi prokoagulaéni aktivitu predem
aktivovaného faktoru VIIL Ve dvoustupiiovém testu jsou vzorky obsahujici faktor VIII, ktery
reagoval s trombinem, pfidany ke smési aktivovaného parcialniho tromboplastinu a lidské
plazmy hemofilika A, ktera byla ptedem inkubovana 5 minut ve 37 °C. Vysledné koagutacni Gasy
pak byly konvertovany na jednotky/mi na zakladé stejné lidské standardni k¥ivky popsané vyse.
Relativni aktivita ve dvoustupriovém testu byla vy33i nez v jednostupiiovém, protoze faktor VI
byl pfedem aktivovan.

Pfiklad 2

Charakteristika funkéni odliSnosti mezi lidskym a prase¢im faktorem VIII

Izolace praseiho a z lidské plazmy pochazejiciho faktoru VIII a lidského rekombinantniho
faktoru VIII byla v literatufe popsana v praci autord (Fulcher, C.A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA, 79, 1648-1652, 1982, Toole et al., Nature, 312, 342-347, 1984, (Genetics Institute),
Gitschier et al., Nature, 312, 326~330, 1984, (Genentech), Wood et al., Nature, 312, 330-337,
1984, (Genentech), Vehar et al., Nature, 312, 337-342, 1984, (Genentech), Fass et al., Blood, 59,
594, 1982, Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 5939-5942 1986). To se miiZe provadét
nékolika zpiisoby. Co se tyce sloZeni podjednotek, vSechny tyto izolace jsou podobné, piestoZe je
ve stabilité mezi lidskym a prase&im faktorem VIII funkéni rozdil.

Pro srovnani lidského rekombinantniho a praseiho faktoru VIII byly preparaty vysoce purifi-
kovaného lidského rekombinantniho faktoru VI (Cutter Laboratories, Berkeley, CA) a prase-
&iho faktoru VIII (imunologicky purifikovaného tak, jak je popséno v praci Fass et al., Blood, 59,
594, 1982) podrobeny analyze vysokotlakou kapalinovou chromatografii (HPLC) na iontoméni-
¢ové koloné (Pharmacia, Inc.) Mono Q™ (Pharmacia-LKB, Piscataway, NJ). Utelem kroku na
HPLC Mono Q™ byla eliminace mensich negistot pfi zméné pufru specifického pro lidsky a
prasei faktor VIII na spoleény pufr pro dgely srovnavani. Zkumavky obsahujici 1000 az 2000
jednotek faktoru VIII byly rekonstruovany 5 mi H,O. Pak byl piidan HEPES (2M, &H 7,4) do
findlni koncentrace 0,02 M. Faktor VIII byl pak nanesen na kolonu Mono Q™ HR 5/5
ekvilibrovanou 0,15M NaCl, 0,02 HEPES, SmM CaCl,, pH 7.4, (pufr A plus 0,15M NaCl),
promyt 10 mi pufru A + 0,15M NaCl a eluovan 20 ml linedmim gradientem 0,15M az 0,90M
NaCl v pufru A pfi rychlosti pritoku 1 ml/minutu.

Pro srovnavani faktoru VIII pochazejictho z lidské plazmy (purifikovaného prostfednictvim
Mono Q™ HPLC) a prasetiho faktoru VI, purifikovaného imunoafinitng, byl faktor VIII
pochizejici z praseéi plazmy nafedén i:4 s 0,04M HEPES, SmM CaCly, 0,01% Tween-80, pH
7.4, a podroben Mono Q™ HPLC ve stejnych podminkach, jak jsou popsané v pfedchozim
odstavei pro lidsky faktor VIIL. Tyto postupy izolace lidského a praseciho faktoru VIII jsou pro
odbornika standardnimi postupy.

Frakce z kolon byly testoviny na aktivitu faktoru VIII prostfednictvim jednostupiiového
koagula¢niho testu. Pram&mé vysledky testh vyjadtené v jednotkach aktivity na Ay materidlu
jsou uvedeny v tabulce 11, a ukazuji, Ze prase¢i faktor VIII ma pii pouZiti jednostupfiového testu
alespon Sestkrat v&tsi aktivitu neZ lidsky faktor VILL.

Tabulka II

Srovnani koagulaéni aktivity lidského a prase¢iho faktoru VIII

Faktor VIII Aktivita (U/AZ80)
Praseci 21 300
Pochazejici z lidské plazmy 3 600
Lidsky rekombinantni 2 400
Piiklad 3

Srovnani stability lidského a prase&iho faktoru VIil

Vysledky jednostupiiového testu pro faktor VI jsou odrazem aktivace faktoru VIII na faktor
Villa ve vzorku a mo¥né ztraty aktivity vytvafeného faktoru VIlla. Bylo provadéno pfimé
srovnani stability lidského a prase&iho faktoru VIIL Vzorky z Mono Q™ HPLC (Pharmacia, Inc.,
Piscataway, N.J.) byly nafedény na stejnou koncentraci a sloZeni pufru a ponechaly se reagovat
s trombinem. V riizné &asy byly vzorky pfeneseny do dvojstupriového koagulatniho testu. Typic-
ky byla vrcholna aktivita (ve 2 minutach) 10 krat vétSi u praseciho faktoru V1lfa nez u lidského
faktoru VIia, a potom se aktivity obou faktord VI, prasetiho i lidskeho, snizovaly, piiemz
aktivita lidského faktoru Villa klesala rychleji.
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Obecné pokusy izolovat stabilni lidsky faktor VIIla nejsou aspésné, dokonce i kdyz jsou pouzity
podminky, ve kterych vznika stabilni prase¢i faktor VIlla. Aby se toto prokazalo, byl lidsky
faktor VIII purifikovany na Moro Q™ HPLC aktivovan trombinem a podroben kationto-
méni¢ové (Pharmacia, Inc.) Mono S™ HPLC v podminkach, ve kterych se tvofi stabilni praseci
faktor Vllla, jak je popsano autory Lollar et al. (Biochemistry, 28, 666, 1989).

Lidsky faktor VIII, 43 pg/m] (0,2 uM) v 0,2M NaCl, 0,01M HEPES, 2,5mM CaCl,, v pH 7.4,
v celkovém objemu 10 ml, se nechal reagovat s trombinem (0,036 uM) [0 minut, v této dobé byl
pfidin FPR-CH,Cl D-fenylprolylarginylchlormetylketon do koncentrace 0.2 pM pro ireverzi-
bilni inaktivaci trombinu. Smés se pak nafedila 1:1 s 40mM 2—(N-morfolino)etansulfonovou
kyselinou (MES), 5SmM CaCl,, v pH 6,0 a nanesla rychlosti 2 ml/minutu na kolonu Mono §™
HR 5/5 HPLC (Pharmacia, Inc.) ekvilibrovanou 5mM MES, 5SmM CaCls, v pH 6,0 (pufr B) a
0,IM NaCl. Faktor Vllla byl eluovén bez promyti kolony s 20 ml gradientu 0,1M NaCl az 0,9M
NaCl v pufru B rychlosti 1 mi/min,

V téchto podminkach byla ve dvoustupiiovém testu etuovana frakce s koagulaéni aktivitou jako
Jeden vrchol. Specificka aktivita vrcholové frakce byla priblizng 7500 U/Aag,. Elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS-PAGE) vrcholové frakce Mono §™
faktoru Vllla, po které nasledovalo barveni proteinu stiibrem, odhalila dva pasy odpovidajici
heterodimerickému (A3—C1-C2/A1) derivatu faktoru VIII. Ackoliv diky nizké koncentraci nebyl
identifikovan barvenim stfibrem za téchto podminek fragment A2, byl identifikovén jako stopova
slozka pomoci znadeni ‘1.

Na rozdil od vysledki s lidskym faktorem VIII mél praseéi faktor Vllla izolovany prostfednic-
tvim Mono S™ HPLC za stejnych podminek specifickou aktivitu 1,6 x 10° U/Asg. Analyza
praseciho faktoru Vllla prosttednictvim SDS-PAGE odhalila 3 fragmenty odpovidajici podjed-
notkdm Al, A2 a A3-C1-C2, coz dokazuje, Ze praseti faktor Villa ma tfi podjednotky.

Vysledky analyzy Mono $™ HPLC preparéti lidského faktoru VIII aktivovaného trombinem
v pH 6,0 ukazuji, Ze lidsky faktor VIIIa je labilni v podminkach, které poskytuji stabilni praseéi
faktor Villa. Ale atkoliv bylo ve vrcholové frakei identifikovéno stopové mnozstvi fragmentu
A2, nebylo moZné z této metody samotné uréit, zda koagulaéni aktivita byla ddsledkem malého
mnoZstvi heterotrimerického faktoru V1lla nebo heterodimerického faktoru VIII, ktery ma nizkou
specifickou aktivitu.

Aby se vyfesila tato otazka, je Zadouci izolovat, lidsky faktor VIlla pied tim, neZ ztrati svou
podjednotku A2. Za tim ucelem se provadéla izolace podle postupu, ktery zahmoval snizeni pH
pufrd Mono $™ na pH 5. Lidsky faktor VIII purifikovany Mono Q™ (0,5 mg) byl nafedén H,0
za vzniku kone¢né koncentrace 0,25 mg/ml (1 puM) faktoru VIII v 0,25M NacCl, 0,0|M HEPES,
2,5mM CaCl,, 0,005% Tween—80, pH 74, (celkovy objem 7,0 ml). Trombin byl pfidan do
konetné koncentrace 0,072 pM a 3 minuty ponechéan reagovat. Trombin byl pak inaktivovan
FPR-CH,CI (0,2 pM). Smés se pak nafedila 1:1 40mM acetdtem sodnym, 5SmM CaCl,, 0,01%
Tween—80, pH 5,0, a nanesla rychlosti 2 ml/minutu na kolonu Mono S™ HR 5/5 HPLC
ekvilibrovanou 0,01M acetitem sodnym, SmM CaCl,, 0,01% Tween—80, pH 5,0, a 0,1M NaCl.
Faktor VIla byl eluovan bez promyti kolony s 20 m} gradientu 0,1M NaCl az 1,0M NaCl ve
stejném pufru rychlosti | ml/minutu. To mélo za nasledek obnovu koaguladni aktivity ve vrcholu,
ktery obsahoval detekovatelné mnoZstvi fragmentu A2, jak ukazéno pomoci SDS-PAGE a
barveni stribrem. Specificka aktivita vrcholové frakce byla desetkrdt vétsi neZ frakce ziskané
v pH 6,0 (75 000 U/Asg, proti 7 500 U/Asg). Ale na rozdil do praseéiho faktoru Vlila izolova-
ného v pH 6,0, ktery je trvale stabilni ve 4 °C, aktivita lidského faktoru VIIIa klesala rovnomémé
po dobu nékolika hodin po eluci z kolony Mono S™. Navic specificka aktivita faktorn VIila
purifikovaného v pH 5,0 a okamzité testovaného je pouze 5 % aktivity praseiho faktoru Vllla,
coz svEdii pro to, Ze pfed testem nastala podstatna disociace.
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Tyto vysiedky dokazuji, Ze jak lidsky, tak prasedi faktor Vlila jsou sloZeny ze tfi podjednotek
(A1, A2 a A3-C1-C2). Disociace podjednotky A2 je za uréitych podminek, jako je fyziologicka
iontova sila, pH a koncentrace, odpovédna za ztritu aktivity jak lidského tak prase¢iho faktoru
VIIla. Relativni stabilita prasediho faktoru VIlla za urditych podminek je zpisobena siln€)si
asociaci podjednotky A2.

Priklad 4
Ptiprava hybridniho lidského/prase&iho faktoru VIII rekonstituci podjednotek

Lehké fetézce prasediho faktoru VIII a t¢zké tetézce faktoru VI b}{l{1 izolovany nasledujicim
zpiisobem. K prasetimu faktoru VIII purifikovanému pomoci Mono Q™ byl piidan 0,5M roztok
EDTA, pH 7,4, do koneéné koncentrace 0,05M a byl ponechan pii teploté mistnosti 18 az
24 hodin. Byl ptidan stejny objem 10mM histidin-Cl, 10mM EDTA, 0.2% (objem.) Tween 80,
pH 6,0 (pufr B), a roztok byl nanesen rychlosti I ml/minutu na kolonu Mono S™ HR 5/5 ptedem
ekvilibrovanou pufrem A a 0,25M NaCl. Tézké fetézce faktoru VIII se nenavazaly na pryskyfici,
jak bylo vyhodnoceno pomoci SDS-PAGE. Lehky fetézec faktoru VIII byl eluovan pomoci
20 ml linearniho gradientu 0,1 a% 0,7M NaCl v pufru A rychlosti 1 mI/minutu a byl homogenni
na SDS-PAGE. Tézké fetézce faktoru VIII byly izolovany prostfednictvim Mono Q™ HPLC
(Pharmacia, Inc., Piscataway, N.J.) nasledujicim zpasobem. Tézké tetézce faktoru VIII se
neadsorbuji na Mono $™ bghem purifikace lehkych fetézch faktoru VIIL V latce proslé kolonou,
kterd obsahovala tézké fetézce faktoru VLI, bylo upraveno pH na 7.2 pfidinim 0,5M pufru
HEPES, pH 7,4, a byla nanesena na kolonu Mono Q™ HR 5/5 HPLC (Pharmacia, Inc.)
ekvilibrovanou 0,1M NaCl, 0,02M HEPES, 0,01% Tween-80, pH 7.4. Kolona byla promyta
10 ml tohoto pufru a t&2ké Fetézce faktoru VIII byly eluovany 20 ml gradientu 0,1 a2 1,0M NaCl
v tomto pufru. Lidské lehke fetézce a tézké fetézce byly izolovany stejnym zpiisobem.

Lidské a prasedi lehké a t&zké fetdzce byly rekonstituovany podle nasledujicich kroka. 10 pl
lehkého fetézce lidského nebo praseciho faktoru VIII, 100 pg/ml, bylo smichino v 1M NaCl,
0,02M HEPES, 5mM CaCl,, 0,01% Tween—80, pH 7,4, 5 1) 25 pl heterologniho tézkého fetézce,
60 ng/ml, ve stejném pufru, 2) 10 ul 0,02M HEPES, 0,01% Tween—80, pH 74,a3)5ul 0,6M
CaCl,, po dobu 14 hodin pii teploté mistnosti. Smés byla nafedéna 1/4 0,02M MES, 0,01%
Tween-80, SmM CaCl,, pH 6, a nanesena na kolonu Mono S$™ HR 5/5 ekvilibrovanou 0,1M
NaCl, 0,02M MES, 0,01% Tween-80, SmM CaCl, pH 6,0. 20 ml| gradient byl pustén s 0,1 aZ
1,OM NaCl! ve stejném puftu rychlosti 1 mU/minutu a sbiraly se 0,5 ml frakce. Ve 280 nm se
odetitala absorbance frakei a frakce se testovaly pomoc{ méfeni absorbance na aktivitu faktoru
VIII jednostupiiovym koaguladnim testem. Tézké fetdzce se vyskytovaly v nadbytku, protoze
volny lehky fetézec (neasociovany s tézkym fetézcem) také vaze Mono S™, nadbytek tézkych
fetézcl zajistuje, 2e &asti preparatu nejsou volné lehké Fetézce. Rekonstituéni pokusy nasledo-
vané putifikaci Mono S™ HPLC byly provadény se viemi &tyfmi moZnymi kombinacemi
tetézel: lidsky lehky fetézec/lidsky t&zky Fetézec, lidsky lehky fetézec/praseli tézky fetézec,
prasedi lehky fetézec/prasedi té2ky fetézec, prasedi lehky fetézec/ lidsky t&ky fetézec. Tabulka
Il ukazuje, e faktor VI kombinujici lidsky lehky fetézec/praseci tézky fetézec ma aktivitu
srovnatelnou s nativnim prase¢im faktorem VIII (tabulka II), coZ ukazuje, Ze strukturalni prvky
prase&iho tézkého fetézce json odpovédné za zvySenou koagulacni aktivitu praseciho faktoru VIII
ve srovnani s lidskym faktorem VIII.

AN
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Tabulka 111

Srovnani koagulacni aktivity hybridniho lidského/praseéiho faktoru VIII s lidskym a prasecim
faktorem VIII

Aktivita (U/A-s)

Praseci lehky Eetézec/prasecl téiky fetézec 30 €00
Lidsky lehky Fetézec/prasecCl téiky fetdzec 44 180
Praseéi lehky Fetézec/ lidsky TE&€ZIky fetézac 1 123
lidsky lehky Fetézec/lidsky té&Zky fetézec 1 100

Priklad 5

Pfiprava aktivniho hybridniho lidského/praseéiho faktoru VIII rekonstituci domén

7Z praseti nebo lidské krve byl izolovan praseéi dimer A1/A3-C1-C2, praseéi doména A2, lidsky
dimer AI/A3-C1-C2 a lidskd doména A2, podle metody popsané v praci autord Lollar et al.
(J. Biol. Chem., 267(33), 23652-23657, 1992). Naptiklad, aby se izoloval prasedi dimer A1/A3—
CI-C2, bylo zvy3eno pH praseciho faktoru Vllla (140 pg) z pH 6,0 na pH 8,0 pfidanim 5N
NaOH po dobu 30 minut, za vzniku disociované domény A2 a 95% inaktivace pfi koagula¢nim
testu. Smés byla nafedéna 1:8 pufrem B (20mM HEPES, 5mM CaCl,, 0,01% Tween-80, pH 7.4)
a nanesena na kolonu Mono S$"™ ekvilibrovanou v pufru B. Dimer A1/A3-C1-C2 byl eluovén
jako jeden ostry vrchol v priblizng 0,4M NaCl pfi pouziti gradientu 0,1 az 1,0M NaCl v pufru B.
Pro izolaci prase¢i domény A2 byl ziskan praseéi faktor VIII podle metody autord Lollar et al.
(Biochem., 28, 666674, 1989), zalinalo se s 0,64 mg faktoru VIII. Volna prase¢i doména A2
byla izolovana jako minoritni slozka (50 ug) v 0,3M NaCl na chromatogramu Mono $™.

Hybridni prase¢i/lidské molekuly faktoru VIII byly rekonstituovany z dimerd a domén nasleduji-
cim zpiisobem. Koncentrace a podminky pufru byly tyto: praseti A2, 0,63 uM v pufru A (5mM
MES, 5mM CaCl,, 0,01% Tween—80, pH 6,0) a 0,3M NaCl, prase¢i A1/A3-C1-C2, 0,27 uM
v pufry B a 04M NaCl, pH 7,4, lidska A2, | pM v 0,3M NaCl, 10mM histidin-HCI1, 5mM
CaCl,, 0.001% Tween-20, pH 6,0, lidsky AI/A3-C1-C2, 0,i8pM v 0,5M NaCl, 10mM
histidin—Cl, 2,5mM CaCl,, 0,1% Tween—20, pH 6,0. Rekonstituéni pokusy se provadély smise-
nim stejnych objemd domény A2 a dimeru A1/A3-C1-C2. Ve smésnych pokusech s prasetim
dimerem A1/A3-C1-C2 bylo pH sniZeno na 6,0 pfidanim 0,5M MES, pH 6,0, na 70mM.

Koagulani aktivity vSech ¢tyf moznych hybridnich molekul faktoru VIlla — [pA2/(hA1/A3-C1-
C2)], [RA2/(pA1/A3-C1-C2)], [pA2/(pA1/A3-C1-C2)] a [hA2/(hA1/A3~C1-C2)] - byly zjists-
ny pomoci dvoustupfiového koagulaéniho testu v riiznych ¢asech.

Vytvofeni aktivity po smichani domén A2 a dimeru A1/A3~C1-C2 bylo téméf kompletni po
jedné hodiné a bylo stabilni po piinejmensim 24 hodin p#i 37 °C. Tabulka IV ukazuje aktivitu
rekonstituovanych hybridnich molekul faktoru VHIa, kdyZ byly testovany v 1 hoding. Dvoustup-
flovy test, kterym byly ziskany specifické aktivity molekul faktoru VIlla, se lifi od jedno-
stupfiového testu a hodnoty nemohou byt srovnany s hodnotami aktivity molekul faktoru VI
ziskanymi jednostupfiovym testem,
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Tabulka [V

Srovnéni koagulaénich aktivit hybridniho lidského/prasectho faktoru VIila se substituovanou
doménou

Hybridni £fVIIIa Specificka aktivita (U/mg)
Prasedi A2 + lidsky Al/A3-Cl-C2 140 000
praseci A2 + prase&i Al/A3-Cl-C2 70 000
Lidska A2 + praseli Al/A3-Cl-C2 40 000
Tidska A2 + lidsky BA1/A3-C1l-C2 20 000

Tabulka IV ukazuje, ¢ nejvétdi aktivitu vykazovaly praseti doména A2/lidsky dimer
A1/A3-C1-C2, po kterém nasledovaly prase¢i doména A2/praseéi dimer A1/A3-C1-C2.

Kdyz byla doména A2 prasegiho faktoru VIlia spojena s dimerem AL/A3-CI-C2 lidského
faktoru V1ila, bylo tedy dosazeno koagulaéni aktivity. Dile bylo dosazeno koagulatni aktivity,
kdyz byla spojena doména A2 lidského faktoru Viila s dimerem A1/A3-C1-C2 praseciho
faktoru VIia. Samotné oblasti A2, A1 a A3-C1-C2 nemély koagulaéni aktivitu.

Ptiklad 6

[zolace a sekvencovani domény A2 praseciho faktoru VIII

Pouze nukleotidova sekvence kodujici doménu B a East domény A2 praseéiho faktoru VIII byly
dfive sekvencovany (Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 5939-5942, 1986). Zde jsou
popsany cDNA a predikované aminokyselinové sekvence (sekvence id. & 3 a 4) pro celou
doménu A2 praseciho faktoru VIIL

Doména A2 praseciho faktoru VIII byla klonovéna pomoci reverzni transkripce z celkové RNA
prase¢i sleziny a pomoci ampliﬁkace PCR (polymerazovou fetézovou reakei), byly pouZity
degenerované primery zaloZené na znamé sekvenci cDNA lidského faktoru VIII a pfesny praseci
primer zaloZeny na &asti sekvence prasetiho faktoru VIII. Byl izolovan produkt PCR o velikosti
1 kb a byl amplifikovan pomoci inzerce do fagemidového vektoru Bluescript™ (Stratagene).

Praseti doména A2 byla kompletné sekvencovana prostfednictvim dideoxynukleotidového
sekvencovani. cDNA a predikované aminokyselinové sekvence jsou zde uvedeny jako sekvence
id. ¢&. 3 a 4, v daném poradi.

Ptiklad 7

Ptiprava rekombinantniho hybridniho lidského/zvifeciho faktoru VIl

Nukleotidové a predikované aminokyselinové sekvence (sekvence id. &. 1 a 2) lidského faktoru
VI byly popsany v literatute [Toole et al., Nature, 312, 342-347, 1984, (Genetics Institute),
Gitschier et al., Nature, 312, 326-330, 1984, (Genentech), Wood et al., Nature, 312, 330~337,
1984, (Genentech), Vehar et al., Nature, 312, 337-342, 1984, (Genentech)].

Vytvoteni rekombinantniho hybridniho lidského/zvifeciho faktoru VIII vyzaduje odstranéni
cDNA oblasti lidského faktoru VIII (Biogen Corp.) a vloZeni zvifeci sekvence cDNA, ktera ma
urditou sekvenéni identitu. Pak je hybridni cDNA exprimovana v prislusném expresnim systému.
Lze uvést piiklad, kdy byly klonovany ¢cDNA hybridniho faktoru VIII, ve kterych nékteré nebo
viechny lidské sekvence A2 byly nahrazeny odpovidajicimi prasedimi doménami A2. Nejprve
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byla vystiizena cela sekvence cDNA odpovidajici doméng A2 lidského faktoru VIII, a pak men3i
¢ast domény A2 pomoci oligonukleotidem zprostfedkované mutageneze, metody odbornikovi
obecné znamé (viz napt. Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T., Molecular Cloning, A Labora-
tory Manual, kapitola 15, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, 1989). Jednotlivé kroky
celeho postupu byly provadéné nasledujicim zplisobem.

Material

Metoxykarbonyl-D—cyklohexylglycyl-glycyt-arginin—p-nitroanilid (Spectro—zyme'™ Xa) a
monoklonalni protilatky antifaktor VIII ESH4 a ESH8 byly zakoupeny od firmy American
Diagnostica (Greenwich, CT). Unilamelami (jednovrstevné) fosfatidylcholin/fosfatidylserinové
(75/25, hmot.) vehikuly byly pfipraveny podle metody autorti Barenholtz, Y, et al. (Biochemistry,
2806-2810, 1977). Pripravek rekombinantniho desulfatohirudinu byl ziskan od Dr. R.B. Wallise,
Ciba—Geigy Pharmaceuticals (Cerritos, CA). Prase¢ faktory 1Xa, X, Xa a trombin byly izoloviny
podle metod autord Lollar et al. (Blood, 63, 13031306, 1984) a Duffy, EJ., et al. (J. Biol.
Chem., 207, 7621-7827, 1992). Cisty’ rekombinantni lidsky faktor VIII bez albuminu byl ziskan
od firmy Baxter-Biotech (Deerfield, IL).

Klonovani domény A2 prase¢iho faktoru VIII

cDNA kodujici praseti doménu A2 byla ziskana po PCR reverzné transkribované mRNA
z praseCi sleziny izolované podle popisu autori Chromezynski et al. {(Anal. Biochem., 162,
156-159, 1987). cDNA byla pfipravena s pouzitim soupravy pro syntézu cDNA (First-strand
cDNA Synthesis Kit) s ndhodnymi hexamery jako primery (Pharmacia, Piscataway, N.J.). PCR
se provadélo s pouzitim degenerovaného 5 koncového primeru: 5S'~AARCAYCCNAARACN-
TGGG-3" (sekvence id. ¢. 11) zaloZzeném na kratké znamé aminokyselinové sekvenci prasedi A2
a s pouzitim 3" koncového presného primeru 5-GCTCGCACTAGGGGGTCTTGAATTC-3"
(sekvence id. €. 12), zalozeném na znamé praseti sekvenci DNA bezprostiedné 3° od praseéi
domény A2. Tyto oligonukleotidy odpovidaji nukleotidim 1186—1203 a 2289-2313 v lidské
sekvenci (sekvence id. ¢. 1). Amplifikace se provadéla 35 cykli (1 minuta 94 °C, 2 minuty 50 °C,
2 minuty 72 °C) s pouzitim Taq DNA polymerazy (Promega Corp, Madison, WI). Amplifiko-
vany fragment o velikosti 1,1 kb byl klonovan do pBluescript {1 KS— (Stratagene) v misté EcoRV
s pouzitim postupu s T-vektorem, jak je popsan autory Murchuk, D., et al. (Nucl. Acids Res., 19,
1154, 1991). Byly transformovany kompetentni builky Escherichia coli XL1-Blue a byla izolo-
vana plazmidova DNA. Sekvencovani se provadélo v obou smérech s pouzitim Sequenase™
verze 2.0 (U.S. Biochemical Corp., Division of Amersham LifeScience, Inc., Arlington Hts, IL).
Tato sekvence byla ovéfena prostfednictvim totoZné sekvence, ktera byla ziskana ptimym
sekvencovanim produktu PCR z nezavislé reverzni transkripce RNA ze sleziny z téhoZ prasete
(CircumVent™, New England Biolabs, Beverly, MA). Oblast obsahujici epitop pro autoproti-
latku RC byla identifikovana jako 373-536 v lidském faktoru VIII (sekvence id. ¢. 2).

Konstrukce a exprese cDNA hybridniho lidského/praseciho faktoru VIII

Lidsky faktor VIII bez domény B (HB", Biogen, Inc., Cambridge, MA), ktery nem4 sekvence
kodujici aminokyselinové zbytky 741-1648 (sekvence id. &. 2), byl pouzit jako vychozi material
pro konstrukci hybridniho lidského/prase¢iho faktoru VIIL. HB™ byl klonovan do expresniho
vektoru ReNeo. Aby se usnadnila manipulace, byla cDNA faktoru VIII izolovana jako fragment
Xhol/Hpal z ReNeo a klonovana do pBlueScript I KS §t&¢peného Xhol/EcoRV. Oligonukleotid
S'-CCTTCCTTTATCCAAATACG TAGATCAAGAGGAAATTGAC-3' (sekvence id. &. 7) byl
pouZit v reakci pro mistné cilenou mutagenezi pfi pouziti fagové DNA obsahujici uracil, jak je
popséano autory Kunkel, T.A. et al. (Meth. Enzymol., 204, 125-139, 1991), aby soudasné vystiihl
lidskou sekvenci A2 (nukleotidy 1169-2304 ze sekvence id. & 1) a vnesl restrikéni misto SnaBlI.
Plazmid obsahujici lidsky faktor VIII bez domény A2 byl nastépen se SnaBl, po emz
nasledovalo pfidani linkerii Clal. Prase¢i doména A2 pak byla amplifikovédna pomoci PCR pfi
pouziti fosforylovaného 5" primeru (sekvence id. &. 8):
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5 -GTAGCGTTGCCAAGAAGCACCCTAAGACG-3’
a 3" primeru (sekvence id. €. 9):
5"-GAAGAGTAGTACGAGTTATTTCTCTGGGTTCAATGAC-3".

K produktu PCR byly pfidany linkery Clal, po Sem nasledovala ligace do vektoru obsahujiciho
lidsky faktor VIIL. Spojeni A1/A2 a A2/A3 byla opravena, aby se obnovily pfesné sekvence pro
stépeni trombinem a hraniéni sekvence, pomoci mistné cilené mutageneze s pouZitim oligo-
nukleotidu uvedeného v sekvenci id. &. 8 a nukleotidd 1-22 (5" GAA...TTC ze sekvence id. &. 9)
pro korekci 5° a 3 koncovych spojeni. Ve vysledném konstruktu oznateném HP1 byla lidska
doména A2 presné nahrazena prase¢i doménou A2. Predb&iny produkt obsahoval neZidouci
thymidinn ve spojeni A1-A2 jako disledek PCR amplifikace prase¢i domény A2. Tato jedna
baze byla vystizena pfi pouZiti mutagenniho oligonukleotidu 5'-CCTTTATCCAAATACGT-
AGCGTTTGCCAAGAAG-3" (sekvence id. &. 10). Vysledna hybridni nukleotidova sekvence
kédovala aktivni faktor VIII majici lidskou doménu A, prase&i doménu A2 a lidské domény A3,
ClacCz.

Oblast obsahujici 63 % NHykoncové prase&i domény A2, ktera obsahuje pfedpokladany epitop
A2, nahradila homologni lidskou sekvenci v cDNA bez domény B tak, Ze se vyménily fragmenty
Spel/BamHI mezi plazmidy pBlueScript, které obsahovaly cDNA lidského faktoru VIII a cDNA
lidského/praseti A2 faktoru VIIL Sekvence byla ovéfena sekvencovanim domény A2 a mist
sestiihu. Nakonec byl fragment Spel/Apal obsahujici celou sekvenci A2 dosazen na odpovidajici
misto v sekvenci HB™ za vzniku konstruktu HP2.

Prechodna exprese HB™ a HP2 v buitkdch COS-7 byla testovana po transfekci DNA zprostfedko-
vané DEAE-dextranem, jak je popsano autorem Seldon, R.F. (Current Protocols in Molecular
Biology, Ausubel, F.M., et al., editor, 9.21-9.36, Wiley Interscience, N.Y.). Poté, co byla
ovéfena exprese aktivniho faktoru VIII a byly provedeny ptedb&né inhibiéni studie s protilatkou,
byla HB™ a HP2 DNA trvale transfekovana do fetalnich bunék ledvin kietka pfi poufiti
transfekce zprostfedkované lipozomy (Lipofectin® Life Technologies, Inc., Gaithersburg, MD).
Klony obsahujici plazmidy byly selektovény na rezistenci na G418 v médiu FI2 podle Eagla
modifikovaného Dulbeccem, s 10% fetalnim telecim sérem (DMEM-F12/10% fetalni teleci
sérum), obsahujicim 400 pg/ml G418, po emZ nasledovalo péstovani v DMEM-F12/10%
fetdlnim telecim séru obsahujicim 100 pg/ml G418. Kolonie vykazujici maximalni expresi
aktivity HB™ a HP2 faktoru VIII byly selektovany pomoci kruhového klonovani a mnoZeny pro
dal3i charakterizaci.

Exprese HB™ faktoru VIII a HP2 faktoru VIII byla srovnivana prostfednictvim testu faktoru VIII
bez plazmy, jedno stupfiovym koagulaénim testem a testem ELISA pti pouziti purifikovaneho
rekombinantniho lidského faktoru VIII jako standardu. Pro HB™ a HP2 byly dosaZeny specificke
koaguladni aktivity 2600 a 2580 jednotek/mg, v daném pofadi. HB™ a HP2 produkovaly 1,2 a 1.4
jednotek/m1/48 hodin/ 10’ bungk. To je totoiné s konstruktem divokého typu (2600 + 200 jed-
notek/mg). V testu faktoru VIII bez plazmy byly specifické aktivity HB™ a HP2 nerozeznatelné,

Biologicka aktivita rekombinantniho hybridniho lidského/zvifeciho a odpovidajiciho faktoru VIII
se substitucemi domén Al, A2, A3, C1 a/nebo C2 miZe byt vyhodnocena nejprve pii pouZiti
prechodného expresniho systému se savéimi buikami COS. Hybridni lidska/zvifeci a odpovi-
dajici cDNA mize byt transfekovana do bunék COS a supematanty mohou byt analyzovany na
aktivitu faktoru VIII pfi pouziti jednostupitového a dvoustupiiového koagulaéniho testu, jak je
popsano vyse. Navic aktivita faktoru VIII miZe byt méfena pfi pouZiti testu s chromogennim
substratem, co? je citlivéj$i a umoziiuje analyzu velkého mnoZstvi vzorki. Podobné testy jsou
standardni v testovani aktivity faktoru VIII (Wood et al., Nature, 312, 330-337, 1984, Toole et
al,, Nature, 312, 342-347, 1984). Exprese rekombinantniho faktoru VIII v butikdch COS je také
standardni postup (Toole et al., Nature, 312, 342-347, 1984, Pittman et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85, 2429-2433, 1988).
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cDNA lidského faktoru VIII pouzita jako vychozi material pro rekombinantni molekuly zde
popsané byla exprimovana v buitkich COS za vzniku produktu s biologickou aktivitou. Tento
material, jak je popsano vy3e, mize byt pouzit jako standard ke srovnavani hybridnich lidskych/-
zvifecich molekul faktoru VII1. Aktivita v testech je pfemé&néna na specifickou aktivitu pro fadné
srovnavani hybridnich molekul. Za timto Géelem je nezbytné méfeni mnozstvi faktoru VIII tvore-
ného buiikami a mize se provadét pomoci imunotestu s purifikovanym lidskym a/nebo zvifecim
faktorem VIII jako standardy. Imunotesty pro faktor VIII jsou pro odbornika rutinnim postupem
(viz napf. Lollar et al., Blood, 71, 137143, 1988).

Priklad 8

UrCovani inhibi¢ni aktivity u hybridniho lidského/zvifeciho a ekvivalentniho faktoru VIl

Sekvence lidského a zvifeciho faktoru VIII prichazejici v ivahu jako epitopy (tj. jako rozpozna-
vaci mista pro inhibi¢ni protilatky, které reaguji s faktorem VIII) mohou byt uréovany s pouZitim
rutinnich postupi, napfiklad pouZitim testu s protilatkami k faktoru VIII spojenym s technikami
mistné cilené mutageneze, jako je metoda SOE, jak je ukazano niZe. Mohou byt identifikovany
sekvence zvifectho faktoru VIII, které nejsou antigenni ve srovnani s odpovidajicimi antigennimi
lidskymi sekvencemi, a mohou byt tvofeny substituce pro vneseni zvifecich sekvenci a odstra-
néni lidskych sekvenci podle standardnich metod rekombinantni DNA. Sekvence aminokyselin,
Jako jsou alaninové zbytky, které nemaji Zadnou znamou identickou sekvenci s faktorem VIII,
mohou byt také substituovany standardnimi metodami rekombinantni DNA nebo alaninovou
skenovaci mutagenezi. Praseci faktor VIII reaguje s nékterymi inhibi¢nimi protildtkami slabéji
nez lidsky faktor VIII, coZ poskytuje zikladnu pro soudasnou léSbu pacientd inhibitory. Poté, co
Jsou vytvoreny rekombinantni hybridy, mohou byt testovany in vitro na reaktivitu rutinnimi testy,
véetné inhibitorového testu Bethesda. Tyto konstrukty, které jsou méné reaktivni neZ nativni
lidsky faktor VIII a nativni zvifeci faktor VIII jsou kandidaty pro substituéni 1é¢bu.

Ma se za to, Ze epitopy, proti kterym je namifena vétsina (ne-li viechny) inhibiénich protiltek
reaktivnich s lidskym faktorem VIII, jsou umistény ve dvou oblastech v molekule lidského
faktoru VIII o 2332 aminokyselinach, doméné A2 (aminokyselinové zbytky 373-740) a doméné
C2 (aminokyselinové zbytky 2173-2332, ob& sekvence uvedené v sekvenct id. & 2). Epitop A2
byl eliminovan tvofenim rekombinantniho hybridniho lidského/praseéiho faktoru VIII, ve kterém
je Cast lidské domény A2 nahrazena prasedi sekvenci, kterd ma sekvenci shodnou s nahrazenou
lidskou aminokyselinovou sekvenci. To bylo provedeno, jak je popsano v pfikladu 7, klonovanim
praseCi domény A2 standardnimi technikami molekulami biologie, a pak $tépenim a sestfihem
vdoméné A2 s pouzitim restrikénich mist. Ve vysledném konstruktu oznaceném HP2, byly
zbytky 373604 (sekvence id. ¢. 4) praseciho faktoru VIII substituovany do lidské domény A2.
HP2 byl testovan na imunoreaktivitu s protilatkami proti lidskému faktoru VIII s pouZitim
nasledujicich metod.

Test ELISA na faktor VIII

Jamky mikrotitraéni destitky byly povlegeny 0,15 ml 6 pg/ml ESH4, protilatky proti lehkémy
reté€zci lidského faktoru VIII, a inkubovany pfes noc. Poté byla destitka tfikrat promyta H,O,
Jamky byly blokovany | hodinu roztokem 0,15M NaCl, 10mM fosfat sodny, 0,05% Tween 20,
0,05% netucné sudené micko, 0,05% azid sodny, pH 7,4. Aby se zvysila senzitivita, byly vzorky
obsahujici faktor VIII 15 minut aktivovany 30nM trombinem. Aby se inhiboval trombin, by! pak
piidan rekombinantni desulfatohirudin. Desticka byla opét promyta a bylo ptidano 0,1 ml vzorku
nebo Cistého rekombinantniho lidského faktoru VIIT (10 az 600 ng/ml) jako standardu. Po 2 hodi-
nach inkubace byla desti¢ka promyta a do kazdé jamky bylo pfidano 0,1 ml biotinylované ESHS,
dal3i protilatky proti lehkému fetézci lidského faktoru VIII. ESH8 byla biotinylovana s pouzitim
biotinylatni soupravy firmy Pierce se sulfosukcinimidyl-6~(biotinamid)hexanoitem. Po 1 hodiné
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inkubace byla destitka promyta a do kaZdé jamky bylo ptidéno 0,1 ml streptavidinu s alkalickou
fosfatazou. Desticka byla vyvolana pfi pouziti soupravy firmy Biorad se substritem reagujicim
s alkalickou fosfatizou a vysledna absorbance se ur¢ovala ve 405 nm pro kazdou jamku pfi
pouziti ¢teciho zafizeni pro mikrotitragni destitky Vmax (Molecular Devices, Inc., Sunnyville,
CA). Neznamé koncentrace faktoru V1II se urdovaly z linedrni &4sti standardni kfivky pro faktor
VIIL

Testy faktoru VIII

HB- faktor VIIT a HP2 faktor VIII byly testovany v jednostupiiovém koagulatnim testu, ktery byl
proveden jak bylo jiz diive popsano (Bowie, E.J.W, a C.A.Owen, Disorders of Hemostasis,
Ratnoff a Forbes, ed., s. 43-72, Grunn & Stratton, Inc., Orlando, FL, 1984) nebo testem bez
plazmy, jak je déle popsino. Vzorky HB™ a HP2 faktoru V1II byly aktivovany 40nM trombinem
v pufru obsahujicim 0,15mM NaCl, 20mM HEPES, 5mM CaCl,, 0,01% Tween-80, pH 7.4,
v piitomnosti 10nM faktoru 1Xa, 425nM faktoru X a 50 pM jednovrstevnych fosfatidylserin—
fofstatidylcholinovych (25/75hmot.) vehikuld. Po péti minutich byla reakce zastavena 0,05 M
EDTA a 100mM rekombinantniho desulfatohirudinu a vysledny faktor Xa byl méfen testem
s chromogennim substratem zpiisobem, ktery popsali Hill-Eubanks et al., J. Biol. Chem. 265:
17854-17858. Za téchto podminek bylo mnoZstvi vytvafeného faktoru Xa linedmé dmeérné
pocatetni koncentraci faktoru VIII, jak 1ze soudit podle purifikovaného rekombinantniho faktoru
VIII (Baxter Biotech, Deerfield, IL) uzitého jako standard.

Pied koagulaénim testem byly vzorky HB™ a HP2 faktoru VIII koncentrovany ze 48 hodin
kondiciovaného média uzitim chromatografie s heparin—Sepharose na koncentraci 10az 15
jednotek/ml. HB™ nebo HP2 faktor VIII se pfidal k plazmé s hemofilii A (George King Biomedi-
cal), aby byla finalni koncentrace 1 jednotka/ml, Titry inhibitoru v RC nebo MR plazme nebo
v zasobnim roztoku byly méfeny Bethesda testem, jak to popsali Kasper, CK. et al., Thromb.
Diath. Haemorrh. 34: 869-872, 1975. Inhibitorovy IgG byl ptipraven podle Leyte, A, et al., J.
Biol. Chem. 266: 740-746, 1991.

HP2 faktor VIII nereagoval s protilatkami anti-A2. Tudiz zbytky 373-603 musi obsahovat epitop
pro anti—A2 protilatky.

Priprava hybridniho lidského/prasetiho faktoru VIII a testy pomoci metody sestfihu prekryvajici
se extenzi (SOE)

Byly pFipraveny dalsi molekuly prokoagulaéniho rekombinantniho hybridni lidského/praseéiho
faktoru VII bez domény B, kde je lidsky tsek domény A2 nahrazen prasedimi aminokyseliny,
aby byl dale izeji definovn epitop A2. Krom& metody restrikénich mist byla uZita metoda
sestfihu prekryvajici se extenzi, SOE, jak ji popsali Ho et al., Gene 77: 51-39, 1989, aby se
nahradil jakykoliv zvoleny usek cDNA prasetiho faktoru VIIL Pfi metod¢ SOE je sestiihové
misto definovano prekryvajicimi se oligonukleotidy, které Ize amplifikovat a vytvofit pozado-
vanou ¢cDNA pomoci PCR. Byly tak piipraveny cDNA konstrukty oznacené postupné HP4 az
HP13. Byly vlozeny do expresniho vektoru ReNeo, stabilné transfekovany do fetalnich fedvin-
nych bunék kiecka a exprimovany (0,5 az | pg, tj. piiblizné 3 az 6 jednotek/’lO7 bunék/24 hodin)
jak bylo popsano v ptikladu 7. Koagulatni aktivita testovaného faktoru VIII byla stanovena za
piitomnosti a bez pritomnosti monoklondlnich modelovych mysich inhibi¢nich protilatek
specifickych proti domén& A2, mAb413. V nepfitomnosti inhibitoru mely vsechny testované
konstrukty koagulaéni aktivitu, kterd byla neodli3itelnd od aktivity lidského faktoru VIII bez
domény B.

Konstrukty hybridniho lidského/praseéiho faktoru VIII byly testovany na reaktivitu s anti-A2
inhibitorovou protiltkou mAb413 uZitim tzv. Bethesda testu (Kasper, C.K. et al., Thromb. Diath.
Haemorrh. 34: 869872, 1975). Méfeni Bethesda jednotek (BU) je standardni postup pro méfeni
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titru inhibitoru, Vysledky jsou uvedeny v tabulce V a jsou porovnany s rekombinantnim lidskym
faktorem VIII.
Tabulka V

Srovnani imunoreaktivity hybridnich lidskych/prasecich faktord VIII s aminokyselinovymi
substitucemi

Konstrukt Substituce  prasedi|Inhibice nAb413
sekvence (BU/mg IgG)
1idsky (B-)EVIIT Zadna | 1470
HP4 373-540 <Q,7
HPS 373-508 <0,7
HP& 373-444 1450
HP7 445-508 <0,7
HPS 373-433 1250
HP 2 484-508 <0,7
HE 10 373-403 1170
HP 11 404-508 <0,7
HP 12 489-508 <0,7
HP 13 484-488 <q,7

Hranice substituované prasedi sekvence jsou definovany prvni aminokyselinou, ktera se odliuje
mezi lidskym a prase¢im faktorem VII na NH2-konci a C—konei vioZeného useku. Jak je
ukazano v tabulce V, kdyZ Bethesda titr neni méfitelny (<0,7 BU/mg 1gG), pak A2 epitop lezi
v seku nahrazeném praseci sekvenci. Epitop byl tak postupné ziiZen do aseku aminokyselino-
vych zbytkii 484-509 (sekvence id. &. 2) obsahujiciho pouze 25 aminokyselin, jak ukazuje to, Ze
HP9 je nereaktivni s mAB413. Z konstrukti HP4 az HP 11 byl HP9 nejvice ,,humanizovany*
konstrukt, ktery nercagoval s inhibitorem. To ukazuje na to, Ze kriticky Gsek A2 epitopu lezi
v sekvenci Arg484—Ile508.

Na zikladé srovnani aminokyselinovych sekvenci tohoto kritického tiseku lidského a praseéiho
faktoru VIII byly pfipraveny dva dalsi konstrukty HP12 a HP13, kde lidska sekvence amino-
kyselin 489--508 a 484488 byla nahrazena odpovidajici prasedi sekvenci, Zadny z nich nereago-
val s mAb413. To ukazuje, Ze aminokyselinové zbytky na kazdé strané spojeni Arg488-Ser489
Jsou dilezité pro reakci s A2 inhibitory. V HP12 je pouze 5 aminokyselinovych zbytkd odlisnych
od lidské sekvence a v HP13 jsou to pouze 4 aminokyselinové zbytky. Hybridy s prasedi substi-
tuci v Osecich 484-508, 484488 a 489-508 vykazovaly snizenou inhibici A2 inhibitory ve
Ctyfech vzorcich plazmy, coz ukazuje na to, Ze je jen mala variabilita struktury epitopu A2.

Reaktivita nejvice humanizovanych konstrukti HP9, HP12 a HPI3 se dvéma anti-A2 IgG
preparaty ziskanymi z inhibicni plazmy byla také stanovena. Podobné jako mAb413 ani tyto
protilatky nereagovaly s HP9, HP12 ani HP13, ale reagovaly s kontrolnimi konstrukty HP(-) a
HPS.

Pro konec¢nou identifikaci kritického epitopu A2 miize byt asek mezi aminokyselinami 484-508
déle analyzovan stejnym postupem.

Postupy popsané v piikladech 7 a 8 lze uzit k pripravé dalsich hybridnich lidskych/savéich jinych
nez prasecich faktori VIII, kde jsou aminokyselinové substituce v lidské A2 doméng, a dale
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hybridnich lidskych/zvitecich nebo zvifecich/zvifecich faktorii VIIL, kde jsou aminokyselinové
substituce v kterékoliv doméné, nebo ekvivalentnich hybridnich faktord VIl nebo jejich
fragment, které maji snizenou nebo nulovou imunoreaktivitu s protilatkami proti faktoru VII.

Priklad 9

Eliminace reaktivity lidského faktoru VIII s A2 inhibitory metodou mistn& cilené mutageneze

Priklad 8 ukazal, e substituce &asti lidské domény A2 faktoru VIII prasedi sekvenci amino-
kyselinovych zbytki 484-508 poskytne molekulu, ktera ma vyrazn€ sniZenou reaktivitu s pane-
lem specifickych inhibitord proti A2 faktoru VIII (viz také Healey et al., J. Biol. Chem. 270:
14505-14509, 1995). V tomto dseku je 9 aminokyselin odli§nych v lidském a prasedim faktoru
VIIL Téchto 9 odlisnych aminokyselin R484, P485, Y487, P488, R489, P492, V495, F501 a 1508
(jednopismenné kédy aminokyselin), bylo ve faktoru VIII bez domény B jednotlivé nahrazeno
alaninem metodou mistné cilené mutageneze. Kromé toho, pro usnadnéni klonovani byla
resttikéni mista Mlul a Sac2 vnesena na 5" a 3'—konce sekvence cDNA A2 faktoru VIII, aniz by
doslo ke zmén& aminokyselin odpovidajicim témto mistim. 9 mutant bylo stabilng transfekovano
do bungk fetalnich ledvin kietka a exprimovano. Vech devét produkovalo biologicky aktivni
faktor VIII. Tyto faktory VIII byly &asteén& purifikovany a koncentrovény heparin-Sepharose
chromatografii podle Healey et al.

Mutanty byly charakterizovany na zakladg jejich reaktivity s protilitkou mAb413, jak bylo
popsano v pikladu 7. Tato inhibiéni protilatka rozpoznava stejny nebo veimi blizko pfilehly
epitop v doméné A2 jako viechny dosud zkoumané lidské inhibitory. Reaktivita s inhibitorem
byla méfena Bethesda testem. Stru¢né shrnuto, Bethesda titr inhibitoru je takové fedéni inhibi-
toru, které inhibuje faktor VIII z 50 % ve standardnim jednostupfiovém koagula¢nim testu fakto-
ru VIII. Tak napf. jestlize je roztok protilatky fedén 1/420 a inhibuje testovany vzorek
rekombinantniho faktoru VIII z 50 %, pak je Bethesda titr 420 U. V pfipadé Cisté monoklonalni
protilatky jako je mAb413 je hmotnost protilitky znima, tak?e se Bethesda titr vyjadfuje
v Bethesda jednotkach (BU) na miligram protilatky mAb413. Aby byl nalezen bod 50% inhibice,
provede se Fedici fada protilitky mAb413 a hodnota odpovidajici 50 % se hleda metodou prokla-
déni prislusné kfivky. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce VI.

Tabulka VI
Mutace Titr mab41l3 (BU/mg) % reaktivicy*
Divoky typ, B(-)EVIII 9400 -
R484 —» A 160 1,7
P485 — A 4000 42
Y487 — B 30 0,53
p488 — A 3500 37
R489 —- A 1,6 0,015
R490 = A - (0,2)
P492 — A 630 6,1 |
V495 — A 1070¢C 113
F501 —» A 11860 126
1508 —» A 5620 60

* yztafeno k divokému typu

-
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Tyto vysledky ukazuji, Ze je mozné sniZit antigenicitu faktoru VIII vzhledem k modelovému A2
inhibitoru vice nez 10 x tim, Ze se provedou alaninové substituce v polohach 484, 487, 489 a 492.
Reaktivita mutanty R489 — A je dokonce snizena o Styii fady. Kterakoliv z téchto alaninovych
substituci mize byt terapeuticky uZite¢na pro snizeni antigenicity a imunogenicity faktoru VIII.

Vysledky potvrdily G¢innost alaninové skenovaci mutageneze a dale ukazaly, Ze biologicka akti-
vita faktoru VIII je zachovana, i kdyz byla zménéna aminokyselinova sekvence epitopu, ktery
reaguje s inhibiénimi protilatkami. Pét z deviti mist, kde se lidska a praseci sekvence faktoru VI1II
li31, jsou také misty, kde se li3i lidska a mys$i sekvence. Molekuly faktoru VIII s alaninovymi
substitucemi v téhto mistech jsou proto pfiklady hybridniho ekvivalentniho faktoru VIII, ktery
obsahuje sekvence, které nemaji sekvenéni identitu s 2idnym dosud znamych savéim faktorem
VIIL

Dal3i modifikace, napt. kombinace dvou alaninovych substituci, mohou také poskytnout silng
snizenou antigenicitu pro celou fadu pacientd, nebot’ varianty polyklonaini protilatky se ligi
pacient od pacienta a mohou reagovat s variantami epitopu A2 faktoru VIII. Kromé toho imuno-
genicita (schopnost indukovat tvorbu protilatek) je dale snizena inkorporaci vice nez jedné
aminokyselinové substituce. K takovym substitucim patfi jak alanin tak aminokyseliny specifické
pro praseCi sekvenci nebo i jiné aminokyseliny, kterd maji nizky imunogenni potencial. Substi-
tuce v polohach 490, 495 a 501 jsou uzite¢né ke sniZeni imunogenicity. Navic tyto substituce
pravdépodobné sniZi reaktivitu s protilatkami u nékterych pacienti.

Jiné G€inné, antigenicitu sniZujici substituce, kromé alaninu, lze provadét, pokud se vénuje péce
tomu, aby se vyhnulo uziti t&ch, které jsou hlavnimi pfispévateli k vazebné energii antigen—proti-
latka nebo maji velké a nebo nabité postranni fetézce. Aminokyseliny, jejichZ substituce vede ke
sniZenf antigenni reaktivity jsou zde proto nazyvany aminokyseliny ,,snizujici imunoreaktivitu®,
Kromé alaninu k dal3im aminokyselindm snizujicim imunoreaktivitu patfi methionin, leucin,
serin a glycin, aniz by viak vycet byl omezujici. Je tfeba mit namysli, Ze mira sniZeni imuno-
reaktivity dosazena danou aminokysetinou také zavisi na i¢inku dané substituce na konformaci
proteinu, pfistupnost epitopu a podobné.

Prikiad 10

Klenowilv fragment, fosforylované linkery Clal, Notl linkery, T4 ligdza a Taq DNA polymeraza
byly koupeny od Promega (Madison, Wisconsin). Polynukleotidylkinaza byla ziskana od Life
Technologies, Inc. (Gaithersburg, Maryland). y°P-ATP (Redivue, >5000 Ci/mmol) byl koupen
od Amersham. pBluescript Il KS- a buiiky E. coli Epicurean XL1-Blue byly ziskany od Strate-
gene (La Jolla, California). Syntetické oligonukleotidy pochazely od Life Technologies, Inc.
nebo Curachem, Inc. Kdyz byly PCR produkty ptipravovany pro klonovaci ucely, byly uzity
5'fosforylované oligonukleotidové primery. Cislovani nukleotidti (nt) oligonukleotid uzitych
jako primery pro amplifikaci polymerazovou tetézovou reakci (PCR) prase¢i cDNA fVIII nebo
genomove DNA je vztaZzeno k cDNA lidského fVIII (Wood et al., 1984, viz vyse).

Celkova RNA ze sleziny prasete byla izolovdna metodou uZivajici guanidinium—thiokyanat—
fenol—chioroformové extrakce (Chromczynski et al., Anal. Bioechem. 162: 156-159, 1987).
Praseci cDNA byla pfipravena z celkové RNA uZitim reverzni transkriptazy (RT) z viru Molo-
neyho mysi leukémie a nihodnych hexamerii jakoZto primerii reakce (souprava First Strand
cDNA Synthesis Kit, Pharmacia Biotech), pokud neni uvedeno jinak. RT reakce obsahovala
45mM Tris~Cl, pH 8,3, 68mM KCl, 15SmM DTT, 9mM MgCl,, 0,08 mg/mi hovéziho sérového
albuminu (BSA) a 1,8mM deoxynuleotidtrifosfati (dINTP). Prase¢i genomova DNA byla izolo-
vana ze sleziny standardnim postupem (Strauss, W.M. v Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, John Willey & Sons, Inc.,1995, str. 2.2.1 — 2.2.3). Izolace DNA z agaro-
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zového gelu byla provedena pomoci soupravy Geneclean II (Bio 101) nebo Quiex I Gel
Extraction Kit (Qiagen).

PCR reakce byla provedena pomoci termocyklovaciho zafizeni Hybaid OmniGene. Pro PCR
reakei uZivajici Taq DNA polymerdzu reakéni smés obsahovala 0,6mM MgCl, 0,2mM smés
dNTP, 0,5mM oligonukleotidové primery, 50 U/ml polymerazy a 0,1 objemu reakéni smési ze
syntézy prvniho fetézce cDNA. Pokud neni uvedeno specificky jinak, PCR produkty byly
purifikovany z agarézového gelu, zatupeny uzitim Klenowova fragmentu, precipitovany etano-
lem, a pak bud'to ligovany do mist EcoRV v defosforylovaném pBluescript I SK~— nebo ligovany
s fosforylovanymi linkery Clal pomoci T4 ligazy, nastépeny Clal, purifikovany chromatogfrafii
na Sephacryl 400 a pak ligovany do pBluescript {1 KS— nadt€peného Clal a defosforylovancho.
Ligace byly provedeny pomoci T4 DNA ligazy (Souprava rapid DNA Ligation Kit, Boehringer
Mannheim), pokud neni uvedeno jinak. Inzerty obsahujici plazmidy pBluescript KS- byly uZity
k transformaci bunék E. coli Epicurean XL 1-Blue.

Sekvencovani plazmidu bylo provedeno uZitim automatického sekvenatoru Applied Biosystems
373a a terminaéni soupravy s fluoresenénimi barvivy PRISM nebo ruénim sekvencovanim uZitim
soupravy Sequenase v. 2 (Amersham Corp.). Pfimé sekvencovani produkti PCR véetné konco-
vého znageni *°P oligonukleotidii bylo provedeno pomoci cyklického sekvencovaciho protokolu
(dsDNA Cycle Sequencing System, Life Technologies).

Izolace klont prase&i cDNA fVIII obsahujicich netranslatované sekvence 5'—konce, signalniho
peptidu a kodony domény Al

Usek praseci fVIII cDNA od 5'-konce k doméné A2 byl amplifikovan Lhnizdovou®“ PCR uzitim
celkové RNA ze sleziny se samice prasete metodou rychlé amplifikace cDNA konci (5'-RACE)
uzitim soupravy Marathon cDNA Amplification (Clontech, verze PR35453). To zahmuje syntézu
prvniho fetézce pomoci ,lock—docking® oligo(dT) primeru (viz Borson et al., PCR Methods
Appl. 2: 144148, 1992), syntézu druhého Fetézce cDNA uZitim polymerazy [ z £. coli a ligaci
s 5" prodlouZenym dvojfetézcovym adaptorem (sekvence id. &. 13):

5 -CTRATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3
3°- 3’ -NH2-CCCGTCCA~PC4-3",

jehoz kratky fetézce byl blokovan na 3'—konci aminoskupinou, aby se sniZilo nespecificke PCR a
byl komplementarni k 8 nukleotidiim 3"~konce (Siebert P.D. et al., Nucleic Acids Res. 23: 1087~
1088, 1995). Prvni béh PCR byl proveden s adaptorové-specifickym oligonukleotidem (sekvence
id. 8.14):

5°-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3 " (oznadenym APl)

jakozto ,sense” primerem a oligonukleotidem specifickym pro A3 doménu prasetiho fVIII
{sekvence id. &. 135):

5 ~CCATTGACATGAAGACCGTTTCTIC-3" (nt2081-2104)

jakozto "antisepse” primerem. Druhy béh PCR byl proveden pomoci hnizdovych adaptorové
specifickych oligonukleotidi, a sice AP2 (sekvence id. &. 16):

5"~ ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3°

jako#to ,sense“ primeru a hnizdového oligonukleotidu specifického pro praseéi doménu A2
(nt 1497-1520) jakoZto ,.antisepse™ primer {sekvence id. £. 17):

S -GGGTGCAAAGCGCTGACATCAGTIG-3".

X3
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PCR se provadély pomoci komeréné dostupné soupravy (Advantage cDNA PCR COre Kit), ktera
uziva protilatkou zprostfedkovany protokol pro horky start (Kellog, D.E. et al., BioTechnoques
16: 1134-1137, 1994). PCR podminky obsahovaly denaturaci 60 s 94 °C, nasednuti primer( 30
s pfi 60 °C a prodluzovani 4 minuty pfi 68 °C s kontrolou teploty ve zkumavce. Tento postup
vedl k vytvofeni hlavniho produktu tvoficiho pés velikosti 1,6 kb, coz je v souladu s amplifikaci
fragmentu zasahujiciho pfiblizné 150 bp do netranslatovaného Gseku 5°—konce. Produkt PCR byl
klonovan do pBluescript pomoci linkeri Clal. Inzerty ze étyf klonti byly sekvencovany v obou
smérech.

Sekvence téchto klont obsahovaly usek zahrnujici 137 bp netranslatovaného useku 5'-konce,
signélni peptid, doménu A1l a ¢ast domény A2. Shoda byla dosazena pfinejmensim vidy ve 3 ze
4 mist. Aviak klony obsahovaly 4 mutace zjevné vnesené prostfednictvim PCR, pravdépodobné
diky Cetnym b&hiim PCR potfebnym k vytvofeni klonovatelného produktu. Proto byla uZita
sekvence z useku signalniho peptidu k navrZeni sekvence fosforylovaného ,sense” primeru
(sekvence id. &. 18):

5 -CCTCTCGAGCCACCATGTCGAGCCACCATGCAGC TAGAGCTCTCCACCTG-3

oznaceného RENEOPIGSP pro syntézu jiného produktu PCR k potvrzeni sekvence a pro klono-
vani do expresniho vektoru. Sekvence uvedena tuéné predstavuje podate¢ni kodon. Sekvence
smérem 5 od ného je sekvence identicka s mistem inzerce do sav¢iho expresniho vektoru ReNeo
pouzitého pro expresi fVIII {(Lubin et al, 1994 viz vy3e). Misto obsahuje 3tépné misto Xhol
(podtrzen¢). RENEOPIGSP a oligonukleotid nt 1497-1420 byly uzity pro PCR reakci s Tagq
polymerazou na templatu s cDNA ze sleziny samice prasete. Polymeraze od nékolika dalsich
vyrobcl selhala a neposkytla detekovatelny produkt. PCR podminky obsahovaly denaturaci 4
min pii 94 °C, nasednuti primert 2 min pti 55 °C a prodluZovani 2 minuty p¥i 72 °C s kone¢nym
prodluzovacim krokem 5 minut pii 72 °C. PCR produkt byl klonovan do pBluescript uzitim
tinkeri Clal. Inzerty ze dvou takovych kloni byly sekvencovany a v obou smérech a shodovaly
se s kanonickou sekvenci.

[zolace prasetich klond fVIII cDNA obsahujicich A3, C1 a 5"—polovinu domény C2

Nejdtive byly klonovany dva RT-PCR produkty z praseéi sleziny odpovidajici fragmentu domén
B-A3 (nt 4519-5571) a C1-C2 (nt 6405 — 6990). 3"—konec domény C2 byl ziskan prodlouZenim
dseku exonu 26, coZ je koncovy exon fVIIL Produkt B-A3 byl pFipraven uZitim primeru specific-
kého pro prase¢i doménu B (sekvence id. & 19):

5" -CGGGCGGCCGCGCATCTGGCARAGCTGAGTT-3 7,

kde podtrZzend Cast odpovida dseku prasediho fVIII, ktery se shoduje s usekem nt 45194530
lidského fVIIL. 5'—konec oligonukleotidu obsahuje misto Notl, které bylo zamysleno pro O¢ely
klonovani. ,, Antisepse” primer pouzity k vytvofeni produktu B-A3 (sekvence id. ¢. 20):

5 ~GARATAAGCCCAGGCTTTGCAGTCRAA-3 "

byl zaloZen ne reverznim komplementu sekvence cDNA lidského fVIII nt 5545-5571. Reakce
PCR obsahovala 50mM KCI, 10mM Tris—Cl, pH9,0, 0,1% Triton X-100, 1,5mM MgCl;, 2,5mM
smés dNTP, 20 uM oligonukleotidové primery, 25U/ml Taq polymerazy a 1/20 objemu smési RT
reakce. PCR podminky obsahovaly denaturaci 3 min pfi 94 °C po které nasledovaly cykly
obsahujici denaturaci 1 min pfi 94 °C, nasednuti primerd 2 min pfi 50 °C a prodluZovani
2 minuty pfi 72 °C. Produkty PCR byly fosforylovany uzitim T4DNA kindzy a byly piidany
linkery Notl. Po nalt€peni Notl byly PCR fragmenty klonovény do mista Notl plazmidu
pBluescript Il KS— a transformovany do bunék E. coli XL1-Blue.

Produkt C1-C2 byl pfipraven vyuZitim znamé sekvence lidské ¢DNA pro syntézu oligo-
nukleotidovych primerii nt 6405—6426 (sekvence id. &. 21):

5" -AGGAAATTCCACTGGAACCTTN-3 " a
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reverzniho komplementu k nt 69666990 (sekvence id. &. 22):
5 -CTGGCGGGTGAATTCGRAGGTAGCGN-3 7.

Podminky pro PCR byly shodné s podminkami pro ppravu produktu B-A2. Vysledny fragment
byl vloZen do klonovaciho vektoru pNOT uZitim soupravy Prime PCR Cloner Cloning Systém
(5-Prime3, Inc., Boulder, Colorado) a klonovan v buiikiach IM109.

Plazmidy B-A3 a C1-C2 byly &stetné sekvencovany, aby bylo mozné pfipravit ,sense” a
.antisepse” oligonukleotidy specifické pro praseci sekvence, nt 4351-4573 (sekvence id. &. 23):

5~ GAGTTCATCGGGAAGACCTGTIG -3°
a nt 65416564 (sekvence id. ¢. 24):

5°- ACAGCCCATCAACTCCATGCGAAG -37.

Tyto oligonukleotidy byly uZity jako primery pro piipravu RT-PCR produktu velikosti 2013 bp
pomoci soupravy Advantage cDNA PCR (Clontech). Tento produkt odpovidajici nt 4551-6564
v lidské sekvenci, obsahuje (isek zodpovédny za aktivadni peptid lehkého fetézce (nt 5002-5124),
doménu A3 (nt 5125-6114) a vétdinu domény C1 (nt 6115-6573). Sekvence C1-C2 klonu potvr-
dila, %e sekvence lidské a prasedi cDNA od nt 6565 do 3'—konce Cl domény jsou identické.
Produkt PCR byl klonovan do mista EcoRV plazmidu pBluescript KS-. Ctyti klony byly plné
sekvencovany v obou smérech. Shody bylo dosazeno pfinejmensim vzdy ve 3 mistech ze 4.

Izolace klonii cDNA praseéiho fVIII obsahujicich 3'—polovinu C2 domény

Doména C2 lidského fVIII (nukleotidy 6574—7053) je obsaZena v exonech 24 az 26 (Gitscher
J. et al, Nature 312: 326-330, 1984). Lidsky exon 26 obsahuje 1958 nukleotidd a odpovida
poloze nt 6901-8858. Zahrnuje také tisek 1478 bp netranaslatované sekvence 3'—konce (3'UTR).
Pokusy klonovat cDNA exonu 26 odpovidajict 3"—konci domény C2 a 3'UTR, at’ uZ metodou
3'RACE (Siebert et al., 1995, viz vyse), inverzni PCR (Ochman, H. et al., Biotechnology
(N.Y.)8: 759-760, 1990), PCR s restrikénimi misty (Sarkar G. et al, PCR Meth. Appl. 2:
318-322, 1993), PCR s ,nepredikovatelnym nasednutim primerd“ (Dominguez, O. et al., Nud.
Acids Res. 22: 3247-3248, 1994) nebo screeningem cDNA prasecich jater, byly nelispésné.
Metoda 3'RACE byla znovu vyzkou$ena s cDNA knihovnou ligovanou stejnymi dvoufetézco-
vymi adaptory, ktera byla uZita k Gsp&nému klonovani 5'—konce cDNA prase¢iho fVIIL. Tudiz
selhdni této metody nebylo zpiisobeno neptitomnosti cDNA odpovidajici exonu 26.

Ke klonovani 3'—poloviny domény C2 byla uZita metoda cileného prochézeni genu pomoci PCR
(Parker J.D. et al., Nud. Acids Res.19: 3055-3060, 1991). ,,Sense“ primer specificky pro praseci
sekvenci nt 6904-6924 (sekvence id. €. 25):

5’ - TCAGGGCAATCAGGACTCC =3~

byl syntetizovan na zakladé potitetni sekvence domény C2 a byl pouzit v PCR spoledng
s nespecifickym ,kraSejicim* primerem vybranym z oligonukleotidu dostupnych v laboratofi.
PCR produkty pak byly zaméfeny analyzou extenze primeru (Parker et al., BioTechniques 10:
94-101, 1991) uzitim vnittiho primeru znateného *’P specifického pro prase¢i sekvenci
nt 69326952 (sekvence id. &. 26):

5= CCGTGGTGAACGCTCTGGACC -3°

Bylo zajimavé, 7¢ ze 40 testovanych nespecifickych primerli pouze dva poskytly pozitivni
produkt analyzou extenze primeru a odpovidaly pfesné a degenerované fidské sekvenci 3'~konce
domény C2, a sice primer sekvence id. ¢. 27 (nt 7030-7053):

5= GTAGAGGTCCTGTGCCTCGCAGCC-3-
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a primer sekvence id. ¢. 28 (nt 7027-7053):
5"~ GTAGAGSTSCTGKGCCCTCRCAKCCYAG -37.

Tyto primery byly pivodné navrieny pro ziskani produktu pomoci konvenéni RT-PCR, ale
selhaly a neposkytly dostateéné mnozstvi produktu, které by mohlo byt vizualizovano barvenim
etidiumbromidem. Av3ak produkt byl identifikovan citlivéjsi metodou extenze primeru. Produkt
pak byl purifikovan na agarézovém gelu a p¥imo sekvencovan. To prodlouzilou sekvenci prase-
¢iho fVII k nukleotidu 7026.

Daisi sekvence byla ziskana analyzou extenze primeru produktu ziskaného ,hnizdovou® PCR na

-----

Prvni béh reakce uZival pfesny primer praseci sekvence id. €. 29 (nt 6541-6564):
5°- CTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGT -3°
a primer AP1. Druhy béh reakce uzival primer sekvence id. ¢. 30 (nt 6913-6934):

5" - AATCAGGACTCCTCCCACCCCCG-3”

a primer AP2. Ptimé PCR sekvencovani prodlouZilo sekvenci smérem 3" ke konci domény C2
{nt 7053). Sekvence C2 domény byla jednoznaénd az na nt 7045 blizko 3'—konce C2 domény.
Analyza opakovanych PCR reakci ukazala bud'to A, G, nebo dvojité A/G v tomto misté.

Sekvencovani bylo prodlouzeno do 5'UTR uzitim dal§ich dvou primert, a sice sekvence id. &. 31
(NT 6977—6996):

5'- GGATCCACCCCACGAGCTGG -3

a sekvence id. £. 32 (nt 7008-703 1):
5"~ CGECCCTGAGGCTCGAGGTTCTAGG -3

Usek pFiblizné 15 bp ze 3'UTR sekvence, byl ziskan, atkoliv sekvence byla na nékolika mistech
nejasna. Pak bylo syntetizovano n¢kolik ,antisepse™ primerd na zakladé co nejlepSiho uréeni
3'netranslatované sekvence. Tyto primery obsahovaly reverzni komplement stop kodonu TGA na
svém 3'—konci. PCR produkty byly ziskany jak s genomové DNA, tak i ¢cDNA prasedi sleziny
pomoci specifickych primeril sekvence id. &. 33 (nt 6913-6934):

5"~ RATCAGGACTCCTCCACCCCCG -3°

a 3'UTR ,,antisepse” primeru sekvence id. &. 34:
5°- CCTTGCAGGAATTCGATTCAR-3"

a byly vizualizovany barvenim etidiumbromidem na agarézovém gelu. Pro ziskani dostatetného
mnozstvi materialu pro klonovani byl proveden druhy béh PCR s ,hnizdovymi® primery
sekvence id. ¢. 35 (nt 6932):

5"- CCGTGGTGAACGCTCTGGACC-3”

a shodnym ,.antisepse” primerem. Vysledny produkt PCR velikosti 141 bp byl klonovan do
pBluescript 11 KS— nastépeného EcoRV. Sekvence tiech, klond ziskanych z geonomové DNA
a tfech kloni pochazejicich z cDNA byla ziskana sekvencovanim v obou smérech. Sekvence byla
zcela jednoznacna aZ na nt 7045, kde genomova DNA ukazala vidy A a cDNA vzdy G.

Srovnani sekvenci lidského, praseéiho a mysiho faktoru VIIT (obrazky 1A aZ IH).

Srovnani piifazenim sekvenci dseki signalniho peptidu, Al, A2, A3, C1 a C2 bylo provedeno
pomoci poditatového programu CLUSTALW (Thompson, J.D. et al, Nud. Acids Res. 22:
46734680, 1994). Negativni bodové ohodnoceni pro otevienou mezeru a roziifenou mezeru
bylo 10 a 0,5. Srovnani domény B ¢lovéka, prasete a my$i bylo jiz publikovano dfive (Elder et
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al., 1993, viz vyse). Lidska sekvence A2 odpovida useku aminokyselin 373-740 v sekvenci id.
&. 2. Aminokyselinova sekvence prase¢i domény A2 je uvedena v sekvenci id. &. 4 a amino-
kyselinové sekvence my3i domény A2 je uvedena v sekvenci id. €. 6 (aminokyseliny 392-759).

Piklad 11
Exprese aktivniho rekombinantniho praseciho faktoru VIII bez domény B (PB")

Pouzité materialy

Plazma ofetfena citritem z pacientd s hemofilii A a kontrolnich zdravych jedincii byla ziskana od
firmy George King Biomedical Inc. Fetdlni sérovy albumin, geneticin, penicilin, streptomycin,
médium DMEM/F12 a AIM-V byly koupeny od Life Technologies, inc. Taq DNA polymeraza
byla od Promega, Vent polymeraza byla koupena od New England Biolabs, Pfu DNA poly-
meraza a fagemid pBluescript KS— byly od Stratagene. Syntetické oligonukleotidy byly koupeny
od Life Technologies a Curachem, Inc. Restrikéni enzymy pochézely New England Biolabs nebo
Promega. 5'—fosforylované primery byly uity, kdyz PCR produkty byly pripravovany pro klono-
vaci acely. Cislovani nukleotidii (nt) oligonukleotiddi pouzitych jako primery pro amplifikaci
polymerizovou Fetézovou reakci (PCR) praseéi genomové DNA nebo ¢DNA uZiva pro srovnani
¢DNA lidského faktoru VIII (Wood et al., Nature 312: 330-337, 1984). Expresni vektor fVIII
oznafeny HB/ReNeo byl ziskan od Biogen, Inc. HB/ReNeo obsahoval geny rezistence
k ampicilinu a geneticinu a cDNA lidského fVIII postradajici doménu B, kterd je vymezena
Gisckem Ser741-Argl648, coZ je fragment vznikly Stépenim trombinem. Pro zjednoduSeni
mutageneze cDNA C2 domény fVIIL, ktera je na 3'~konci fVIII inzertu v plazmidu ReNeo, bylo
vneseno misto Notl smérem 3’ o dvé baze ke stop kodonu HB/ReNeo mutagenezi metodou SOE
(,splicing by overlap extension®, Horton, R.M. et al., Methods Enzymol. 217: 270-279, 1993).
Vysledny konstrukt byl oznaten HB-ReNeo/Notl.

Celkovdi RNA byla izolovana guanidinium—thiokyanat—fenol-chloroformovou extrakei
(Chromezynski et al., Anal. Bioechem. 162: 156-159, 1987). cDNA byla piipravena z celkové
RNA uZitim reverzni transkriptazy (RT) z viru Moloneyho mys3i leukémie a nahodnych hexamerd
jakoto primerd reakce (souprava First Strand cDNA Synthesis Kit, Pharmacia Biotech). Plazmi-
dova DNA byla purifikovana pomoci soupravy Qiagen Plazmid Maxi Kit (Qiagen). PCR reakce
byla provedena pomoci termocyklovaciho zatizeni Hybaid OmniGene s uZitim Taq DNA poly-
merazy, Vent DNA polymerazy nebo Pfu DNA polymerazy. PCR produkty byly purifikovany
7 agardzového gelu, zatupeny uzitim Klenowova fragmentu, precipitovan etanolem, a pak ligova-
ny do plazmidové DNA uzitim T4 ligdzy (Souprava Rapid DNA Ligation Kit, Boehringer
Mannheim). Plazmidy obsahujici inzerty byly uZity k transformaci k transformaci bun€k E. coli
Epicurean XL1-Blue. Viechny nové sekvence fVIII DNA vytvofenc uzitim PCR byly ovéfeny
sekvencovanim dideoxynukleotidovou metodou pomoci automatického sekvenatoru Applied
Biosystems 373a a termina&ni soupravy s barvivy PRISM.

Konstrukce expresniho vektoru hybridniho faktoru VIII HP20, ktery obsahuje praseci doménu Cc2

cDNA praseciho fVIII odpovidajici 3'~konci domény C1 a celé doméné C2 byla klonovany
pBluescript pomoci RT-PCR z celkové RNA uzitim RT-PCR na celkova RNa a primert
zalozenych na znamé sekvenci cDNA praseciho fVIIl (Healy, J.F. et al., Blood 88: 4209-4214,
1996). Tento konstrukt a HB/ReNeo byly uzity jako templaty ke konstrukci fazniho produktu
Llidska C1 — prase¢i C2¢ v plazmidu pBluescript mutagenezi metodou SOE. Fragment C1-C2
z tohoto plazmidu byl odstranén restrikinimi enzymy Apal a Notl a ligovan do HB/ReNeo/Notl
naitépeného Apal/Notl, ¢&imz byl vytvoten HP20/ReNEo/Notl.

Konstrukce hybridniho lidského/praseéiho faktoru VIII bez domény B obsahujiciho praseci lehky
ietézec (HP18)
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Lehky fetézec lidského faktoru VIII obsahuje aminokyselinové zbytky Asp1649-tyr2332. Tento
Gsek v mutanté bez domény B (HB") byl nahrazen odpovidajicimi zbytky prase¢i ¢cDNa fVIII,
¢imz byla vytvotena molekula hybridniho lidského/prasetiho faktorn VII nazvana HP18. To
bylo provedeno nahrazenim odpovidajiciho dseku v HP20 nahrazenim PCR produktem, ktery
odpovidal dseku A2, doméné A3, doméné Cl a &asti domény C2 prasete. Pro usnadnéni
konstrukce bylo synonymni misto Avrll vneseno do nt 2273 na spoji domén A2 a A3 v HP20
metodou SOE mutageneze.

Konstrukce hybridniho lidského/prasetiho faktoru VIII bez domény B obsahujiciho praseci
signalni peptid a domény Al a A2 (HP22)

Signalni peptid a domény Al a A2 lidského faktoru VIII zaujimaji dsek aminokyselin
Met(-19)-Arg740. Tento Gisek v mutanté¢ bez domény B (HB") byl nahrazen odpovidajicimi
seky praseci cDNA fVIII, ¢imZ byla vytvofena molekula nazvana HP22. Navic synonymni
misto Avrll bylo vneseno do nt 2273 na spoji domén A2 a A3 v HP20 metodou SOE mutage-
neze. HP22 byl konstruovan fuzi prasediho fragmentu signalni peptid—A1—Cast A2 v pBluescript
(Helay et al., 1996, viz vy$e) s hybridnim lidskym/prase¢im faktorem VIII bez domény B
obsahujicim prasei doménu A2 nazvanym HP1 (Lubin et al., 1994, viz vyse).

Konstrukce prase¢iho faktoru VIH bez domény B (PB")

Fragment Spel/Notl z HP18/BS (+Avrll) byl tépen Avril/Notl a ligovan do HP22/BS (+Avrll)
§tépencho Avrll/Notl, ktery obsahoval prase¢i fVIII postradajici celou doménu B. PB- byl klono-
van do ReNeo ligaci fragmentu Xbal/Notl z PB—/BS(+AvrIl) do HP22/ReNeo/Notl (+Avrll).

Exprese rekombinantnich molekul faktoru VIII

PB~/ReNeo/Notl (+Avrll.) a HP22/ReNeo/Notl (+Avril) byly transfekovany do COS bunék
a dotasné exprimovany, jak bylo diive publikovano (Lubin, LM. et al., J. Biol. Chem. 269:
8639-8641). HB-/ReNeo/Notl a zadna DNA (slepa kontrola) byly transfekovany jako kontroly.

Aktivita faktoru Vil mutant PB—, HP22 a HB— byla méfena nasledujicim chromogennim testem.
Vzorky fVIII v supernatantu z bunék COS byly aktivoviny 40nM trombinem v pufru obsahu-
jicim 0,15mM NaCl, 20mM HEPES, 5mM CaCl,, 0,01% Tween~80, pH 7,4, v pfitomnosti 10nM
faktoru 1Xa, 425nM faktoru X a 50 pM jednovrstevnych fosfatidylserin—fofstatidylcholinovych
(25/75 hmotn.) vehikuli. Po péti minutich byla reakce zastavena 0,05 M EDTA a 100mM
rekombinantniho desulfatohirudinu a vysledny faktor Xa byl méfen testem schromogennim
substratem. V testu s chromogennim substratem byl pfidan 0,4mM Spectrozyme Xa a byla
stanovena rychlost uvoliiovani para-nitoanilidu méfenim absorbance pft 405 nm.

Vysledky ze supernatantu dvou nezavisle transfekovanych bunéénych kultur (zména absorbance
ve 405 nm za minutu);

HB™: 13,9, PB™: 139, HP22: 100 a slepa kontrola: <0,2.

Tyto vysledky ukazuji, Ze praseéi faktor VIII bez domény B a faktor V1II bez domeny B obsahu-
jici prasedi podjednotky Al a A2 jsou aktivni a maji vy33i aktivitu neZ lidsky fVIII bez
domény B.

PB™ byl casteéné purifikovan a koncentrovén z ristového média chromatografii na heparin—
Sepharose. Heparin—Sepharose (10 ml) byla ekvilibrovana pufrem obsahujicim 0,075 NaCl,
[0mM HEPES, 2,5mM CaCl, 0,005% Tween—80, 0,02% azid sodny, pH 7,4. Médium (100 az
200 ml) z exprimujicich bunék bylo naneseno, na kolonu s heparin—-Sepharose, ktera pak byla
proplachnuta 30 ml ekvilibradniho pufru bez azidu sodného. PB™ pak byl eluovan pufrem
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obsahujicim 0,65 NaCl, 20mM HEPES, SmM CaCl,, 0,01% Tween—80, pH 7,4 a pak uschovan
do -80 °C. Vytézek koagulaéni aktivity faktoru VIII byl typicky 50 aZ 75 %.

Stala exprese prasediho faktoru VIII bez domény B (PB')

Transfekované bunééné linie byly udrioviny v médiu DMEM-F12 obsahujicim 10% fetalni
hovézi sérum, SO U/ml penicilinu a 50 pg/ml streptomycinu. Fetalni hovézi sérum bylo pfed
pouZitim tepelné inaktivovano 1 hodinu v 50 °C. HB"/ReNeo a PB/ReNeo/Notl(+Avrll) byly
trvale transfekovany do bunék BHK a selektovény na rezistenci ke geneticinu podle obecné
znamého protokolu popsaného v Lubin et al, Biol. Chem 269: 8639-8641, 1994, kromé toho, ze
exprimujici buitky byly kultivovany v médiu s 600 pg/mi geneticinu. Bunky z kultivaénich lahvi
Comning T-75 péstované do konfluence byly pfeneseny do trojitych lahvi Nunc do média
s 600 pg/ml geneticinu a opét kultivovany do konfluence. Médium bylo odstranéno a nahrazeno
médiem bez séra AIM-V (Life Technologies, Inc.) a bez geneticicnu. Exprese faktoru VIII byla
sledovana jedno stupiiovym testem koaguladni aktivity (popsanym vyse) a 100 a2 150 ml média
bylo odebrano jednou denné po 4 a2 S dnii. Maximalni hladina exprese v médiu pro HB™ a PB”
byla 1 a2 2 jednotky/ml a 10 aZ 12 jednotek/ml koagulaéni aktivity faktoru VIIL.

Purifikace PB~

PB” byl precipitovan ze supernatantu bunééné kultury uzitim 60% nasycencho siranu amonného a
pak byl purifikovan imunoafinitni chromatografii a vysokotlakovou kapalinovou chromatografii
na kolon& monoQ, jak bylo jiZ popsano pro purifikaci praseéiho faktoru VIII ziskaného z plazmy
(Lollar et al., Factor Vill/factor VIIla. Methods in Enzymol. 222: 128-143, 1993). Specificka
koagulaéni aktivita PB™ byla méfena jednostupiiovym testem koagulaéni aktivity (viz Lollar et
al., 1993) a byla podobna jako u praseciho faktoru VIII ziskaného z plazmy.

Pfi analyze elektroforézou na SDS—polyakrylamidovém gelu se ukézalo, Ze preparat PB” obsahu-
je t#i pasy se zjevnou molekulovou hmotnosti 160 kDa, 82 kDa a 76 kDa. Pasy velikosti 82 kDa a
76 kDa byly jiZ dfive popsany jako heterodimer obsahujici domény A1-A2 a ap-A3-C1-C2 (kde
ap oznaluje aktivaéni peptid) (viz Toole et al., Nature 312: 342-347, 1984). Pas velikosti 160
kDa byl prenesen, na polyvinylidenfluoridovou membrénu a podroben NH,—terminilnimu
sekvencovani, které poskytlo sekvenci Arg-lle—Xx—Xx-Tyr (kde Xx predstavuje neurcenou
aminokyselinu), co2 je NH;-koncovd sekvence jednofetézcového faktoru VII (Toole et al.,
1984). Takze PB™ je ¢4steind upravovan itépenim mezi doménami A2 a A3, takZe je tvofen
dvéma formami, jednofetdzcovym proteinem Al-A2-ap-A3-C1-C2 aheterodimerem Al-
A2/ap-A3-C1-C2. Podobné tpravy rekombinantniho HB™ byly také popsdny (Lind et al., Eur. J.
Biochem. 232: 19-27, 1995).

Charakterizace praseciho faktoru VIII

Byla urdena sekvence ¢cDNA prasetiho faktoru VIII odpovidajici isek obsahujici 137 bp 5'UTR,
kédujici sekvenci signalniho peptidu (57 bp) a domény A1 (1119 bp), A3 (590 bp), Cl1 (456 bp)a
C2 (483bp). A tato sekvence spoledné s dfive publikovanymi sekvencemi B domény a osekd
lehkého fetézce aktivaéniho peptidu (Toole et al., 1986, viz vyse) a domény A2 (Lubin et al,
1994, viz vy$e) dopliiuje a zakonéuje stanoveni sekvence cDNA praseciho faktoru VIII odpovi-
dajici translatovanému produktu. Fragment ¢cDNA obsahujici dsek 5'UTR, signalni peptid a
doménu Al byl klonovan pomoci protokolu 5'RACE RT-PCR. Oligonukleotidovy primer
zalozeny na sekvenci lidské C2 byl uspésny pii vytvofeni RT-PCR produktu, ktery umoznil
klonovani A3, C1 a 5'poloviny domény C2. cDNA odpovidajici 3'poloviné domény C-2 2
3'UTR ¢DNA byla obtizné klonovatelna. Zbytek domény C2 byl nakonec klonovan metodou
cileného prochazeni genu PCR (Parker et al., 1991, viz vyse).

Sekvence uvedena zde jako sekvence id. &. 36 byla zcela jednoznatnd aZ na nt 7045 v blizkosti
3'—konce domény C2, kterym je budto A, nebo G, jak bylo jiz uvedeno vyse. Odpovidajici




1

20

30

35

40

45

50

CZ 300959 B6

kodony pak jsou GAC (Asp) nebo AAC (Asn). Lidské a mysi kodony jsou GAC a CAG (Gln).
Zda se jedna o polymorfismus nebo reprodukovatelny artefakt vneseny PCR neni znamo. cDNA
pro rekombinantni hybridni lidsky/praseci faktor Vi1l bez domény B obsahujici substituci praseci
domény C2 jak s kodonem GAC tak AAC byly trvale exprimovany, aniz by byl zjistén deteko-
vatelny rozdil v prokoagulacni aktivité. To ukazuje, 3¢ mezi témito dvéma variantami C2
domény neni funkéni rozdil.

Srovnani predikovanych aminokyselinovych sekvenci lplné sekvence praseciho faktoru VIII,
sekvence id. ¢. 37, s publikovanou lidskou sekvenci (Wood et al., viz vyie) a mysi sekvenci
(Elder et al., 1993, viz vy3e) je uvedeno na obr. A aZ |H spoletné s vyznaenymi misty
potransla¢nich modifikaci, proteolytického Stépeni a rozpoznavani jinymi makromolekulami,
Stupeni identity pfifazenych sekvenci je uveden v tabulce VII Jak jiz bylo zminéno dfive, B
domény téchto druhd jsou vice rozdilné (divergentni) nez domény A nebo C. To je v souladu
s pozorovanim, ze B doména nemad i pfes svou zna¢nou velikost 2adnou znamou funkei (Elder et
al. 1993, Tool et al. 1986). Vysledky uvedené v piedkladaném vynalezu potvrdily doména B
v prasetim faktoru V1II neni nutna pro jeho aktivitu. Na zikladé sekvenénich dat zde pFedstave-
nych prase¢i faktor VIII majici odstranénou celou nebo &ist domény B se da syntetizovat expresi
cDNA kodujici praseéi faktor VIII, ktera ma deletované kodony pro &4st nebo celou doménu B.
Je také rozsahiejsi divergence v sekvenci odpovidajici peptidu ,,Al doména APC/$tépné misto
faktoru IXa* (zbytky 337-372) a lehkého fetézce aktivaéniho peptidu (tabulka VII). Stdpné misto
pro trombin v poloze 336 tvofici peptid 337-372 je zjevné ztraceno v mysi sekvenci, nebol je zde
glutamin misto argininu (Elder et al., 1993, viz vy3e). Relativné rychla divergence §tépného
peptidu pro trombin (u my3iho faktoru VIII naznaéeny aktivaéni peptid 337-372) byla zazname-
nana jiz diive u fibrinopeptidd (Creighton, T.E., Proteins: Structures and Molecular Properties,
W.H.Freeman, New York, s. 105-138, 1993). Nepfitomnost biologické funkce u téchto peptidi
Jakmile jsou nastépeny, byla popséna jako moZny divod rychlé divergence. Arg562 v lidském
fVIII byl navrzen jako dileZit&jsi $tépné misto pro aktivagni protein C v pribéhu inaktivace fVIII
a fVilla (Fay P.J. et al., J. Biol. Chem. 266: 20139-20145, 1991). Toto misto je zachovano
v lidské, praseci i mysi sekvenci faktoru VIII.

Na obrazcich 1A az 1H jsou tuéné oznadena potencidlni mista N-vazané glykosylace. Je zde
8 konzervativnich mist potencialni mista N-vazané glykosylace, a sice jedno v doméng A1, jedno
v doméné A2, tyfi v doméné B, jedno v doméné A3 a jedno v doméné C1. 19 cysteind domén A
a C je zachovano, zatimco v cysteinech domény B je znaéna divergence. Sest z téchto sedmi
disuifidickych vazeb faktoru VIH bylo zjisténo také na homolognich mistech faktoruV a
cerulopllasminu a obé disulfidické vazby domény C byly nalezeny u faktoru V (McMullen, B.A.
et al., protein Sci. 4: 740-746, 1995). Lidsky faktor VIII obsahuje sulfatované tyrosiny v polo-
hach 346, 718, 719, 723, 1664 a 1680 (Pittmann, D.D. et al., Biochemistry 31: 3315-3325, 1992,
Michnick, D.A. et al., J. Biol. Chem. 269: 20095-20102, 1994). Tyto aminokyselinové zbytky
jsou konzervativni v my8im a prasecim faktoru VIII (obr. 1), i kdyz program CLUSTALW
nepfiradil spravné mysi tyrosin odpovidajici Tyr346 v lidském fVIIL

Mysi a praseci plazma mizZe napravit nedostate¢nou koagulaci plazmy ¢lovéka s hemofilii A, coz
je v souladu s mirou konzervativnosti sekvenci A a C domén u téchto biologickych druh.
Prokoagulaéni aktivita praseciho faktoru VIII je vy3si nez u lidského faktoru VIII (Lollar et al.,
J. Biol. Chem. 267: 23652-23657, 1992). Rekombinantni prase¢i faktor VIII (s odstranénou
doménou B) exprimovany a purifikovany podle pfedkliddaného vynélezu projevuje také vyssi
specifickou koagulaCni aktivitu ve srovnani s lidskym fVIII a je srovnatelna s aktivitou faktoru
VIII izolovaného z prasedi plazmy. To miize byt zpisobenou snizenou spontanni disociaci A2
podjednotky z aktivniho heterotrimeru A1/A2/A3-C1-C2 faktoru VIII. Zda tyto rozdily v pro-
koagulacni aktivité odrdZeji evoluéni zmény funkce jako piiklad adaptace druhd (Perutz, M.F.,
Adv. Protein. Chem., 1996) neni dosud znamo. Nyni, kdyZ je aplna sekvence ¢cDNA praseéiho
faktoru VIII odpovidajici translatovanému produktu zndma, metoda homologni skenovaci muta-
geneze (Cunningham B.C. et al,, Science 243: 1330-1336, 1989) miize byt cestou jak identi-
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fikovat strukturni rozdily mezi lidskym a praseim faktorem V1IL, které jsou zodpovédné za vy3si
aktivitu prasetiho faktoru VIIL

Praseci faktor VIII je typicky mén& reaktivni s inhibi¢nimi protilatkami, které se tvofi u hemo-
filikd, kterym byla podéna transfiize faktoru VIII nebo které se tvofi jako autoprotitatky v obecné
populaci. To je zakladem pro uzivani koncentratu praseciho faktoru VI pfi légeni pacientl s
inhibi¢nimi protilatkami (Hay a Lozier, 1995, viz vy3e). Vétdina inhibi¢nich protilatek je
namifena proti epitopiim lokalizovanym v doméné A2 nebo C2 (Fulcher C.A. et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82: 7728-7732, 1985, Scandella, D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 6152~
6156, 1988, Scandella, D. et al., Blood 74: 1618-1626, 1989). Navic byi identifikovan epitop
nezndmého vyznamu, ktery se naléza v doméné A3 nebo C1 (Scandella et al., 1989 viz vy3e,
Scandella, D., Blood 82: 1767-1775, 1993, Nakai, H. et al., Blood 84: 224a, 1994), Epitop A2
byl mapovanim lokalizovan do useku 484-508 homologni skenovaci mutagenezi (Healey et al.,
1995, viz vy3e). V tomto segmentu obsahujicim 25 aminokyselinovych zbytki je relativné maly
podil identickych sekvenci (16/25 neboli 64 %). Je zajimavé, Ze tento {sek, ktery se zda byt
funkéng dileZity na zakladé toho, Ze protildtky proti nému jsou inhibicni, byl zjevné vystaven
rychlejiimu genetickému posunu. Srovndni prasedich domén A2 a A3 ukazuje, Ze epitop A2
nesdili adnou detekovatelnou homologii s doménou A3.

Inhibitorovy epitop C2 lidského fVIII byl lokalizovan mezi zbytky 2248 az 2312 dele¢nim mapo-
vanim (Scandella, D., Blood 86: 18111819, 1995). Lidsky a praseti faktor VIII jsou z 83 %
identické v tomto segmentu obsahujicim 635 aminokyselinovych zbytkd. Aviak homologni skeno-
vaci mutageneze tohoto useku vedla k charakterizaci C2 epitopu, jehoZ hlavni antigenni determi-
nanta byla neodekdvané lokalizovana do tseku odpovidajictho aminokyselindm 21 81-2243
lidské sekvence (sekvence id. &. 2 a obr. 1H).

Byly pfipraveny proteiny hybridniho lidského/praseéiho faktoru VIII, kde riizné asti domeny C2
byly nahrazeny odpovidajici &asti praseciho faktoru VIII uZitim strategie popsané v predklada-
ném vynélezu (viz ptiklad 8). Syntéza riznych C2-hybridnich faktord VIII byla provedena tak,
7e byla zkonstruovana hybridni kédujici DNA, a sice uZitim nukleotidové sekvence kodujici
praseii Gsek C2 uvedené zde jako sekvence id.&. 37. KaZdy hybrid by! exprimovan v trans-
fekovanych buitkdch, takZe hybridni faktor VIII mohl byt ¢astené purifikovan z ristového
média. Aktivita, v nepFitomnosti jakéhokoliv inhibitoru, byla méfena jednostupiiovym koagulag-
nim testem.

Panel p&i lidskych inhibitord byl uzit k testovani kazdého hybridniho faktoru VIlI. Bylo jiz diive
prokazano, 7e plazma obsahujici protilitku anti—faktor VIII je namifena proti lidské C2 doméné,
nebot’ rekombinantni C2 doména neutralizuje inhibici. Ve viech testovanych plazméch titr inhi-
bitoru byl neutralizovén z vice jak 79 % doménou C2 nebo lehkym Fetézcem ale méné nez
z 10 % rekombinantni lidskou doménou A2. Kromé toho C2-hybridni faktory VIII byly testo-
vany proti my$i monoklonalni protilatce, kterd se vaZe na doménu C2, a podobné jako lidske C2
inhibujici protilatky, inhibuje vazbu faktoru VIIL k fosfolipidim a k von Willebrandovu faktoru.

Srovnanim titrd inhibiénich protilatek proti C2-hybridnim faktordm VIII bylo ukazéno, Ze hlavni
determinanta lidského C2 inhibitorového epitopu lezi v iseku definovaném aminokyselinovym
zbytky 2181-2243 (sekvence id. &. 2, viz také obr. 1H). Protilétky anti-C2 namifené proti dseku
COOH konce ke zbytku 2253 nebyl identifikovany u étyfech z péti sér pacienti. Pfi srovnani
hybridy obsahujici prasedi sekvenci odpovidajici lidské sekvence aminokyselinovych zbytkd
2181-2199 a 2207-2243 se ukazalo, Ze oba tyto Useky pispivaji k vazbé protilatky. Praseci
aminokyselinova sekvence odpovidajici lidské sekvenci zbytk 2181-2243 je oéislovana 1982—
2044 v sekvenci id. & 37. Sekvence prase¢i DNA kodujici praseti aminokyseliny 1982-2004
predstavuje nukleotidy 59446132 v sekvenci id. &. 35.

S odkazem na obr. 1H, je vidét, Z¢ v Giseku 2181-2243 je rozdil v 16 aminokyselinach mezi
lidskou a prasedi sekvenci. Rozdily byly nalezeny v aminokyselinach 2181, 2182, 2188,
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2195-2197, 2199, 2207, 2216, 2222, 22242227, 2234, 2238 a 2243, Lze provést nahradu jedné
nebo nékolika aminokyselin v téchto polohach a tim pfipravit modifikovany faktor VIII, ktery je
nereaktivni s inhibi¢nimi protilitkami proti lidské C2. Alaninova skenovaci mutageneze posky-
tuje vhodnou metodu pro vytvafeni alaninovych substituci neutrélnich zbytki, jak bylo jiz dfive
popsano. K nahrazovani Ize uZit i jiné aminokyseliny nez alanin, jak se popisuje v pfedkladaném
vynalezu. Nahrada jednotlivych aminokyselin alaninem, a to zejména téch aminokyselin, které
nejsou shodné v lidské a praseéi sekvenci nebo lidské a mysi sekvenci nebo které s velkou
pravdépodobnosti prispivaji k vazbé protilatky, miize poskytnout modifikovany faktor VIII se
snizenou reaktivitou s inhibi¢nimi protilatkami.

Kromé toho strategie vloZeni aminokyselin s niz3im imunogennim potencialem do definovaného
tseku aminokyselinovych zbytkil 2181-2243 miZe poskytnout modifikovany faktor VIII, ktery
mé sniZenou imunogenicitu. Faktor VIII se sniZenou imunogenicitou je vhodny jako ndhrazka
faktoru VIII pri lé&eni hemofilie u pacientd, ktera je vyhodnéjsi nez faktor VIII s pfirozenou
sekvenci. U pacientd 1éenych faktorem VIII se sniZzenou imunogenicitou se s mensi pravdé-
podobnosti vyvinou inhibiéni protilitky a tudiZz s mensi pravdépodobnosti budou trpét snizenou
ucinnosti lé¢eni po celou dobu Zivota.

Prehled obrazkd na vykresech

Obrazky 1A a2 |H spoledné ukazuji srovnani pfifazenych aminokyselinovych sekvenci lidského,
prasediho a myéiho faktoru VIIL Obr. 1A srovnava usek signilniho peptidu (lidsky sekvence id.
&. 40, praseéi sekvence id. & 37, aminokyseliny 1-19, my3i sekvence id. . 6, aminokyseliny
1-19). Aminokyselinové sekvence na obrazcich 1A aZ IH jsou &islovany tak, Ze prvni alanin
zralého proteinu ma &islo | a aminokyseliny signalniho peptidu jsou tedy islovany zipornymi
&isly. Sekvence lidského faktoru VIII id. &. 2 také zaind prvnim alaninem zralého proteinu
jakoZto aminokyselinou &isto 1. V aminokyselinové sekvenci mysiho faktoru VIII (sekvence id.
&. 6) a prasetiho faktoru VIII (sekvence id. ¢. 37) prvni aminokyselina zralé sekvence (alanin) je
aminokyselina odislovana 20. Obr. 1A az 1H ukazuji pFifazeni odpovidajicich sekvenci lidského,
mysiho a praseéiho faktoru VIII, takZe sekvence s nejvétsi identitou aminokyselin jsou piifazeny
k sobé&. Cislovani aminokyselin na obr. 1A az 1H se vztahuje pouze k lidské sekvenci faktoru
VI, Obr. 1B ukazuje aminokyselinové sekvence lidské domény Al (sekvence id. ¢. 2, amino-
kyseliny 1-372), prasedi (sekvence id. &. 37, aminokyseliny 20-391) a mysi domény Al
(sekvence id. ¢. 6, aminokyseliny 20-391). Obr. 1C ukazuje aminokyselinové sekvence lidské
domény A2 faktoru VHI ¢lovéka (sekvence id. &. 2, aminokyseliny 373-758), prasete (sekvence
id. &. 37, aminokyseliny 392-759) a my3i (sekvence id. €. 6, aminokyseliny 392-759). Obr. 1D
ukazuje aminokyselinovou sekvenci lidské domény B faktoru VIII ¢lovéka (sekvence id. €. 2,
aminokyseliny 741-1648), prasete (sekvence id. & 37, aminokyseliny 760-1449) a mySi
(sekvence id. &. 6, aminokyseliny 760-1640). Obr. 1E porovnava aminokyselinové sekvence
lehkého fetézce aktivaéniho peptidu faktoru VI ¢lovéka, prasete a mysi (sekvence id. €. 2,
aminokyseliny 1649-1689, sekvence id. &. 37, aminokyseliny 1450-1490, sekvence id. ¢. 6,
aminokyseliny 1641-1678, v uvedeném potadi). Obr. 1F poskytuje srovnani aminokyselinove
sekvence domény A3 faktoru VIII &lovéka, prasete a mysi (sekvence id. &. 2, aminokyseliny
1690-2019, sekvence id. & 37, aminokyseliny 1491-1820, sekvence id. & 6, aminokyseliny
1679-2006, v uvedeném poradi). Obr. 1G poskytuje aminokyselinové sekvence domén C! fakto-
ru VIII ¢lovéka, prasete a mysi (sekvence id. &. 2, aminokyseliny 2020-2172, sekvence id. &. 37,
aminokyseliny 1821-1973, sekvence id. &. 6, aminokyseliny 2007-2159, v uvedeném pofadi).
A nakonec obr. 1H uvadi sckvenéni data domén C2 faktoru VIl clovéka, prasete a mysi
(sekvence id. ¢. 2, aminokyseliny 2173-2332, sekvence id. ¢. 37, aminokyseliny 1974-2133,
sekvence id. ¢, 6, aminokyseliny 2160-2319, v uvedeném potadi).

Kosoétverci jsou vyznadena mista sulfatace tyrosinu, tuéné pismo oznatuje potencialni glyko-
sylatni mista, navrhovana vazebni mista pro faktor [Xa, fosfolipid a protein C jsou dvojité
podtrzena a iiseky G¢astnici se vazby inhibiénich protilitek anti-A2 a anti-C2 jsou zvyraznény
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kurzivou. Hvézditky oznaduji konzervativni aminokyselinové sekvence. Viz také sekvence id.
&. 36 (cDNA prasegiho faktoru VIII) a sekvence id. &. 37 (dedukovana aminokyselinova sekvence
prase¢iho faktoru VIII), bylo pouZito stejného Cislovani lidské sekvence faktoru VIII jake
v referenéni praci (Wood et al., 1984, viz vy3e). Domény Al, A2 a B jsou definovany pomoci
itépnych mist pro trombin v polohach 372, 740 a mista pro nezndmou protedzu v poloze 1648
jako segmenty zbytkd 1-372, 373-740 a 741-1648 (Eatona, D.L. et al,, Biochemistry 25:
8343-8347, 1986). Domény A3, C1 a C2 jsou definovany jako segmenty zbytkd 1690-2019,
2020-2172 a 2173-2332, v uvedeném pofadi (vehar et al., 1984, viz vyse). Stépnd mist pro
trombin (faktor Ila), faktor IXa, faktor X a APC (Fay et al., 1991, viz vy3e, Eaton, D. et al,,
Biochemistry 25: 505-512, 1986, Lamphear, B.J. et al., Blood , 80: 3120-3128, 1992) jsou
znazornéna tak, Ze nazev enzymu je uveden nad pfisiuinym reaktivnim argininem. Kysely peptid
je odétépen od lehkého fetézce faktoru VII trombinem nebo faktorem Xa v pozici 1689,
Piedpokladana vazebna mista faktoru 1Xa (Fay et al., J. Biol. Chem. 269: 20522-20527, 1994,
Lenting, P.J. et al., J. Biol. Chem. 269: 7150-7155, 1994), fosfolipid (Foster, P.A. et al., Blood
75: 1999-2004, 1990) a protein C (Walker, F.J. et al., J. Biol. Chem. 265: 14341489, 1990) jsou
dvojité podtrzena. Useky Glastnici se vazby inhibicnich protilatek anti-A2 (Lubin et al., 1994.,
viz vyse, Healey et al., 1995, viz vyde) a diive predpoklidanych anti-C2 jsou uvedena kurzivou.
Inhibitorovy epitop C2 identifikovany podle ptedkladangho vynalezu (aminokyseliny 21812243
v lidské sekvenci) je znazorn&n jednoduchym podtrZenim na obr. 1H. Tyrosinova sulfatalni mista
(Pittman et al., 1992, viz vy3e, Michnick et al., 1994, viz vyse) jsou znizomnéna symboly .
Rozpoznavaci mista pro potencidlni N-navazané glykosylace (NXS/T, kde X neni prolin) jsou
zvyraznéna tucné.

Nukleotidova sekvence kédujici protein faktoru VIII postradajici doménu B je zde uvedena jako
sekvence id. &. 38 a odpovidajici predikovand aminokyselinova sekvence jako sekvence id. ¢. 39.

Seznam sekvenci

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM I:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 9009 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: neni relevantni

(i) TYP MOLEKULY: ¢cDNA na mRNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vi) PUVODN{ ZDROVJ:
(A) ORGANISMUS: Homo sapiens
(F) TYP TKANE: Jatra
(ix) ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: nizné znaky
(B) POZICE: 5125..7053
(D) DALSI INFORMACE: /produkt= ,struktura domény*
/poznamka= ,,odpovidajici doméné A3-CI1-C2*

(ix) ZNAKY:
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(A) IMENO/OZNACENI: riizné znaky

(B) POZICE: 1..2277

(D) DALS| INFORMACE: /produkt= ,struktura domény*
fpoznamka= ,,odpovidajici domeéneé A1-A2*

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: riizné znaky

(B) POZICE: 1..2277

(D) DALSI INFORMACE: /produkt= ,.doména“
/poznamka= ,cDNA kodujici lidsky faktor VIII®

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM I:
CAGTGGGTAA GTTCCTTAAA TGCTCTGCAA AGAAATTGGG ACTTTTCATT AAATCAGARA
TTTTACTTTT TTCCCCTCCT GGGAGCTAAA GATATTTTAG AGAAGAATTA ACCTTTTGCT
TCTCCAGTTG AACATTTGTA GCAATAAGTC ATGCAAATAG AGCTCTICCAC CTGCTTCTIT
CTGTGCCTTT TGCGATTCTG CTTTAGTGCC ACCAGAAGAT ACTACCTGGG TGCAGTGGRA
CTGTCATGGG ACTATATGCA AAGTGATCTC GGTGAGCTGC CTGTGGACGC AAGATTTCCT
CCTAGAGTGC CARAATCTTT TCCATTCAAC ACCTCAGTCG TGTACAAAAA GACTCTGTTT

GTAGARTTCA CGGTTCACCT TTTCAACATC GCTARAGCCAA GGCCACCCTG GATGGGTCTG
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120
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240

300

360

420




CTAGGTCCTA
GCTTCCCATS
GCTGAATATG
GGAAGCCATA
CTGTGCCTTA
CTCATTGGAG
TTGCACAAAT
ACAAAGAACT
CACACAGTCA
TCAGTCTATT
GAAGGTCACA
ACTTTCCTTA
ATCTCTTCCT
GARCCCCAAC
GATTCTGAAA
CGCTCAGTTG
GACTGGGACT
TTGAACAATG
ACAGATGARA
TTACTTTATG
CCATATAACA
CCAARAGGTG
AAATGGACAG
TATTACTCTA
CTCATCTGCT
ARTGTCATCC
CAACGCTTTC
AACATCATGC

CATGAGGTGG

CCATCCAGGC

CTGYCAGTCT

ATGATCAGAC

CATATSTCTG

CCTACTCATA

CCCTACTAGT

TTATACTACT

CCTTGATGCA

ATGGTTATGT

GGCATGTGAT

CATTTCTTGT

CTGCTCAAAC

ACCRACATGA

TACGAATGAA

TGGATSETGGET

CCAAGAAGCA

ATGCTCCCTT

GCCCTCAGCG

CCTTTAAGAC

GGGAAGTTGG

TCTACCCTCA

TAAANCATTT

TGACTGTAGA

GTTICGTTARA

ACARMAGAATC

TGTTTTCTGT

TCCCCRATCC

ACAGCATCAA

CATACTGGTA
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TGAGGTTTAT

TCATGCTGTT

CAGTCAAAGG

GCAGGTCCTG

TCTTTCTCAT

ATGTAGAGAA

TTTTGCTGTA

GGATAGGGAT

AAACAGGTCT

TEGAATGGGC

GAGGAATCAT

ACTCTTGATG

TGGCATGGAA

AAATAATGAN

CAGGTTTGAT

TCCTRAMACT

AGTCCTCGCC

GATTGGTAGG

TCGTGAAGCT

AGACACACTG

CGGAATCACT

GAAGGATTTT

AGATGGGCCA

TATGGAGAGA

TGTAGATCAA

ATTTGATGAG

AGCTGGAGTSG

TGGCTATGTT

CATTCTARGC

GATACAGTGG

GGTGTATCCT

GAGAANGAAG

AARGAGAATG

GTGGACCTGG

GGRAGTCTGG

TTTGATGAAG

GCTGCATCTG

CTGCCAGETC

ACCACTCCTIG

CGCCAGGCGT

GACCTTGGAC

GCTTATGTCA

GAAGCGGAAG

GATGACAACT

TGGGTACATT

CCCGATGACA

AAGTACARAR

ATTCAGCATG

TTGATTATAT

GATGTCCGTC

CCAATTCTGC

ACTAAATCAG

GATCTAGCTT

AGAGGMAARCC

AACCGAAGCT

CAGCTTGAGG

TTTGATAGTT

ATTGGAGCAC

[

TCATTACACT

ACTGGAAAGC

ATGATARAGT

GTCCAATGGC

TAAAASACTT

CCAAGGAARA

GGAARAGTTG

CTCGGELCTG

TGATTGGATG

ARGTGCACTC

CCTTGGARAT

AGTTTCTACT

AAGTAGACAG

ACTATGATGA

CTCCTTCCTT

ACATTGCTGC

GAAGTTATAA

ARGTCCGATT

AATCAGGAAT

TTAAGAATCA

CTTTGTATTC

CAGGAGAAAT

ATCCTCGETS

CAGGACTCAT

AGATAATGTC

GGTACCTCAC

ATCCAGAGTT

TGCAGTTGTC

AGACTGACTT

TAAGARCATG

TTCTGAGGGA

CTTCCCTGGT

CTCTGACCCA

GAATTCAGGC

GACACAGRCC

GCACTCAGAA

GCCTARAATG

CCACAGGAAA

AATATTCCTC

CTCGCCAATA

GTTTTGTCAT

CTGTCCAGAG

TGATCTTALT

TATCCAARTT

TGRAGAGGAG

AAGTCAATAT

TATGGCATAC

CITGGGACCT

AGCRAGCAGA

AAGGAGATTA

ATTCAAATAT

CCTGALCCEC

TGGCLCCTCTC

AGACAAGAGG

RAGAGAATATA

CCAAGCCTCC

AGTTTGTITTG

CCTTTCTGTC

7290

784

840

200

9460

1020

1080

1140

1380

1440

1500

1350

1€20

1800

1880

1820

1880

2040

2100

2160



TTCTTCTCTG

CCATTCTCAG

TGCCACAACT

GACRAGAACA

AGTAARAACA

AGGCAAAAGC

TGGTTTGCAC

ATGCTCTTGC

AARTATGAGA

TCTGAAATGA

GAGTCAGGCC

AAGAMACTTG

GACAATTTGG

CATTATGATA

TCTGGTGGAL

TTAATGAATA

TTATTTAAAG

AAAGTTAGCA

AAGACTCACA

ATATTAGAAA

ATGGACAAARA

AAALACATGG

CCAGATATGT

ACZTCATGGARA

TTAGGACCAG

GTAGGRAAGG

AGAAACCTAT

ARARAAATTC

CCTCAGATAC

GATATACCTT

CAGARACTGT

CAGACTTTCG

CTGGTGATTA

ATGCCATIGA

AATTTAATGC

ACAGAACACC

GACAGAGTCC

CTTTTTCTGA

CACACTTCAG

TCCRATTAAG

ATTTCARAGY

CAGCAGGTAC

GTCAATTAGA

CTCTGAGCTT

GCCAMGAANG

GGARAAAGAGC

TCTCTTTGTT

TTGATGGCCC

GTGACACTGA

ATGCTACAGC

ARATGGTCCA

CGTTCTTTAA

AGAACTCTCT

AAPRATCTGT

GTGAATTTAC

TTCTTACTAA

AGGARGAAAT

ATACAGTGAC
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CAAACACAAA

CTTCATGTCS

GAACAGAGGT

TTACGAGGAC

ACCAAGAAGC

CACCACAATT

TATGCCTAAA

TACTCCACAT

TGATCCATCA

GCCACAGCTC

ATTAARTGAG

TTCTAGTACA

TGATAATACA

TACCACTCTA

GAGTGAAGAA

TTCATGGGGA

TCATGGACCT

BAAGACAAAC

ATCATTATTA

GTTTAAAAAA

TTTGAGGCTA

ACAGAARARA

GATGCTATTC

GRACTCTGGG

GGAAGGTCAG

ARAGGRCGTA

CTTGGATAAT

AGAAAAGAAG

TGGCACTAAG

ATGGTCTATG
ATGGAAMACT
ATGACCGCCT
AGTTATGAAG
TTCTCCCAGR,
CCAGARAATG
ATACARAATG
GGGCTATCCT
CCTGGAGCAA
CATCACAGTG
ARRCTGGGGA
TCAAATAATC
AGTTCCTTAG
TTTGGCARAA
AATRATGATT
AAARATGTAT
GCTTTGTTGA
AAAACTTCCA
ATTGAGRATA
GTSACACCTT
AATCATATET
GAGGGCCCCA,
TTGCCAGRAT
CARGGCCCCA
AATTTCTTGT
GGACTCAAAG
TTACATGARA
GAAACATTAA

AATTTCATGA

AAGACACACT
CAGGTCTATG
TACTGZAAGGT
ATATTTCAGC
ATTCAAGACA
ACATAGAGAA
TCTCCTCTAG
TATCTGATCT
TAGACAGTAA
GGGACATGGT
CAACTGCAGC
TGATTTCAAC
GACCCCCRAG
AGTCATCTICC
CAAAGTTGETT
CGTCAACAGA
CTRAAGATAR
ATAATTCAGC
GTCCATCAGT
TGATTCATGA
CAARTAARAC
TTCCACCAGA
CAGCAAGGTG
GTCCAAAGCA
CTGAGARAAR
AGATGGTTTT
ATRATACACA
TCCAAGAGAA

AGAACCTTTT

CACCCTATTC

GATTCTGGGG

TTCTAGTTET

ATACTTGCTG

CCCTAGCACT

GACTGACCCT

TGATTTGTTG

CCAAGAAGCC

TAACAGCCTG

ATTTACCCCT

AACAGAGTTG

AATTCCATCA

TATGCCAGTT

CCTTACTGAG

AGAATCAGGT

GAGTGGTAGG

TGCCTTATTIC

AACTRATAGA

CTGGCAAART

CAGAATGCTT

TACTTCATCA

TGCACAAAAT

GATACAAAGS

ATTAGTATCC

CAARGTGGTA

TCCAAGCAGC

CAATCAAGAR

TGTAGTTITTG

CTTACTGAGC
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ACTAGGCAAA

AGGTCATTAA

GGGGAGGAAG

GCATGCACCA

AAGAGAGCTT

ATTGTGGATG

CTCACACAGA

GATTGCCTTA

AAGGTATCAT

AACTCTTCIC

AGTCATTTCT

ATGACTGGIG

TACAAGAAAG

GTTGAATTGC

AATGGGTCTC

GCGATTAAGT

GAAAGCTICTG

GGTACTCAGA

TTTAAGAAAR

GCAATAAATG

ACTGAAAGGC

CGTACTACTC

ATGAAGARGG

CAAARGAARA

AGTAGCTCCC

APAGTTGTTIT

CTAAATGARAC

ATGGTAACTT

TATGAGGAAG

ATGTAGRAGG

ATGATTCAAC

ARPACTTGGA

CAAGGATATC

TGAAACAATT

ACACCTCAAC

TAGACTACAA

CGAGGAGTCA

CATTTCCAIC

ATCTTCCAGC

TACAAGGAGC

ATCAAAGAGA

TTGAGARACAC

TTCCARAAGT

CTGGCCATCT

GGAATGAAGC

CAARGACTCC

TACCAAAAGA

AGGATACCAT

AGGGACAAMA

TGTGCTCTCA

TTCAGTCAGA

ARGATTTTGA

CACGACACTA

CACATGTTCT

TCCAGGARTT

ATTTGGGACT

TCAGAAATCA

ATCAGAGGCA
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TTCATATGAG

ARRTAGAACA

AGGCTTGGGA

TCCTAATACA

CAGACTCCCA

CCAGTGGTCC

TGAGRAGGAG

TAGCATCCCT

TATTAGACCT

AGCATCTTAT

CAAAAAAART

GGTTGGCTCE

TGTTCTCCCG

TCACATTTAT

GGATCTCGTG

AARCAGACCT

CTCCAAGCTA

AGAGTGGAAA

TTTGICCCTG

TAAGCCCGAA

AAACCCACCA

TCAAGAGGAR

CATTTATGAT

TTTTATTGCT

AAGARACAGG

TACTGATGGC

CCTGGGGCCA

GGCCTCTCGT

AGGAGCAGRA

GGGGCATATG

AAGAAMCACA

AATCAARCCA

AGCCAGCAGA

CTAGAAGARA

AAAAACATGA

AARGGGGCCA

CAAGCARAATA

ATATATCTGA

AGADAGARAAG

AACCTTTCIT

CTGGGGACRA

AAACCAGACT

CAGAAGGACC

GAAGGGAGCC

GGAAAAGTTC

TTGGATCCTC

TCCCRAGAGA

MRCGCTTGTG

ATAGRAGTCA

GTCTTGARAC

ATTGACTATG

GRGGATGARA

GCAGTGGAGA

GCTCAGAGTG

TCCTTTACTC

TATATAAGAG

CCCTATTCCT

CCTAGAAARRA

L

CTCCAGTACT

CAGCTCATTT

AGCAAATTGT

ATTTTGTCAC

CAGAACTTGA

AACATTTGAC

TTACTCAGTC

GATCTCCATT

CCAGGGTCCT

ATTCTGGGGT

TAGCCATTCT

GTGCCACAAA

TGCCCAARAAC

TATTCCCTAC

TTCTTCAGGG

CCTTTCTGAG

TTGCTTGGEGA

AGTCACCAGA

AAAGCAATCA

CCTGGGCARA

GCCATCAACG

ATGATACCAT

ATCAGAGCCC

GGCTCTGGEGA

GCAGTGTCCC

AGCCCTTATA

CAGAAGTTGA

TCTATTCTAG

ACTTTGTCAM

TCAAGATTTT
CTCAARARAA
AGAGARATAT
GCAACGTAGT
AARRAGGATA
CCCGAGCACC
TCCCTTATCA
ACCCATTGCA
ATTCCAAGAC
CCAAGAAAGC
RACCTTGGAG
TTCAGTCACA
ATCTGGCAAR
GGRAACTAGC
RACAGAGGGA
AGTAGCAACA
TAACCACTAT
APAPACAGCT
TGCAATAGCA
GCAAGGTAGG
GGAAATAACT
ATCAGTTGAA
CCGCAGCTTT
TTATGGGATG
TCAGTTCAAG
CCGTGGAGAR
AGATAATATC
CCTTATTTCT

GCCTAATGAA

3960

4020

4080

1140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4360

4929
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5100
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5229




ACCARAACTT

TGCAAAGCCT

ATTCGACCCC

ACAGTACAGG

ACTGAAAATA

TTTAMAGRGA

TTAGTAATGG

AACATCCATT

AAAATGGCAC

AARGUTGGAA

ACACTTTTTC

ATTAGAGATT

AGACTTCATT

AAGGTGGATC

AAGTTCTCCA

TEGCAGACTT

TCATCTGGGA

CACCCAACTC

AATAGTTGCA

GCTTCATCCT

CTCCAAGGGA

GTGGACTTCC

CTTACCAGCA

ACTCTCTTTT

CCTGTGGTGA

GTTGGGTGE

TACTGAGGGT

GGCAGTGTCC

TGAALGCCTCC

ACTTTTGGAA

GGGCTTATTT

TTCTGGTCTG

AATTTGCTCT

TGGAAAGAAA

ATTATCGCTT

CTCAGGATCA

CTATTCATTT

TGTACAATCT

TTTGGCGGET

TGGTGTACAG

TTCAGATTAC

ATTCCGGATC

TETTGGCACC

GCCTCTACAT

ATCGAGGAAR

TAAAACACAA

ATTATAGCAT

GCATGCCATT

ACTTTACCAR

GGAGTAATGC

AGAAGACAAT

TGTATGTGAA

TTCAGAATGG

ACTCTCTAGA

ACCAGATTGC

GGCCACTGCA

CTCCCTGGCT

TGRATTAACT

cZ

AGTGCAACAT

CTCTCATGTT

CCACACTAAC

GTTTTTCACC

CTGCAGGGCT

CCATGCAATC

ARGGATTCGA

CAGTGGACAT

CTATCCAGGET

GGAATGCCTT

CAATAAGTGT

AGCTTCAGGA

AATCAATGCC

AATGATTATT

CTCTCAGTTT

TTCCACTGGA

TATTTTTAAC

TCGCAGCACT

GGGAATGGAG

TATGTTTGCC

CTGGAGACCT

GAAAGTCACA

GGAGTTCCTC

CARAGTAAAG

CCCACCGTTA

CCTGAGGATG

GCACCTGCCA

TGCCTTCTAC

ATCATCAGTIC
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CATATGGCAC
GACCTGGAAA
ACACTGAACC
ATCTTTGATG
CCCTGCAATA
AATGGCTACA
TGGTATCTGC
GTGTTCACTG
GTTTTTGAGA
ATTGGCGAGC
CAGACTCCCC
CAATATGGAC
TGGAGCACCA
CACGGCATCA
ATCATCATGT
ACCTTAATGG
CCTCCAATTA
CTTCGCATGG
AGTAAAGCAN
ACCTGGTCTC
CAGGTGAATA
GGAGTAACTA
ATCTCCAGCA
GITTTTCAGG
CTGACTCGCT
GAGGTTCTGE
CTGCCGTCAC
CTTTGTGCTA

CTGCATTTCT

CCACTAAAGA
AAGATGTGCA
CTGCTCATGG
AGACCAAAAG
TCCACGATGGA
TAATGGATAC
TCAGCATGGG
TACGRAAARAA
CAGTGGAAAT
ATCTACATGC
TGGGAATGGC
AGTGGGCCCT
AGGAGCCCTT
AGACCCAGGG
ATAGTCTTGA
TCTTCTTTGEG
TTGCTCGATA
AGTTGATGGG
TATCAGATGC
CTTCAAMAGC
ATCCAAMNAGA
CTCAGGGAGT
GTCAAGATGG
GAAATCAAGH
ACCTTCGAAT
GCTGCGAGGC
CTCTCCCTCC
BATCCTAGCA

TTGGTGGEGGG

TGAGTTTGACZ

CTCAGGICTG

GAGACAAGTG

CTGGTACTTC

AGATCCCACT

AZTACCTGGC

CAGCAATGARA

AGAGGAGTAT

GTTACCATCC

TGGEATGAGE

TTCTGGACAC

AAAGCTGGCC

TTCTTGGATC

TGCCCGTCAG

TGGEAAGAAG

CAATGTGGAT

CATCCGTTTG

CTGTGATTTA

ACAGATTACT

TCGACTTCAC

GTGGCTGCAA

AAAATCTCTG

CCATCAGTGG

CTCCTTCACA

TCACCCCCAG

ACAGGACCTC

TCAGCTCCAG

GACACTGCCT

GCCAGGAGGG
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3820

5880

5940
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6180

65240
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6500

6660

6720

6780

6840
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7140

7290

7280
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TGCATCCAAT

CTTCCRATAT

GAAARGTTAG

CTTTGRAARMA

AACTCTCAGT

CARTACAATC

CARTAACTAC

TTAGTCATTA

TAGATGGCEGET

CARATGTGCA

CAATAAAAAA

CTTCTTGARA

CATACAITTA

TACAAACTTT

CPTGAAAATAR

GTCCTACTTA

GAARAAACAC

CCCCATAAGA

CTACACAGAR

TGGAGGAAGC

AAAGAARAAT

GAGTATTTTC

CTGTCACAGT

AAGTTCTTARA

CGGTAGAGGA

AATCTTATTT

TGGAACTAGC

ACACATACA

TTAACTTAAC
ARCTAGGCAA
GCCTCTCAGA
GATATTTATG
TGTTTATTAT
TTGGAGTCAA
TACAGTARAG
TGAGGGGCAL
TCAAGAATCC
TTTTTCTGAC
ATAAGTCAGG
TTTGTGATGG
ATATTTCTGT
GTAATTCTAA
CACRACAAAA
CATAGTTGAA
TCCAGTCTGC
TTGTGAAGGG
CTCTCCTGAT
ATCCARAGAC
GGATCCCAAT
TAATAATCCT
ATAGTCACAA
AGTTTAGAGE
GTTAACCCCA
TGGCATTCTT

TCTTTTATIT

CZ

TCTTACCTAT
ARAGAAGTGA
GTCACCACTT
ATGTTAACAT
CCTGATCAAG
AAGGCAAATC
TCTGITTICTG
ATTCTTATCT
CTAAGTCCCC
GAGTGTCCAT
AGGATGCAAT
CCAAGAAAGA
GGAAATATGA
TAATGCACTC
ATGTAACAGG
ATATCAAGGA.
CATATCACCA
TTTACTGCTC
AGTAARGGGG
TGCAACCCAG
CTGAGAARAG
GCTTGACCCT
TCCACARATG
CTAACTTACA
AAGGTGATAT
TTCCCATTGA

TCCTGCTGGET
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TTTCTGCAGC
GGAGAAACCT
CCTCTGTTGT
TTCAGGTTAA
CATGGAACAR
ATTTGGACAA
CTTCCTTACA
CCAAAACTAG
TGAAATTATA
AGATATRAAG
TGTTGAAAGC
AAATGATGAT
GGAAAATCCA
AGTTTACTCT
GGAAATTATA
GGTCAGAAGA
CACRATAGGA
CTTCCATCTG
GCTGGAGGCA
GGCARATGGA
GCAAAAGAAT
TATCTGACCT
ATGCAGGTGC
GAAATGAATA
GGTTTTATIT
CTATATACAT

TTCTTCAGTA

e

TGCTCCCAGA

GCATGAAAGC

AGARARAACTA

GCCTCATACG

AGCATGTTTIC

TCTGCAAAAT

CATAGATATA

CATTCITREAA

TAAGGCAITC

CCATTGGTCT

TTTGAAATAA

GACATTAGGC

TGGTTATCTG

CTCCCTCTAC

TACCGTGACT

AAATTGGACT

TCCCCCTTCT

CCTGCACCCC

AGGATAAGTT

AAACAGGAGA

GGCTACTTTT

CTTTGGAAAC

ABDATGGTTTA

AGTTGTTTTG

CCTGTTATGT

CTCTATTTCT

ATGAGTTAAA

TTACTCCTTC

ATTCTTCCCT

TGTGATGAAA

TTTAAAATAA

AGGATCAGAT

GGAGAGAATA

ATTATGTTAT

CTGAGAATTA

TGTATAAATG

TAATTCTGAC

AATAACATGT

TTCTAAAGGA

RGATAGGAGA

TAATTTCCTG

GARAACTAGA

GGTGAARACA

TGCCCTCCAC

TTCACTATGA

ATAGAGCAGT

TCCTARTATG

TTCTATGCTG

TATAACATAG

TAGCCCTGTG

TTTTATAGCC

TTARCTTGAT

CAAATGTTCA

TAAARCATTG

7440

7500

7620

7680

7740

7804

7850

7920

7980

8040

8100

2160

8220

8280

8340

8400

8460

g520

8580

3640

3700

8760

8829

gego

8940

5000

9009
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEXVENCE :
(A) DELKA: 2332 aminokyselin
(B) TYP:; aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: neni relevantni

(i) TYP MOLEKULY: protein

(iii) HYPOTETICKA: ano

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(v) TYPFRAGMENTU: N-koncovy

(vi) PUVODNI ZDROVJ:
(A) ORGAN!SMUS: Homo sapiens
(F) TYP TKANE: Jatra

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

1

Met

Sar

Glu

Phe

Gly

145

His

Gln

Val

Leu

30

Pro

ASD

Leu

Tyr

Br
120

[#]

Pro

Val

Jer

Pro

33

Phe

Pro

Thr

His

Asp

113

Gly

Met

Asp

Asp

20

Lys

Val

Trp

Val

Rla

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Leu

Ser

Glu

Met

Val

85

Val

Gln

Ser

Ser

Val
165

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Glu

Pro

Thr

35

Leu

Thr

Val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Lau

Fhe

40

Val

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Pro

25

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

Val

Cys

Asn

10

Yal

Thr

Leu

Pro

Asn

90

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser
170

Asp

Ser

Phe

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Ala

val

Asn

60

Tle

Ala

Ala

Glu

Val
140

Tyr 5

Leu

Val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ile

Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser Trp Asp
5

Phe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala
175

Tyr

Pro

Lys

Pro

Val

80

Val

Ala

Val

Asn




Leu

His

His

Ala

225

Val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gin

Asp

Leu

Phe
465

Val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

230

Phe

Lys

Glu

Gln

370

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Cys

Phe
195

Glu

Thr
275

Ile

Leu

|
Lo
a1

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Glu

Leu

Lys

Bro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Fhe

Lys

325

Glu

Val

Ser

Glu

Arg

4035

Arg

Lys

Leu

Ala

Gly
Leu
Asn
Lys
230
Ile
Thr
Val
Leu
Cys
310
Vval
Glu
Val
Val
Glu
390
Ser
Lys
Thr

Tyr

Ser
479
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Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tvr

Arg

Gly

455

Arg

Leu

Ala

200

Lau

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ala
185
Val
Met
Thr
His
Glu
265
His
Gln
Ser
Cys
Asp
345
Asp
Lys
Trp
Ser
Lys
425
Ala

Val

Tyr

-~

Lys

Phe

Gln

Val

Arg

250

Val

Arg

Thr

Set

Pro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410

YVal

Ile

Gly

Asn

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

313

Glu

Asp

Pro

Tyr

385

Tyr

Arg

Gln

Asp

Ile
475

Lys

Glu

Arg

220

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr

460

Tyt

Thr
Gly
205
Asp

Tyr

Val

Ser

285

Met

His

Fro

Asp

Sar

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Pro

Gln
130

Lys

Val

Tyr

Bhe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Thr

Ser

Rla

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

Val

Val

Gly

413

Tyr

Gly

Ile

Gly

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Ile

Gly

Met

320

Asp

Phe

His

Leu

440

Fro

Thr

Ile

Ile

Ile
480




Thr

His

Ser

543

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Asp

Ile

Gln

Thr

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

Val

Phe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Lys

Asp
770

Val

Lys

Val

5158

Arg

Lau

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Lys

Tyr

Pro

Gln

Pro

Arg
Asp
500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ala

His

880

Glu

Cys

Val

Glu

Arg

740

Phe

Pro

485

Ehe

Val

Tyr

Gly

Gln

563

Glu

Asn

Ile

Val

Gln

645

Lys

Thr

His

Ser

Asp

125

Ser

Asn

Phe

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pre

Met

Cys

630

Thr

Met

vVal

Ser
710

Tle

Ala

Ala

CZ 300959 B6

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

€15

Leu

Asp

Val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

His
775

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

¢00

Ser

His

Phe

Tyr

Met

680

Asgp

Asp

Ala

Gln

Thr
760

Arg

Pro

Val

Ile

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

865

Ser

Phe

Lys

Ty

Asn

745

Ile

Thr

Arqg

430

Gly

The

Asn

Cys

Lys

£70

Tyr

Gln

Asn

Val

Sar

650

Asp

Met

Arg

Asn

Leu

730

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

335

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

633

Val

Thr

Glu

Thr

715

Leu

Arg

Glu

Met

Pro

S8r

Glu

340

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

His

Asn

Pro
780

Phe

Asp

525

Ary

Glu

val

Glu

Asp

&05

val

Thr

Pro

685

Gly

Asp

Lys

Fre

Asp

765

Lys

Gly

Lys

510

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Preo

Phe

Ser
Leu
870

Gly

Met

Asn
Ser
7350

Ile

Ile

val
495
Tyr
Arg
Leu
Val
L=u
373

Ile

Gly
655
Phe
Leu
Thr
Tyr
Asn
735
Thr

Glu

Gln

Lys

Lys

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Trp

Ala

Glu

7290

Ala

Arg

Lys

Asn




Val

785

His

Ser

Glu

Phe

Thr

865

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ser

945

Gly

Axg

Val

Thr

Ser

Gly

Asp

Met

Thr

850

Thr

Jer

Thr

Asp

Thr

930

Lys

Lys

Ala

Ser

Asn

1010

Ser

Leu

Asp

Thr

835

Pro

Ala

Asn

Asp

Ser
915

Glu

Leu

Asn

His

Ile

995

Arg

Ser Pro Ser

1025

Lys Val Thr

Thr Ala Leu

Ser

Ser

Pro

820

His

Glu

Ala

Asn

900

Gln

Ser

Leu

Val

Gly

880

Ser

Lys

Val

Pro

Asp

Leu

805

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

885

Thr

Leu

Gly

Glu

Ser

965

Pro

Leu

The

Trp

Leu

730

3er

Pro

Arg

Gly

Glu

870

Ile

Ser

Asp

Gly

Ser

850

Ser

Ala

Leu

His
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Leu

Asp

Gly

Pro

Leu

855

Leu

Ser

Ser

Thr

Pro

935

Gly

Thr

Lau

Lys

Meat

Leu

Ala

Gln

840

Gln

Lys

Thr

Leu

Thr

920

Leu

Leu

Glu

Leu

Thr

1000

Leu

Gin

Ile

829

Leu

Leu

Lys

Ile

Gly

905

Len

Jer

Met

Ser

Thr

985

Asn

Ile Asp Gly
1015

Gln Asn Ile Leu

1030

Leu Ile Mis Asp Arg

1045

Leu

Glu

810

Asp

His

Arg

Leu

Preo

890

Pro

Phe

Leu

Asn

Gly

870

Lys

Lys

Pro

Glu

Arg

795

Ala

Ser

His

Leu

Asp

875

Ser

Era

Gly

Sar

Ser

955

Arg

Asp

The

Ser

Gln

Lys

Asn

Ser

Asn

ga0

Asp

Ser

Glu

940

Glon

Leu

Asn

Ser

Ser F

Tyr

Asn

Gly

845

Glu

Lys

Asn

Met

Lys

325

Glu

Glu

Phe

Ala

Asn
1005

Glu

Ser

830

Asp

Lys

Val

Leu

Pro

310

Ser

Asn

Sex

Leu
990

Asn

Leu Leu Ile

1020

Ser Asp Thr Glu

1035

Met Leu Met Asp Lys

1050

Thr
Thr
815
Leu
Met
Leu
Ser
Ala
89%

Val

Ser

Ser

Gly

875

Phe

Ser

Glu

Phe

Asn

Pro

gco

the

Ser

Val

Gly

Ser

880

Ala

His

Pro

Asp

Trp

960

Lys

Lys

Ala

Asn

Lys

1040

Ala

1055

Arg Leu Asn His Met Ser Asn Lys Thr Thr Ser 3er Lys

10860

1065

1070

Asn Met Glu Met Val Gln Gin Lys Lys Glu Gly Pro Ile Pro Pro Asp

1075

1080

cn

1085
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Ala Gln Asn Pro Asp Met Ser Phe Phe Lys Met Leu Phe Leu Pro Glu
1030 1095 1100

Ser Ala Arg Trp Ile Gln Arg Thr His Gly Lys Asn Ser Leu Asn Ser
1105 1110 1115 1120

Gly Gln Gly Pro Ser Pro Lys Gln Leu Val Ser Leu Gly Pro Glu Lys
1125 1130 1135

Ser Val Glu Gly Gln Asn Phe Leu Ser Glu Lys Asn Lys Val Val Val
1140 1145 1150

Gly Lys Gly Glu Phe Thr Lys Asp Val Gly Leu Lys Glu Met val Fhe
1135 11480 1165

Pro Ser Ser Arg Asn Leu Phe Leu Thr Asn Leu Asp Asn Leu His Glu
1170 1175 1180

Asn Asn Thr His Asn Gln Glu Lys Lys Ile Gln Glu Glu Ile Glu Lys
1185 1190 1135 1200

Lys 6lu Thr Leu Ile Gln Glu Asa Val Val Leu Fro Gln Ile His Thr
1205 1210 1215

Val Thr Gly Thr Lys Asn Phe Met Lys Asn Leu Zhe Leu Leu Ser Thr
1220 1225 1230

Arg Gln Asn Val Glu Gly Ser Tyr Glu Gly Ala Tyr Ala Pro Val Leu
1235 12490 1245

Gln Asp Phe Arg Ser Leu Asn Asp Ser Thr Asn Arg Thr Lys Lys His
1250 1255 1260

Thr Ala His Phe Ser Lys Lys Gly Glu Glu Glu Asn Leu Glu Gly Leu
1265 127G 1275 1280

Gly Asn Gln Thr Lys Gln Ile Val Glu Lys Tyr Ala Cys Thr Thr Arg
1285 1290 1295

Ile Ser Pro Asn Thr Ser Gln Gln Asn Phe Val Thr Gln Arg Ser Lys
1300 1305 1310

Arg Ala Leu Lys Gln Phe Arg Leu Pro Leu Glu Glu Thr Glu Leu Glu
1315 1320 1325

Lys Arg Ile Ile val Asp Asp Thr Ser Thr Gin Trp Ser Lys Asn Met
1330 1335 1340

Lys His Leu Thr Pro Ser Thr Leu Thr Gln Ile Asp Tyr Asn Glu Lys
1345 1350 1355 1380

Glu Lys Gly Ala Ile Thr Gln Ser Pro Leu Ser Asp Cys Leu Thr Arg
1365 1370 1375

Ser His Ser Ile Pro Gln Ala Asn Arg Ser Pro Leu Pro Ile Ala Lys
1380 1385 1390
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val Ser Ser Phe Pro Ser Ile Arg Pro Ile Tyr Lau Thr Axrg Val Leu
1395 1400 1405

Phe Gln Asp Asn Ser Ser His Leu Pro Ala Ala Ser Tyr Arg Lys Lys
1410 1415 1420

Asp Ser Gly Val Gln Glu Ser Ser His Phe Leu Gln Gly Ala Lys Lys
1425 1430 1435 1440

Asn Asn Leu Ser Leu Ala Ile Leu Thr Leu Glu Met Thr Gly Asp Gln
1445 1450 1455

Arg Glu Val Gly Ser Leu Gly Thr Ser Ala Thr Asn Ser Val Thr Tyr
1460 1465 1470

Lys Lys Val Glu Asn Thr Val Leu Pro Lys Pro Asp Leu Pro Lys Thr
1475 1480 1485

Ser Gly Lys Val Glu Leu Leu Pro Lys Val His Ile Tyr Gln Lys Asp
1490 14895 1500

Leu Phe Pro Thr Glu Thr Ser Asn Gly Ser Pro Gly His Leu Asp Leu
1505 1510 1513 1520

val Glu Gly Ser Leu Leu Gln Gly Thr Glu Gly Ala Ile Lys Trp Asn
1525 1530 1535

G5lu Ala Asn Arg Pro Gly Lys Val Pro Phe Leu Arg Val Ala Thr Glu
1540 1545 1550

Ser Ser Ala Lys Thr Pro Ser Lys Leu Leu Asp Pro Leu Ala Trp Asp
1555 1560 1565

Asn His Tyr Gly Thr Gln Ile Pro Lys Glu Glu Trp Lys Ser Gln Glu
1570 1575 1580

Lys Ser Pro Glu Lys Thr Ala Phe Lys Lys Lys Asp Thr Ile Leu Ser
1585 1580 1585 1600

Leu Asn Ala Cys Glu Ser Asn His Ala Ile Ala Ala Ile Asn Glu Gly
1605 1610 1615

Gln Asn Lys Pre Glu Ile Glu Val Thr Trp Ala Lys Gln Gly Arg Thr
1620 1625 1630

Glu Arg Leu Cys Ser Gln Asn Pro Pro Val Leu Lys Arg His Gln Arg
1635 1640 1645

Glu Ile Thr Arg Thr Thr Leu Gln Ser Asp Gln Glu Glu Ile Asp Tyr
1650 1655 1660

Asp Asp Thr Ile Ser Val Glu Met Lys Lys Glu Asp Phe Asp Ile Tyr
1665 1670 1675 1680

Asp Glu Asp Glu Asn Gln Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg
1685 1690 1695
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His Tyr Phe Ile Ala Ala val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser
1700 1705 1710

Ser Ser Pro His Val Leu Arg Asn Arg Ala Gln Ser Gly Ser Val Pro
1715 1726 1725

Glp Phe Lys Lys val Val Phe Gln Glu Phe Thr Asp Gly Ser Phe Thr
1730 1735 1740

Gln Pro Lew Tyr Arg Gly Glu Leu Asn Glu His Leu Gly Leu Leu Gly
1745 1750 1755 1760

Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg
1765 1770 1775

Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr
17890 1785 17940

Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys
1735 1800 1805

Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val Gln His His Met Ala
1810 1815 1820

Fro Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Ala Tyr Phe Ser Asp
1825 1830 1835 1840

Val Asp Leu Glu Lys Asp Val His Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu
1843 1850 1855

Val Cys His Thr Asn Thr Leu Asn Pro Ala His Gly Arg Gln Val Thr
1860 18865 1870

Val Gln Glu Phe Ala Leu Phe Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser
1875 1880 1885

Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys Asn
1890 1885 19G0

Ile Gln Met Glu Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala
1905 1910 1915 1820

Ile Asn Gly Tyr Ile Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu Val Met Ala Gln
1825 193¢ 1835

Asp Gln Arg Ile Arg Tzp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn
1340 1545 1950

Ile His Ser Ile His Phe Ser Gly His val Phe Thr Val Arg Lys Lys
1955 1960 1965

Glu Glu Tyr Lys Met Ala Leu Tyr Asn Leu Tyr Prc Gly Val Phe Glu
1970 1975 1980

Thr Val Glu Met Leu Pro Ser Lys Ala Gly Ile Trp Arg Val Glu Cys
1985 1590 1995 2009
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Leu Ile Gly Glu His Leu His Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe Leu Val
2005 2010 2015

Tyr Ser Asn Lys Cys Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His Ile
2020 2025 2030

Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro
2035 2040 2045

Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr 3er Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr
20390 2033 20690

Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile
2065 2070 2075 2080

Ile His Gly Ile Lys Thr Gin Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser 3Ser Leu
2085 2090 2095

Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp
2100 2105 2110

Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly
2115 2120 2125

Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys His Asn Ile Fhe Asn Pro Pro Ile
2130 2135 2140

Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg 3er
2145 2150 2155 2160

Thr Leu Arg Met Glu Leu Met Gly Cys Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met
2165 2170 2175

Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala Ile Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala
2180 2185 2130

Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro Ser Lys Ala
2195 2200 2205

Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro Gln Val Asn
2210 2215 2220

Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gln Val Asp Phe Gln Lys Thr Met Lys Val
2225 2230 2235 2240

Thr Gly Val Thr Thr Gln Gly Val Lys Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr
2245 2250 2255

Val Lys Glu Phe Leuw Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His Gln Trp Thr
2260 22638 2270

Lau Phe Phe Gln Asn Gly Lys Val Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp
22175 2280 2285

Ser Phe Thr Pro Val Val Asn Ser Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg
2280 2295 2300

(]




Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg

2305
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2310

2315

Mst Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln Asp Leu Tyr
2330

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 3:

2325

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 1130 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité

(D) TOPOLOGIE: neni relevantni

(i) TYPMOLEKULY: cDNA na mRNA

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(viy PUVODNI ZDROJ:

(A) ORGANISMUS: Prase
(F) TYP TKANE: krev

(ix) ZNAKY:
(A) IMENO/OZNACENI: rizné znaky
(B) POZICE: 1..1130
(D) DALSI INFORMACE: /produkt= ,,oblast*
/poznamka= ,cDNA kédujici doménu A2 prasediho faktoru VI

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

TAAGCACCCT

CCECGCGETC

TCAGCGMATT

TAAGACTCGT

AGTTGGAGAC

CCCTCATGGA

AAGACGTGGG

CCCAGCTCCA

GGTAGGAAAT

AARGCTATTC

ACACTTTTGA

ATCACTGATG

TGCACTACAT

GTGACAGAAG

ACAAARAAGC

CGTATGAATC

TTATATTTAA

TCAGCGECTTT

ACATTTGAAA GACATGCCAA TTCTGCCAGG

TGTGEGAAGAT

CATTAATCTA

AGAATCTGTA

TTCTGTATTC

GGGCCAACCA

GAGAARAGATC

GACCAAAGAG

GATGAGRATC

AGTCCGATCC

TGGCTTCGGG

GARACCAGAT

AMAGCTGGTA

CTCTGCAGAG GAGGAGGACT GGGACTACGC

TTATAAAAGT

TCGATTCGTC

AGGAATCCTG

GAATAAAGCE

GCACCCAGGG

AGAGACTTIC

TCGGTGCCTG

ACTCATTGGC

GATGTCAGAC

CCTCGCAGAG

CTCTACTTGA

GCTTACACGG

GGACCTTTAC

AGCCGACCAT

AGACTTCTAAR

AAGTATAAAT

ACCCGCTACT

CCTCTCCTCA

AAGAGAAACG

AATATTCAGC

ACAGTGGTCC

ATGTAACATT

TTTATGGAGA

ATAACATCTA

ARGGTTGGAA

GGACAGTGAC

ACTCGAGCTC

TCTGCTACAA

TCATCCTGTT

GCTTCCTCCC

60

120

180

240

300

380

420

180

540

€00

660
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CAATCCGGAT GGATTACAGC CCCAGGATCC AGAGTTCCAA GCTTCTARCA TCATGCACAG 720
CATCAATGGC TATGTITTTTG ATAGCTTGCA GCTGTCGGTT TETTTGCACG AGGTGGCATA 780
CTGGTACATT CTAAGTGETTG GAGCACAGAC GGACTTCCTC TCCGTCTTCT TCTCTGGCTA 840
CACCTTCARA CACAAAATGG TCTATGAAGA CACACTCACC CTGTTCCCCT TCTCAGGAGA 900
AACGGTCTTC ATGTCAATGG AAAACCCAGE TCTCTGGGTC CTAGGGTGCC ACAACTCAGA 950

CTTGCGGAAC AGAGGGATGA CAGCCTTACT GAAGGTGTAT AGTTGTGACR GGGACATIGG 1020
TGATTATTAT GACAACACTT ATGAAGATAT TCCAGGCTTC TTGCTGAGTG GAAAGAATGT 1080

CATTGAACCC AGAAGCTTTG CCCAGAATTC AAGACCCCCT AGTGCGAGCA 1130

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 368 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni

(i) TYP MOLEKULY: protein

(iii) HYPOTETICKA: ano

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(v) TYP FRAGMENTU: N-koncovy

(vi) POVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Prase
(F) TYP TKANE: slezina

(ix) ZNAKY:
(A) IMENO/OZNACEN(: Protein
(B) POZICE: 1..368
(D) DALSI INFORMACE: /pozndmka= .predikovana aminokyselinova sekvence
domény A2 praseciho faktoru VIIL, definovand jako zbytky homologni k lidskému faktoru VI,
aminokyseliny 373-740. Zbytky 1—4 jsou ze znamé prase¢i aminokyselinové sekvence.”

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE $ IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:

Ser Val Ala Lys Lys His Pro Lys Thr Trp Val His Tyr Ile Ser Ala
1 5 1¢ 15

Glu Glu Glu Asp Trp Asp Tyr Ala Proe Ala Val Pro Ser Pro Ser Asp
20 25 30

Arg Ser Tyr Lys Ser Leu Tyr Leu Asn Ser Gly Pro Gln Arg Ile Gly
33 40 45

a4




Leu

Ala

Mat

Val

145

Tyr

Gly

Gin

GLlu

Asn

225

Ile

Lys

Thz

305

His

Tyr

Asp

Lys

50

Thr

Tyr

Ser

Leu

Pro

130

Glu

Ser

o
]
o]

Met

Asn

210

Prc

Met

Cys

Thr

Met

290

Val

Asn

Ser

Ile

Tyr

Arg

Gly

Arg

His

115

Ile

Asp

Ser

Leu

Met

195

Gln

His

Leu

Asp

275

Val

Phe

Ser

Cys

Pro
355

Lys Lys

Lys Ala

Glu Vval
£5

Pro Tyt
100

Pro Gly

Leu Pro

Gly Pro

Ser Ile
165

Leuy Ile
180

Ser Asp

Ser Trp

Gly Leu

Ser Ile
245

His Glu
280

Phe Leu

Tyr Glu

Met Ser

Asp Leu
325

Asp Arg
340

Gly Phe

Ala

Ila

10

Gly

Asn

Arg

Gly

Thr

150

Asn

Cys

Lys

Tyr

Gln

230

Asn

Val

Ser

Asp

Met

3140

Arg

Asp

Leu

CZ 300959 B6

Arg

35

Pro

Asp

Ile

Leu

Glu

135

Lys

Leu

Tyr

Arg

Leu

215

Pro

Gly

Ala

Val

Thr

295

Glu

Asn

Tle

Leu

FPhe

Tyr

Thr

Tyr

Leu

120

Thr

Ser

Glu

Lys

Asn

200

Ala

Gln

Tyr

Tyr

Phe

280

Leu

Asn

Gly

Ser
360

Val

Glu

Leu

Pro
105

Asp

Lys

Glu

1485

Val

Glu

Asp

Val

Trp

265

Thr

Pro

Gly

Asp
345

Ala

Ser

Leu I

90

His

Gly

Lys

Pro

Asp

170

Ser

Ile

Asn

Pre

Phe

250

Ser

Leu

Gly

Met

330

Tyr

Gly Lys

Tyr

Gly

75

Gly

Trp

Tyr

Arg

155

Lau

val

Leu

Ile

Glu

235

Asp

Ile

Gly

Phe

Leu

315

Thr

Tyr

Asn

Thr

6t

Ile

Ile

Ile

Lys

Lys

140

Ala

Asp

Phe

Gln

220¢

Phe

Ser

Tyr

Pro

300

Trp

Ala

Asp

Yal Ile Glu Pro

Asp

Leu

Phe

Thr

His

125

Trp

Leu

Ser

Gln

Ser

205

Arg

@ln

Leu

Ser

Thr

285

Phe

Val

Leu

Asn

365

val

Gly

Lys

Asp

110

Leu

Thr

Thr

Gly

Arg

130

val

Phe

Ala

Gln

Val

270

Phe

Ser

Leu

Lau

Thr
350

Thr

Pro

Asn

9%

Val

Lys

Val

Arg

Leu

175

Gly

Phe

Leu

Ser

Leu

255

Gly

Lys

Gly

Gly

Lys

335

Tyr

Phe

Leu

80

Lys

Ser

Asp

Thr

Tyr

160

Ile

Asn

Asn

240

Ser

Ala

His

Glu

Cys

320

Val

Glu

Arg




20

25

30

35

40

45

CZ 300959 Bo

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 7493 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: neni relevantni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA na mRNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Mus musculus

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENT: repetice

(B) POZICE: 1..407

(D) DALSI INFORMACE: /typ repetice=  koncova*
/poznamka=,,5" UTR™

(ix) ZNAKY:
(A) IMENO/OZNACENT: riizné znaky
(B) POZICE: 7471..7476
(D) DALS{ INFORMACE: /funkce= ,signal polyA*

(ix) ZNAKY:

(A) IMENO/OZNACENI: repetice

(B) POZICE: 7368..7493

(D) DALS] INFORMACE: / typ repetice = ,koncova‘
/pozndmka=,3" UTR*

(ix) ZNAKY:
(A) IMENO/OZNACENI: riizné znaky
(B) POZICE: 408..7367
(D) DALS] INFORMACE: /produkt=,koagulaéni faktor VIII*

(x) INFORMACE K PUBLIKACI:
(A) AUTORIL: Elder, F.
Lakich, D.
Gitschier, J.
(B) TITUL: Sequence of the murine Factor VIII cDNA
(C) CASOPIS: Genomics
(D) DIL: 16
(F) STRANKY: 374-379
(G) DATUM: 1993

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM §:

TCTAGAGTTT CTTTGCTACA GGTACCAAGG AACAGTCTTT TAGAATAGGC TAGGAATTTA

Vs

60




AATACACCTG
AGGATGUACC
TTCCTGTaRCC
ATGCTACTTT
TTTTTACTAR
GTTAAATTTT
TCTTCGCTTG
ACCTTGGETGC
ATACAGACTC
TGTATAARAR
GGCCACCCTG
TCATTACACT
ACTGGAAAGC
ATGATRAAGT
GTCCAATGCC
TGAAAGATTT
CCAAAGAAAG
GGAAGAGCTG
CTAGAGACTG
TSATTGGATG
ABATACACTC
CATTGGAGAT
AGTTCCTACT
ARGTAGATAG
AAGATTATGA
CTCCTTTTAT
TTTCTGCTGA
GTTATAARAG

TCAGATTTAT

AACGCCCCTC

CAGCAGCRAR

TGCTTCCTAC

CACTCACAGT

ATCATTACAT

CATTTCTTTA

CTTCTTTCTG

AGTGGAATTG

ARGATTTCTT

GACTGTGTTT

GATGGGTTTG

TAAAAACATG

TTCTGAGGGA

TTTCCCTGET

CTCTGACCCT

GAATTCAGGC

AACACAGATG

GCACTZAGAA

GCCTARAATG

CCATRAGGRAR

AATATTCCTC

ATCACCAATA

ATTTTGTCAT

CTGCCCTGAG

TGATGATCTT

CCAAATTCGC

GGAGGAAGAC

CCAGTATCTG

AGCATACACA

CzZ

CTCAGTATTC
TSGGETTAARGC
TACCCARAAG
AGATAAACTT
TTCTTTTTGT
GTTGAACATT
AGCCTTTTCA
TCCTGGAACT
CCTAGRATGT
GTAGAGTACA
CTAGGTCCTA
GCTTCTCATC
GATGAATATG
GARAGTCATA
CCATGTCTCA
CTCATTEGAG
TTGTACCAAT
ACAPACGACT
CACACAGTCA
TCAGTCTACT
GAAGGTCACA
ACTTTCCTTA
ATCTCTTCCC
GAATCCCAAT
TATTCAGAAA
TCGGTTGCTA
TGGGACTATG
AGCAATGGTC

GATGARACCT

300959 B6

TGTTCCTTTT
CTTAGCTCAG
GAAGTARATCC
CCAGAAAATC
TCTTAAAAGC
TTCTAGTAAT
ATTTCTGCTL
ATATTCAGAG
CAACATCTTT
AGGACCAGCT
CCATTTGGAC
CTGICAGTCT
AMGATCAGAC
CTTATGTTTG
CTTACTCATA
CTCTGCTAGT
TTGTACTGCT
CTTATACACA
ATGGCTATGT
GGCACGTGAT
CATTTTTTGT
CTGCTCAAAC
ATAAACATGA
GGCAAAAGAA
TGEATATGTT
AAPRGTALCCC
CACCTTCAGT
CTCATCGGAT

TTAAGACTCG

CTTAAGGATT

CCACTCTTCC

TTCAGATCTG

CTCTGCAAAA

TAAAGTTATT

ARRAGCCATG

TAGTGCCATC

TCATCTGCTC

TCCATTCAARC

TTTCAACATT

TGAGGTTCAT

TCATGCTGTT

ARGCCAAATG

GCAAGTCCTG

TATGTCTCAT

ATGTAAAGRA

TTTTGCTGTA

GICTATGGAT

AMACAGGTCT

TGGAATGGEC

GAGGAACCAC

ACTCTTGATA

TGGCATGGAR

AAARTAATAAT

CACATTGGAT

TAAAACTTGG

TCCTACCTCG

TGGTAGGAAA

TGAARCTATT

CAAACTTGIT
TATTCCAGTT
TTTTGTGCTA
TATTTAGGAC
TTAGRGAAGA
CAAATAGCAC
AGAAGATACT
AGTSTGCTGE
ACCTCCATCA
GCCAAGCCCA
GACACAGTIGG
GGTGTGTCCT
GAGAAGGAAG
RAAGAGAATG
GTGGATCTGGE
GGCAGTCTCT
TTTGATGAAG
TCTGCATCTG
CTTCCAGGTC
ACCACTCCTG
CGTCAAGCTT
GATCTTGGGT
GCTTATGTCA
GAGGAAATGG
TATGACAGCT
ATACATTATA
GATAATGGAA
TATAARAAAG

CAGCATGAAT

123
183
Z40

200

480
545
600

650

340
200
360
1020
1089

1140

1260
1320
1380
1440
1508
1560
1e20
1680
1740

1800




CAGGACTCIT
AGAATCAAGC
TACATGUAAG
GAGAGATATT
CACGGTGLCCT
GACTGATTGG
TGATGTCAGA
ACATCACAGA
CTGGCETTCCA
AGTTGACAGT
CAGACTTCTT
ATACACTTAC
GTCTATGGGT
TGAAAGTTTC
TTCCAACACA
CAAATCATCC
TGGAGAAGAT
CAGTTAGTGA
TATCAGATGG
TAGACAGCAA
AGAAAATAGT
CAACTATAGA
TAATGACTAC
CAGGATTITCC
AGAAAGCATA,
ATTCCAACAT
TATTATCAAT
TGACCAAAGA

ATAATCATTC

GGGACCTTTA
AAGCCGACCA
GAGATTGCCA
CAAGTACAAG
GACCCGCTAT
CCCTCTTCTC
CAMAAGAAAT
GAACATGCAA
GGCCTCCAAC
TTGTTTGCAT
ATCTATCTTC
CCTGTTCCCA
CTTGGGEGETGT
TAGTTGTGAC
GTTGGTGAAT
TAATACTAGG
TGAGCCTCAG
CATGTTGATG
CCAAGAAGCC
TGAAGGCCCA
ATTTACTCCT
AGTAAAGTGG
AACAATTCTG
AGATATGCCA
TTCCCTTGTT
ATTGGATTCA
AGAGAATGAT
TAATACTTTA

ARCAACTAAT

CZ 300959 B6

CTTTATGGAG
TATAACATTT
AGAGGTATAA
TGGACAGTTA
TATTCAAGTT
ATCTGCTACA
GTCATCCTGT
CGCTTCCTCC
ATCATGCACA
GAGGTGGCAT
TTCTCTGGAT
TTCTCAGGAG
CATAATTCAG
AAGAGCACTA
GAGAACAATG
AAABAGAAAT
TTTGAAGAGA
CTCTTGGGAC
ATCTATGAGG
TCTAAAGTGA
CAGCCLGGLC
AAGAAACTTG
TCAGACAATT
GTTCACTCTA
GGGTCTCATG
ACTTTAATGT
AGATTACTCA
TTCARAGACA

GAAAAACTAC

AAGTTGGAGA

ACCCTCATGG

AGCACGTGAA

CAGTAGAAGA

TCATTAARCCC

AAGRATCTGT

TTTCTATATT

CCAATGCAGC

GCATCAATGG

ACTGGCACAT

ATACTTTCAA

AAACTGTCTT

ACTTTCGGARA

GTGATTATTA

TCATTGATCC

TCABAGATTC

TAGCAGAGAT

AGRGTCATCC

CTATTCATGA

CCCARACTCAG

TCCAGTTAAG

GTTTGCAAGT

TGAAARGCAAC

GTAGTAAATT

TACCTTTAAA

ATAGTCAAGA

GAGAGAAGAG

ATGTCTCCTT

ACACTGAGASG

CACACTGTTG

ARTCACTGAT

GGATTTGCCA

TGGACCAACT

TGAGAGAGAT

AGATCRAAGG

TGATGAGAAC

TARRACACAG

CTATGTTTTT

TCTCAGTGTT

ACACAAAATG

TATGTCGATG

GAGAGGTATG

TGAAGAAATA

CAGAAGCTTC

CACAATTCCA

GCTTAAAGTA

TACTCCACAT

TGATCATTCA

GCCAGAATCC

ATCCAATRAR

TTCTAGTTTG

TTTTGAARAG

AARGTACTACT

CGCGAGTGAA

AAGTTTACCA

GTTTCATGGA

AATGARPACA

CCCAACATCA

ATTATTTTTA
GTCAGTCCTC
ATTCATCCAG
ARATCAGATC
CTAGCTTCAG
GGAAACCAGA
CARAGCTGGT
CCCCAGGACC
GATAGCTTGG
GGAGCACAGA
GTCTATGAAG
GAARACCCAG
ACRGCATTGC
TATGAAGATA
TTCCAGAATA
ARARATGATA
CAGAGTGTCT
GGCTTATTTT
CCARATGCAA
CATCACAGTG
AGTTTGGAGA
CCAAGTAATC
ACAGATTCTT
GCATTTGGTA
GAAAATAGTG
AGAGATAATA
ATTGCTTTAT
AACAAAACAT

ATTGAGARTA

1860
1320
1980
2040
2100
2160

2220

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540




GTACARCAGA

CTTTGATTCA

TGCTAAATAG

CTATTCCACA

AATCTTCAAA

ATAGTCCARAA

TGTCAGAGAA

AAGACATGGC

AARATGGTAG

TTGAAGAGAA

AAGRCATATT

TACTTCAAMA

ATTTCTTTAA

GAGAAATGGT

CTTTGGGACA

GTATCATTAA

TATCAGATTC

TAAAARCATC

CTCATGTTCA

AARGCAATAR

GGAATATGTT

TCACATATAA

GCAAAATTGA

CTAGCCATGG

AGGGGCCTAC

AGAGCTCTAA

CTGCACAGAT

TTAAGCAAGA

CAAATGAGAA

CTTGCAAGAT
TGATGGAACA
AACTACCTCA
AGATGARGAG
TTGGTTTAAA
GCAATTAGTA
BAAATARAGTC
TTTTCCACAT
GCACAATCAR
AGTAGTTITG
GATACTRAGGC
CATCACATCA
AAGAAGGAAG
AAAAAACTAT
ATTCAGACTG
ACAGATAGAC
TTCTGTGATT
AGCATTTCCA
AGCATCATCC
TTTCTTAAAA
CATAGATCAA
GAAACGTGAG
ATTGCTTCCT
ATCTCCTGGA
TAAATGGAAT
ABATACTCGC
ACCAAAAGAT
GGACACCATT

ACRAAATTGG

CZ 300959 B6

GCCATATTAA

CTTTTAGGCA

ACAARARATA

AATACAATCA

RAGACCAATG

TATTTAATGT

ACAGTAGAAC

AATATGAGCA

GAARDARATA

CCCCAGGTGC

ACTAGGCAAA

ATAAACAATT

GACAAGGARA

CCAAGCCAGA

TCAACTCAAT

CACAGCAAGG

AARAGCRACCA

CCAATAGATC

TACATTTATG

GAAACCAAAA

GGAAAATTTA

AACATTATTT

CAAGTTTCCA

CACTTGAATC

AADGCARAGA,

TCAAAACTGC

ATGTGGAAAT

TTGTCICTGA

CCTCAAAGAG

AGGTCAATAG

AAAATTCTAC

AAGACATATT

TGCCATTTTC

GRAATAATTC

TTAAAAAATA

AGGATGGATT

TATTTCTTAC

TTCAGGAAGA

ACGAAGCAAC

ATATAAGTIT

CAACAMATAC

CAAATTCAGA

AGAATATTAC

GGCTTAAAAC

AAATGAARAR

CTCAGACARAA

TCAAAAGGAG

ACTTTAAGAC

TAAATAACCC

CCTCCCCAGG

TCTTGAAACC

TTCAAGAGGA

TCATGAAAGA

GGCATGGAGA

TAAATCATCA

CCAAAGAGRA

GGCCTCATGG

AAACCACTTG

TGAGATTCAA

ATATTTGAGA

TCATAGRARA

CAAGATGTTG

CTTGAACTCT

TGTAAAAAAT

TACAAAGAAC

CACTTTSTCT

GATAGAGAAG

TGGCTCTAAG

ATATGAAGTA

AGTACAGATT

AGGCTTGGTA

TACTCARACGT

CATARACTGT

GTTCATTACT

TAGTTCTGAC

TCCATTCCAA

AARAAGTTCA

TTCTTTAGCC

GAAAAGTAAC

RACTTTGCCT

AGAAATTTTA

GGTCTTTCTT

ARGTATAARA

TGCTTGGGAT

GTCACCAGAM

ARACAGTCAT

GGTAAAGCAA

GAAGTAACAG

CTAAACCATA

GATGAAGATC

TTCTTGTICAG

GAGCAAGAAC

CAAAGTTTCT

ATAGGACTTA

AACGTACATG

GAAGCACTAA

AATTTCTTGA

CATGTACCAG

CACATGGAGC

AATAAAACCA

AGTAAACGGGE

TCAACACAGT

RAATCTTCCT

TCACACATTG

AACAAATTTT

AGAATTCAAG

ATTCTACCAT

ACAAACTCAG

GAAGRATCTG

CCTACAGAAA

CAGAARATAC

GGTARAACAG

TATCATTATG

ATTATATCCA

TCAATAGGGG

GGCCAAACTC

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

408C

4140

4200

42€6

4320

4380

4440

4500

4560

4620

46840

4740

4300

4860

4920

4580

5040

5100

5160

3220

5280




AAAGGACATG
TTCAATCAGA
ATTTTGACAT
GGCACTATTT
TTCTACGARR
AATTTACTGA
GGITGTTGGG
ACCAGGCCTC
GAGGAGAAGA,
APGTACAACA
TCTCTGATGT
GCCACGCGAA
TGCTTTTCAC
ACTGCAAGAC
TCCATGCAAT
ARAGGATTCG
TCAGTGGACA
TCTACCCAGG
TAGAATGCCT
GCAAGCAGTG
CAGCTTCAGG
CAATCAATGC
CAATGATTGT
TCTCTCAATT
ATTCCACTGG
ATAGTTTTAA
TCCGTAGTAC
TGGGAATGGA

ACATGTTTGC

CTCTCRAATC

ACAAGAAGCA

TTACAGTGAG

TATTGCAGCT

TAGGTATCAR

TEGCTCCTTT

CCCATATATA

CCGTCCCTAC

ACCTAGAAGA,

TCATATGGCA

TGATCTTGAA

CACACTGAAT

TATCTTTGAT

ACCCTGCAAT

CAATGGTTAT

ATGGTATCTT

TGTTTTCACT

TGTTTTTGAG

TATTGGCGAG

TCAGATTCCT

ACATTATGGA

CTGGAGTACC

TCATGGCATC

TATCATCATG

AACCTTAATG

TCCTCCAATT

TCTTCGCATG

AAGTARAGTA

TACTTGGTCT

CZ 300959 B6

ECACCAGTGT
ACTGACTAIG
GACATAAAGC
GTGGARCGAC
AGTGACAATG
AGTCAGCCCT
AGAGCAGAAG
TCCTTCTAIT
AACTTTGTCA
CCCACAGAAG
AGAGATATGC
CCTGCTCATG
GAGACCAAGA
TTCCAGATGG
GTAATGGATA
CTCAGCATGG
GTACGGRAAA
ACTCTGGAAA
CACTTACAGG
CTTGGRATGG
CAGTGGGCCC
ARGGAGCCCT
AAGACTCAGG
TATAGCCTGG
GTTTTCTTTG
ATTGCTCGAT
GAGTTGATGG
ATATCAGATA

CCTTCACAAG

TGAAACGACA

ATGATGCCAT

AAGGTCCCCG

TCTGGGACTA

TACCTCAGTT

TATATCGTGG

TTGAAGACAA

CTAGCCTCAT

AGCCTAATGA

ATGAGTTTGA

ACTCGGGATT

GGAGACAAGT

GCTGGTACTT

ARGACCCCAC

CCCTACCAGG

GCAACAATGA

AAGAGGAGTA

TGATACCATC

CTGGGATGAS

CTTCTGGAAG

CAAACCTGGC

TTTCTTGGAT

GTGCTCGTCA

ATGGGAAGRA

GCAATGTGGA

ATATCCGTTT

GCTGTGATTT

CACAAATCAC

CTCGACTTCA

1

TCAAAGGGAR
CACCATTGAA
CAGCTTTCAA
TGGGATGAGT
CAAGARAGTA
ACGAATTAAAT
CATTATGGTA
TTCTTATARA
AACCAARATT
CTGCAAGGCC
AATTGGACCC
GTCAGTACAG
CACTGAARAC
TTTGARAGAG
CTTAGTAATG
GAACATCCAA
TAAARTGGCR,
CAGAGCTGGA
CACTCTTTTT
CATCCGTGAT
AAGACTTCAT
CARGGTAGAT
GAAATTTTCC
GTGGCTGAGT
CTCATCTGGG
GCACCCCACT
AARCAGTTGC
TGCCTCATCC

CCTCCAGGGA

CTTAGTGCTT

ACAATCGAGG

CAGAAARCAA

ACATCTCATG

GTTTTCCAGG

GAACACCTGG

ACTTTCAAAR

GAAGATCAGA,

TATTTTTGGA

TGGGCTTATT

CTTCTGATTT

GAATTTGCTC

GTGAAAAGGA

AATTATCGCT

GCTCAAGRATC

TCTATTCATLT

GTGTACAACC

ATATGGCGAG

CTGGTGTACA

TTCCAGATTA

TATTCCGGAT

CTGTTGGCAC

AGCCTTTATA

TATCAAGGRA

ATTAMGCATA

CATTCTAGCA

RGCATACCAT

TACTTCACCA

AGGACTAATG

3340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

58240

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6340

6600

8660

6720

6780

6840

6300

6980

7020
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30
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CCTGGCGACC TCAGGTGAAT GATCCARAAC AATGGTTGCA AGTGGACTTA CAAAAGACAA 7080
TGAAAGTCAC TGGAATAATA ACCCAGGGAG TGAAATCTCT CTTTACCAGC ATGTTTGTGA 7140
AAGAGTTCCT TATTTCCAGC AGTCAAGATG GCCATCACTG GACTCAAATT TTATACAATG 7200
GCAAGGTARA GGTTTITCAG GGGAATCAGG ACTCATCCAC ACCTATGATG AATTCTCTAG 7260
ACCCACCATT ACTCACTCGC TATCTTCGAA TTCACCCCCA GATCTGGGAG CACCARATTG 7320
CTCTGAGGCT TGAGATTCTA GGATGTGAGG CCCAGCAGEA ATACTGAGGT AGCCTCTGCA 7380
TCACCTGCTT AITCCCCTTC CTCAGCTCAA AGATTGTICTT AATGTTTTAT TGCTGTGAARG 7440
AGACACTATG ACCATGGCAA CTCTTTATAA AATAAAGCAT TTAATCAGGG CTT 7493

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 2319 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: protein

(iii) HYPOTETICKA: ano

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(v} TYP FRAGMENTU: N-koncovy

(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Mus musculus

(x) INFORMACE K PUBLIKACI:

(A) AUTORI:

Elder, F.
Lakich, D.
Gitschier, J.

(B) TITUL: Sequence of the Murine Factor VIII cDNA

(C) CASOPIS: Genomics

(D) DIL: 16

(F) STRANKY: 374-379

(G) DATUM: 1993

(K) RELEVANTNI ZBYTKY V SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6: OD
1 DO 2319

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

Met Gln Ile Ala Leu Phe Ala Cys Fhe Phe Leu Ser Leu Phe Asn Phe
1 5 10 15

Cys Ser Ser Ala Ile Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser
20 25 30



Trp

Arg

Met

63

Ile

Trp

Ser

Ser

Asp

145

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

225

Asp

Tyr

Val

Ile

Ser

305

Ile

Asn

Phe

50

Tyr

Ala

Thr

His

Glu

130

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

210

Lys

Ser

val

Tyr

Phe

290

Leu

Asp

Tyr
33

Leu
Lys
Lys
Glu
Pro
115
Gly
Lys
Glu
Met
Ala
185

Met

Ser

Asn
Trp
275
Leu

Glu

Leu

Ile

Fro

Lys

Pre

Val

100

Val

Asp

val

Asn

Ser

180

Leu

Leu

Tep

Ser

Arg

260

Hisz

Glu

Ile

Gly

Gln

Arg

Thr

Arg

85

His

Ser

Glu

Phe

Gly

165

His

Leu

TVyE

His

Ala

245

Ser

Val

Gly

Ser

Gln
325

Ser

Met

Val

70

Pro

Asp

Leu

Tyt

Pro

150

Pro

val

Val

Gln

Ser

230

Arg

Leu

Ile

His

Pro

310

Phe

CZ 300959 B

Asp

Ser

53

Phe

Pro

Thr

His

Glu

135

Gly

Met

Asp

Cys

Phe

215

Glu

Asp

Pro

Gly

Thr

295

Ile

Leuw

Leu
40

Thz

Val

Trp

Val

Ala
120

Asp

Leu

Ser

Glu

Met

Val

105

vVal

Gln

Glu Ser

Ala

Leu

Lys

200

Val

Thr

Trp

Gly

Met

280

Phe

Thr

Leu

Ser

Val

185

Glu

Leu

Asn

Pro

Leu

265

Gly

Fhe

Phe

Phe

e ]

Ser

Fhe

Tyr

Gly

Ile

Gly

Thr

His

Asp

170

Gly

Leu

Asp

Lys

250

Ile

Thr

Val

Leu

Cys
33c

Val

Pro

Lys

75

Leu

Thr

Val

Thr

155

Prc

Asp

Ser

Phe

Ser

235

Met

Gly

Thr

Arg

Thr
315

His

Leu

Asp

Leu

Leuw

Ser

Gln

140

Tyr

Pro

Leu

Leu

Ala

229

Ty

His

Cys

Pro

Asn

300

Ala

Ile

Asn

Gln

Gly

Lys

Tyr

123

Mat

Val

Cys

Ser

205

Val

Thr

Thr

His

Glu

285

His

Gln

Ser

Thr

Thr

Leu

Pro

Asn

116

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

190

Lys

Phe

Gln

Val

Arg

270

Ile

Arg

Thr

Ser

Asp

Ser

Phe

Thr

95

Met

Lyvs

Lys

Gln

Thr

175

Gly

Glu

Asp

Ser

Asn

255

Lys

His

Gln

Leu

His
335

Sar

Iie

Asn

80

Ile

Ala

Glu

Val

180

Tyr

Leu

Arg

Glu

Met

240

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu
320

Lys




His

Ser

asp

Ser

385

Trp

Ser

Asn

Ser

465

Leu

His

Gly

Lys

Pre

545

Asp

Ser

Ils

Asn

8625

Asp

Gln

Asp

370

Fro

Ile

Val

Gly

Tyr

4590

Gly

Ile

Gly

Ile

Tyr

330

Leu

Val

Leu

Met
6l0

Gly

Gly

Trp

355

Leu

Phe

His

ra
H
[+]

Pro
435

Thr

Leu

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe
595

Gln

Phe

Met

340

Gln

Tyr

Ile

Tyr

Thr

429

His

Leau

Phe

Thr

500

His

Trp

Leu

Ser

Gin

Sa0

Ser

Arg

Gln

Glu

Lys

Ser

Gln

Ile

405

Ser

Arg

Glu

Gly

Lys

485

Asp

Val

Thr

Thr

Gly

565

Arg

Ile

Phe

Ala

Ala

Lys

Glu

Ile

350

Ser

Asp

Ile

Thr

Pro

470

Asn

Val

Lys

Val

Arg

5350

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser
630
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Tyr

Asn

Met

375

Arg

Ala

Asn

Gly

Phe

455

Leu

Gln

Ser

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Ero
als

Asn

Val

Asn

360

Asp

Ser

Glu

Gly

Arg

440

Lys

Leu

Ala

Pro

Lenu

520

Val

Tyr

Gly

Gln

Glu

600

Asn

Ile

Lys

345

Asn

Met

val

Glu

Ser

425

Lys

Thr

Tyr

Ser

Leu

305

Pro

Glu

Ser

Pro

Met

385

Asn

Ala

Met

Val

Glu

Phe

Ala

Glu

410

Tyr

Tyr

Arg

Gly

Arg

430

His

Ile

Asp

Ser

Leun

570

Met

Ala

His

Asp

Glu

Thr

Lys

385

Asp

Lys

Glu

Glu

475

Pro

Ala

His

Gly

Phe

553

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser
635

Ser

Met G

Leu

380

Lys

Trp

Ser

Lys

Thr

460

Val

Tyr

Arg

Pro

Pro

540

Ila

Ile

Asp

Trp

Thr

620

Ile

Tyr

Asp

Gln

val

445

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly

525

The

Asn

Cys

Asn

Pro
350
Asp
Tyr
Fro
Tyr
Tyr
430
Arg
Gln
Asp
Ile
Leu
510
Glu
Lys
Pro
Tyr
Arg
550
Ile

Pro

Gly

Glu

Tyr

Asp

Lys

Ala

415

Leu

Phe

His

Thr

Tvr

495

Pro

Ile

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Gln

Tyr

Glu

Asp

Ser

Thzx

400

Pro

Sar

Ile

Glu

Leu

480

BPro

Arg

Phe

Arg

360

Glu

Val

Glu

Asp

Val
640




Phe

His

Ser

Leu

Gly

705

Tyr

Asn

Asn

Met

785

Val

His

Tyr

Gly

Glu
865

Asp

Asp

Asp

Ile

Gly

Phe

690

Leu

Thr

Tyr

Asn

Thr

770

Glu

Gln

Gly
8§50

Lys

Ser I

Val

Asn

Met
330

Ser

Leu

Ty:

675

Pro

Trp

Ala

Glu

Val

735

Arg

Lys

Ser

Thr

Ala

835

Pro

Ile

ler

Leu
215

Preo

Leu

Ser

660

Thr

Phe

Val

Leu

Glu I

740

Ile

Pro
820

Ile

Glu
Ser
909

Lys

Val

Glu

843

Val

fhe

Ser

Leu

Leu

725

Asp

Lys

Glu

Ser

805

His

His

Lys

Phe

Thr

885

Leu

Ala

His

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

710

Lys

Tyr

Pro

Lys

Fro

790

Val

Gly

Asp

Val

Thr

870

Thr

Pra

Thr

Ser
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Thr

Ala

His

Glu

695

Cys

val

Glu

Arg

Bhe

775

Ser

Leu

Asp

Thr

855

Pro

Ile

Ser

Phe

Ser
935

Val

Lys
680
Thr

His

Asp

Ser
760

Asp

Phe

His

840

Gln

Glu 3

Asn

Glu
929

Ser

Cys

Thr

6653

Met

Val

Asn

Ser

Ile

745

Phe

Asp

Glu

Met

Leu

8258

Sez

Leu

Len
905

Lys

Lys

Leu

650

val

Phe

Ser

Cys

730

Pro

Phe

Ser

Leu

810

Ser

¥ro

Arg

Gly

Lys

880

Met

Thr

Leu

His
Phe
Tyr
Met
Asp
715
Asp

Thr

Gln

Ile
795
Met
Asp
Asn
Pro
Leu
875
Trp
Thr

Asp

Ser

Glu

Leu

Ser

700

Phe

Lys

Gln

Asn

Tle

780

Ala

Leu

Gly

Ala

Glu

Bg0

Gln

uys

Thr

Ser

Thr
G540

val

Ser

Asp

685

Met

Arg

Ser

Leu

The

765

Pra

Glu

Gln

Ile

845

Ser

Leu

Lys

Thr

Ser

92%

Thr

Ala

Tle

e70

Thr

Glu

Lys

Thr

val

750

Asn

Lys

Met

Gly

Glu

830

Asp

His

Arg

Leu

Ile

910

Gly

Ala

Tyr

635

Phe

Leu

Asn

Arg

Ser

735

His

Asn

Leu

Gln

815

Ala

Ser

His

Ser

Gly

8395

Leu

Phe

Phe

Trp

Fhe

Thr

Pre

Gly

120

Asp

Glu

Pro

Asp

Lys

800

Ser

Ile

Asn

Ser

Asn

880

Leu

Ser

Pro

Gly
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Lys Lys Ala Tyr Ser Leu Val Gly Ser His Val Prc Leu Asn Ala 3Ser
945 850 555 860

Glu Glu Asn Ser Asp Ser Asn Ile Leu Asp Ser Thr Leu Met Tyr Ser
985 97 9275

Gln Glu Ser Leu Pro Arg Asp Asa Ils Leu Ser Ile Glu Asn Asp Arg
980 985 9590

Leu Leu Arg Glu Lys Arg Phe His Gly Ile Ala Leu Leu Thr Lys Asp
955 1000 10035

Asn Thr Leu Phe Lys Asp Asn Val Ser Leu Met Lys Thr Asn Lys Thr
1010 1015 1020

9
kg
o
=3
-
B

Tyr Asn His Ser Thr Thr Asn Glu Lys Leu His Thz Glu Ser
1023 1030 1035 1040

Ser Ile Glu Asp Ser Thr Thr Asp Leu Gln Asp Ala Ile Leu Lys Val
1045 1650 1055

Asn Ser Glu Il= Gln Glu Val Thr Ala Leu Ile His Asp Gly Thr Leu
1060 1065 1070

Leu Gly Lys Asn Ser Thr Tyr Leu Arg Leu Asn His Met Leu Asn Arg
1375 1080 1085

Thr Thr Ser Thr Lys Asn Lys Asp Ile Phe His Arg Lys Asp Glu Asp
1290 1085 1100

Pro Ile Pro Gln Asp Glu Glu Asn Thr Ile Met Pro Phe Ser Lys Met
1105 1119 1115 1120

Leu Phe Leu Ser Glu Ser Ser Asa Trp Phe Lys Lys Thr Asn Gly Asn
1125 1130 1135

Asn Ser Leu Asn Ser Glu Gln Glu His Ser Pro iys Gln Leu Val Tyr
1140 1145 1150

Leu Met Phe Lys Lys Tyr Val Lys Asn Gln Ser Phs Leu Ser Glu Lys
1155 1160 11653

Asn Lys Val Thr Val Glu Gln Asp Gly Phe Thr Lys Asn Ile Gly Leu
1170 1175 1180

Lys Asp Met Ala Phe Pro His Asn Met 3=r Ile Pha Leu Thr Thr Leu
1185 1190 1195 1200

Ser Asn Val His Glu Asn Gly Arg His Asn Gln Glu Lys Asn Ile Gln
1205 1210 1218

Glu Glu Ile Glu Lys Glu Ala Leu Ile Glu Glu Lys Val Val Leu Pro
1220 1225 1230

Gln Val His Glu Ala Thr Gly Ser Lys Asn Phe Leu Lys Asp Ile Leu
1235 1240 1245
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Ile Leu Gly Thr Arg Gln Asn Ile Ser Leu Tyr Glu Val His Val Fro
1250 1255 1260

val Leu Gln Asn Ile Thr Ser Ile Asn Asn Ser Thr Asn Thr Val Gln
1265 1270 127% 1280

Ile His Met Glu His Phe Phe Lys Arg Arg Lys Asp Lys Glu Thr Asn
1285 1230 1295

Ser Glu Gly Leu Val Asn Lys Thr Arg Glu Met Val Lys Asn Tyr Pro
1300 1305 1310

Ser Gln Lys Asn Ile Thr Thr Gln Arg Ser Lys Arg Ala Leu Gly Gln
1315 1320 1325

Phe Arg Leu Ser Thr Gln Trp Leu Lys Thr ile Asn Cys Ser Thr Gln
1330 1335 1340

Cvs Ile Ile Lys Giln Ile Asp His Ser Lys Glu Met Lys Lys Phe Ile
1345 1350 1355 1380

Thr Lys Ser Ser Leu Ser Asp Ser Ser Val Ile Lys Sex Thr Thr Gln
1365 1370 1375

Thr Asn Ser Ser Asp Ser His Ile Val Lys Thr Ser Ala Phe Pro Fro
1380 1385 1390

Ile Asp Leu Lys Arg Ser Pro Phe Gln Asn Lys Phs Ser His Val Gln
1395 1400 1405

Ala Ser Ser Tyr Ile Tyr Asp Fhe Lys Thr Lys Ser Ser Arg Ile Gln
1410 1413 1420

Glu Ser Asn Asn Phe Leu Lys Glu Thr Lys Ile Asn Asn Pro Ser Leu
1425 1430 1435 1440

Ala Ile Leu Pro Trp Asn Met Phe Ile Asp Gln Gly Lys Phe Thr Ser
1445 14530 1455

Pro Gly Lys Ser Asn Thr Asn Ser Val Thr Tyr Lys Lys Azg Glu Asn
1480 1465 1470

Ile Ile Phe Leu Lys Pro Thr Leu Pro Glu Glu Ser Gly Lys Ile Glu
1475 1480 1485

Leu Leu Pro Glm Val Ser Ile Glrn Glu Glu Glu Ile Leu Pro Thr Glu
1490 1495 1500

The Ser His Gly Ser Pro Gly His Leu Asn Leu Met Lys Glu Val Phe
1505 1510 1515 1520

Leu Gln Lys Ile Gln Gly Pro Thr Lys Trp Asn Lys Ala Lys Arg His
1525 1530 1535

Gly Glu Ser Ile Lys Gly Lys Thr Glu 3er Ser Lys Asn Thr Arg Ser
1540 1545 1550
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Lys Leu Leu Asn His His Ala Trp ARsp Tyr His Tyr Ala Ala Gln Ile
1555 15640 1565

Pro Lys Asp Met Trp Lvs Ser Lys Glu Lys Ser Prc Glu Ile Ile Ser
1570 1575 158¢

Ile Lys Gln Glu Asp Thr Ile Leu Ser Leu Arg Pro His Gly Asn Ser
1383 1580 1535 1860

His Ser Ile Gly Ala Asn Glu Lys Gln Asn Trp Pro Gln Azg Glu Thr
1605 1610 1615

Thr Trp Val Lys Gln Gly Gln Thr Gln Arg Thr Cys Ser Gln Ile Pro
1620 1625 1630

Pro Val Leu Lys Arg His Gln Arg Giu Leu Ser Ala Phe Gln Ser Glu
1635 1640 1845

Gln Glu Ala Thr Asp Tvr Asp Asp Ala Ile Thr Ile Glu Thr Ile Glu
1650 1655 1650

Asp Phe Asp Ile Tyr Ser Glu Asp Ile Lys Gln Gly 2ro Arg Ser Phe
1665 1670 1875 1680

Gln Gln Lys Thr Arg His Tyr Phe Ile Alaz Ala Val Glu Arg Leu Trp
1685 1690 1695

Asp Tyr Gly Met Ser Thr Ser His Val Leu Arg Asn Arg Tyr Gln Ser
1700 1705 1710

Asp Asn Val Pro Gln Phe Lys Lys Val Val Phe Glan Glu Phe Thr Asp
1715 1720 1725

Gly Ser Phe Ser Gln Pre Leu Tyr Arg Gly Glu Leu Asn Glu His Leu
1730 1735 1740

Gly Leu Leu Gly Prc Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met
1745 1750 17325 1780

Val Thr Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser
1765 1770 1775

Leu Ile Ser Tyr Lys Glu Asp Gln Arg Gly Glu Glu Pro Arg Arg Asn
1780 1785 1790

ehe val Lys Pre Asn Glu Thr Lys Ile Tyr Phe Trp Lys Val Gla His
1795 1800 1805

His Met Ala Pro Thr Glu Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Ala Tyr
1810 1815 182¢

Phe Ser Asp Val Asp Leu Glu Arg Asp Met His Ser Gly Leu Ile Gly
1825 1830 1835 1840

Pro Leu Leu Ile Cys His Ala Asn Thr Leu Asn Pro Ala His Gly Arg
1845 1850 1855
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Gln Val Ser val Gln Glu Phe Ala Leu Leu Phe Thr Ile Fhe Asp Glu
1860 1865 1870

Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Val Lys Arg Asn Cys Lys Thr
1875 1880 1885

Pro Cys Asn Phe Gln Met Glu Asp Pro Thr Leu Lys Glu Asn Tyr Arg
1890 1895 19420

the His Ala Ile Asn Gly Tyr Val Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu Val
1905 1810 1515 1920

Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Asn
1925 1930 13835

Asn Glu Asn Ile Gln Ser Ile His Phe Ser Gly His val Phe Thr val
1940 1945 1930

Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala Val Tyr Asn Leu Tyr Zro Gly
1955 1960 1865

val Phe Glu Thr Leu Glu Met Ile Pro Ser Arg Ala Gly Ile Trp Arg
1970 1975 1984

Val Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu Gln Ala Gly Met Ser Thr Leu
1985 1990 1985 2000

Phe Leu Val Tyr Ser Lys Gln Cys Gln Ile Pro Leu Gly Met Ala Ser
2005 2010 2015

Gly Ser Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala Ser Gly His Tyr Gly Gln
2020 2025% 2030

Trp Ala Pro Asn Leu Ala Arg Leu His Tyr Ser Gly Ser Ile Asn Ala
2035 2040 2045

Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile Lys Val Asp Leu Leu Ala
20540 2055 2060

Prc Met Ile Val His Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala Arg Sln Lys Phe
2063 2070 2075 2080

Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly
2085 2030 2095

Lys Lys Trp Leu Ser Tyr Gln Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met val
2100 2105 2110

Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys His Asn Ser Phe Asn
2115 2120 2125

Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Ser Ser
2130 2135 2140

Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu Leu Met Gly Cys Asp Leu Asn Ser
2145 2150 2155 2160

an
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Cys Ser Ile Bro Leu Gly Met Glu Ser Lys Val Ile Ser Asp Thr Gin
21865 2170 2175

Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro
2180 2145 2130

Ser GIn Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Thr Asn Ala Trp Arg Pro
2185 2200 2205

Gln Val Asn Asp Pro Lys Gln Trp Leu Gln Val Asp Leu Gln Lys Thr
2210 22135 2229

Met Lys Val Thr Gly Ile Ile Thr Gln Gly val Lys Ser Leu Phe Thr
2225 2230 2235 2240

Ser Met Phe Val Lys Gliu Phe Leu Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His
2245 2250 2255

HBis Trp Thr Gln Ile Leu Tyr Asn Gly Lys Val Lys Val Phe Gln Gly
2250 2265 2270

Asn Gln Asp Ser Ser Thr Prec Met Met Asn Ser Leu Asp Pro Fro Leu
2275 2280 2285

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ile Trp Glu His Gla Ile
2290 2295 2300

Ala Leu Arg Leu Glu Ile Leu Gly Cys Glu Ala Gin Gln Gln Tyx
2305 2310 2315

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 7:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
{A) DELKA: 40 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iity HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

CCTTCCTTTA TCCAAATACG TAGATCAAGA GGAAATTGAC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI $ IDENTIFIKACNIM CISLEM §:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 29 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

40
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(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:

GTAGCGTTGC CAAGAAGCAC CCTAAGACG 29

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 37 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line4mi
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(i) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE § IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

GAAGAGTAGT ACGAGTTATT TCTCTGGGIT CAATGAC 37

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § IDENTIFIKACNIM CISLEM 10;

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 33 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

CCTTTATCCA AATACGTAGC GTTTGCCAAG AAG 33

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 19 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineamni
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(ii)) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(ix) ZNAKY: o

(A) IMENO/OZNACENI: rizné znaky

(B) POZICE: 1..19

(D) DALSI INFORMACE: /poznamka= , R je A nebo GaN je A, T, G nebo C.*
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

AARCAYCCNA ARACNTGGG 19

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § IDENTIFIKACNIM CIiSLEM 12:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 25 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIiSLEM 12:

GCTCGCACTA GGGGGTCTTG AATTC 25

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 13:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 44 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: obé
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(A) DESCRIPTION: /desc = ,.oligonukleotidovy primer, dvouvlaknovy od nukleotidi
37-44, 3" konec krétkého vlakna blokovan aminoskupinou.
(i) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(ix) ZNAKY: ,
(A) IMENO/OZNACENT: riizné znaky
(B) POZICE: 37..44
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(D) DALSI INFORMACE: /poznamka= ,.dvouvliknovy v oblasti od nukleotidu 3744,
3’ konec je blokovan aminoskupinou pro redukci nespecifického nasedani
primeni.”

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACN{M CISLEM 13:

CTAATACGAC TCACTATAGG GCTCGAGCGG CCGCLCGGGC AGGT 44

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 parti bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(iiy TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNM CISLEM 14:

CCATCCTAAT ACGACTCACT ATAGGGCS 27

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 15:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineamni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 15:

CCATTGACAT GAAGACCGTT TCTC 24

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 16:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 pért bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrn{

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
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(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:

ACTCACTATA GGGCTCGAGC GGC 23

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 17:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineamni
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(ii)) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE $ IDENTIFIKACNIM CiSLEM 17:

GGGTGCARAG CGCTGACATC AGTG 24

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 18:

() CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 50 part bazi
(B} TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineami
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 18:

CCTCTCGAGC CACCATGTCG AGCCACCATG CAGCTAGAGC TCTCCACCTG 50

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 19:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 31 parii bazi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
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(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE $ IDENTIFIKACN{M CISLEM 19:

CGCECGECCG CGCATCTGEC AAAGCTGAGT T

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI $ IDENTIFIKACNIM CISLEM 20:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(ix) ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENTI: rtizné znaky
(B) POZICE: 25..27
(D) DALSI INFORMACE: /poznamka=,,V pozici 25, R je A nebo G.*

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 20:

GAAATAAGCC CAGGCTTTGC AGTCRAA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 21:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 22 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedmi

(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
{iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY: ,
(A) IMENO/OZNACENI: riizné znaky
(B) POZICE: 21..22
(D) DALSI INFORMACE: /poznamka=,.V pozici 22, N je A,G,C nebo T.*

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 21:

3l
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AGGAAAMTTCC ACTGGAACCT TN

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 22:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 25 parii bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(if) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(i) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(ix) ZNAKY: o
(A) IMENO/OZNACENI: rizné znaky
(B) POZICE: 1..25
(D) DALSI INFORMACE: /pozndmka=,,V pozici 25, N je A,G,C nebo T.“

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 22:
CTGGGGEETGA ATTCGAAGGT AGCGN

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 23:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 pard bazi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineami
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 23:

GAGTTCATCG GGAAGACCTG TTG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 24:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYPMOLEKULY: ostatni nukleova kyselina

25

23
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(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE 8 IDENTIFIKACNIM CISLEM 24:

ACAGCCCATC AACTCCATGC GARG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § IDENTIFIKACNIM CISLEM 25:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 19 périi bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedmi
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 25:

TCAGGGCAAT CAGGACTCC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI $ IDENTIFIKACNIM CISLEM 26:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 périi bazi
(B) TYP: nuk'leové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE $ IDENTIFIKACNIM CISLEM 26:

CCGTGGETGAA CGCICIGGAC C

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 27:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineAmi

-R7T .
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(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 27:

GTAGAGGTCC TGTGCCTCGC AGCC 24

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 28:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 27 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleové kyselina
(iif) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY: L
(A) IMENO/OZNACENI: rizné znaky
(B) POZIQE: 1..27
(D) DALSI INFORMACE:  /poznamka=,,S je Gnebo C, K je Gnebo T, R je A
neboG,aY je Cnebo T.*

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE $ IDENTIFIKACNIM CiSLEM 28:

GTAGAGSTSC TGKGCCTCRC AKCCYAG 27

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 29:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 péri bazi
(B) TYP: nukleové kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 29:

CTTICGCATGG AGTTGATGGG CTGT 24
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 30:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 22 péri bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedmi
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleové kyselina
(ii)) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE $§ IDENTIFIKACNIM CISLEM 30:

AATCAGGACT CCTCCACCCC CG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § IDENTIFIKACNM CISLEM 31:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineami
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleové kyselina
(iiiy HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 31:

GGATCCACCC CACGAGCTGG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § [DENTIFIKACNIM CiSLEM 32:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 24 pari bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA®: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi} POPIS SEKVENCE: SEKVENCE $ IDENTIFIKACNIM CiSLEM 32:

_ea _
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CGCCCTGAGG CTCGAGGTITC TAGG 24

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 33:

(i)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 22 pard bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linedmi

(i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina

(iiiy HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 33:

AATCAGGACT CCTCCACCCC CG 22

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 34:

(i)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 périi bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineami

(ii}) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(xi) POPIS SEKVENCE; SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 34:

CCTTGCAGGA ATTCGATTCA 20

{2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 35:

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 21 pari bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY': ostatni nukleova kysetina

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 35:

CCGTGGTGAA CGCTCTGGAC C

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 36:

(D)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA; 6402 pari: bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
{C) TYP VLAKNA: dvojité

{D) TOPOLOGIE: neni relevantni

(i) TYP MOLEKULY: cDNA na mRNA

(iii) HYPOTETICKA: ne

(vi) POVODNI ZDROI:

(A) ORGANISMUS: Prase

(ix) ZNAKY: ,
(A) IMENO/OZNACENI: CDS
(B) POZICE: 1..6402

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 36:

ATG
Met
1

GGC
Gly

TGG
Trp

AGA
Arg

CTG
Leu
65

CAG CTA GAG

Gln

TTT
Phe

GAC
Asp

7T
Phe
50

TAC
Tyr

Leu

AGT
Ser

TAC
Tyr
35

CCT
Pre

Lys

Glu

GCC
Ala
20

CGG
Arg

GCT
Ala

Lys

CTC TCC
Leu Ser
5

ATC AGG
Ile Arg

CAA AGT
Gln Ser

ACA GCG
Thr Ala

ACT GIG
The Val
70

ACC
Thr

AGA
Arg

GAA
Glu

CCA
Pre
55

TTC
Phe

TGT GTC TTT
Cys Val Phe
10

TAC TAC CTG
Tyr Tyr Leu
25

CTC CTC CGT
Leu Leu Arg
40

GGA GCT CTIT
Gly Ala Leu

GTA GAG TTC
Val Glu Phe

TG IGT CTC TTG

Leu

GGC
Gly

GAG
Glu

cCG
Pro

ACG
Thr
75

Cys

GCA
ala

CTG
Leu

TG
Leu
&0

GAT
Asp

Ieu

GTG
Val

CAC
His
45

GGC
Gly

CAR
Gln

Leu

Glu
30

GTG
Val

CCG
Pro

CTT
Leu

CCA
Bro
15

CTG
Leu

CIC
Leu

TCC
Jer

ACC
Thr

GTC
Val

AGC
Ser
80

21

48

S6

144

192

240




GTT
Val

TCT
Sar

TCC
Ser

Asp
145

CTG
Leau

ATT
Ile

ACC
Thr

GGG
Gly
223

GAT
Asp

TAT
Tyr

GTC
Val

ALT
Ile

GCC
Ala

GCT
Ala

CAT
Eis

GAR
Glu
130

GAT
Asp

Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

CAG
Gln
210

Lys

cce
Pro

GTC
val

TAC
Tyr

7T
Phe
290

AGG
Arg

GAG
Glu

cce
Pro
115

GGC
Gly

Lys

Glu

CTE
Leu

GCC
Ala
135

AAC
Asn

AGT
Ser

GCA
Ala

AAC
Asn

TGG
Trp
275

cTT
Leu

ccc
Pro

GTT
Val
100

GTT
val

GCT
Ala

GTC
Val

AAT
Asn

TCT
Ser
180

CTG
Leu

CTG
Leu

AGG
Arg
260

CAC

His

GAA
Glu

AGG
Arg
85

TAC
Ty

AGT
Ser

GAA
Glu

CTT
Leu

GGT
Gly
165

CAC
His

CTG
Leu

CAC
His

CAC
His

GCC
Ala
245

TCT
Ser

GTG
Val

GGC
Gly

CCA
Pro

GAC
Asp

CTT
Leu

TAT
Tyr

CCC
Fro
150

CCa

Pro

GTG
Val

GTT
Val

Glu

TCA
Sar
2340

AGG
Arg

CTG
Leu

ATT
Ile

CAC
His

CCA
PFrao

ACG
Thr

CAC
His

GAG
Glu
135

GGT
Gly

ACA
Thr

GAC
Asp

TGT
Cys

TTT
Phe
215

GCA,
Ala

GCC
Ala

CCA
Pro

GGA
Gly

ACG
Thr
29%
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GG
Trcp

GTG
val

GCT
Ala
120

GAT
Asp

Lvs

GCC
Ala

CTG
Leu

AGA
Arg
200

GTA
Val

AGA
Arg

CAG
Gln

GGT
Gly

ATG
Met
280

TTT
Phe

ATG
Met

GTC
val
105

GTC
Val

CAC
His

AGC
Ser

TCT
s2r

GTG
Val
185

Glu

CTA
Leu

AAT
Asn

CCT
Pro

CTG
Leu
265

GGC
Gly

CTC
Leu

GGT
Gly
90

GTT
Val

GGC
Gly

ACC
Thr

CAA
Gln

GAC
Asp
170

Lys

GGG
Gly

CTT
Leu

GAC
Asp

GCA
Ala
250

ATC
Ile

ACC
Thr

GTG
Val

CTG
Leu

ACC
Thr

ACC
Thr
158

CCA
Pro

GAC
Asp

AGT
Ser

TTT
Phe

TCC
Sex
235

ATG
Met

GGA
Gly

AGC
Ser

AGG
Arg

CIG
Leu

cTG
Leu

TCC

GGET
Gly

MG
Lys

Ser Phe

CAA
Gln
140

TAC
Tvr

CCA
Pro

CTG
Leu

CTG
Lau

GCT
Ala
220

TGG
Tep

CAC
His

TGT
Cys

CCG
2re

CAC
His
300

TGT
Cys

AAT
Asn

ACC
Thr
2405

GTC
Val

ACA
Thr

ACA,
Thr

CAT
His

Glu
285

CAT
His

CCT
Pro

AAC
Asn
110

TGG
Tro

G GAG
c Glu

TGG
Trp

CTC
Leu

TCG
Ser
150

AGA
Arg

TTT
Phe

CGG
Arg

ETC
vVal

ARG
Lys
270

GTG
Val

CGC
Arg

ACC
Thr
95

ATG
Met

AAA
Lys

AAG
Lys

CAG
Gln

ACC
Thr
175

GGC
Gly

GAR
Glu

GAT
AsDp

H

GCC
Ala

AAT
Asn
255

ARMA
Lvs

CAC
His

CAG
Gln

ATC
Ile

GCT
Ala

TCT
Ser

GRA
Glu

GTC
Val
140

TAC
Tyr

cTe
Leu

AGG
Arg

GAA
Glu

ATG
Met
24Q

GGEC

Gly

TCA
Ser

TCC
Ser

GCT
Ala

336

364

432

480

528

624

872

720

gle

91z




TCC
Ser
305

ATG
Met

CAT
His

CCC
Pro

TTG
Leu

TCT
Ser
385

TGG
Trp

GCGE
Ala

AGT
Ser

GCT
Ala

TCA
Ser
465

TTG

Leu

CAT
His

GGT
Gly

16
Leu

GAC
Asp

GGT
Gly

CAG
Gln

TAC
Tyz
370

cccC
Bro

GTG
Val

GTC
Val

GGT
Gly

TAC
Tyx
450

GGA
Gly

ATT
Ile

GGA
Gly

TGG
Trp

GAG
Glu

CcTT
Leu

GGC
Gly

CTG
Leu
355

GAC
Asp

TTT
Fhe

CAC
His

cece
Pro

CCT
Pro
435

ACG
Thr

ATC
Ile

ATA
Ile

ATC
Ile

Lys
515

ATC
Ile

GGC
Gly

ATG
Met
349

CGGE
Arg

TCG
Ser

ATC
Ile

TAC
Tyr

AGC
Ser
420

CAG
Gln

GAT
Asp

CTG
Leu

TTT
Phe

aACT
Thr
500

CAT
His

TCG
Ser

CAG
Gln
325

GAG
Glu

AGG
Arg

GAC
Asp

CAA
Gln

ATC
Ile
405

CCcC
Pro

CGA
Arg

GTA
Val

GGA
Gly

AAG
Lys
485

GAT
Asp

TTG
Leu

CCA
Pro
310

¢
Phe

GCT
Ala

Lys

ATG
Met

ATC
Ile
390

TCT
Ser

AGT
Ser

ATT

Ile.

BCTA,
Thr

CCT
Pro
470

"Asn

GTC
Val

Lys

CTA
Leu

CTA
Leu

CAC
His

GCT
Ala

GAC
Asp
373

ew
Arg

GCA
Ala

GAC
Asp

GGT
Gly

TTT
Phe
455

TTA
Leu

Lys

AGC
Ser

GAC
Asp
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ACT
Thr

CTG
Leu

GTC
Val

GAT
Asp
360

GTG
Val

TCG
Ser

GAG
Glu

AGA
Arg

AGG
Arg
440

AAG
Lys

CIT
Leu

GCG
Ala

GCT
Ala

ATG
Met
520

TTC
Phe

TIT
Ehe

RGA
Arg
345

GAR
Glu

GTC
Val

GTT
Val

GAG
Glu

AGT
Ser
425

Lys

ACT
Thr

TAT
Tyr

AGC
Ser

TTG
Leu
505

CCA
Pro

CTC
Leu

TGT
Cys
330

GTA
Val

GAG
Glu

CGG
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu
410

TAT
Tyr

TAC
TYL

CGT
Arg

GGA
Gly

CGA
Arg
490

cac
His

ATT
Ile

(43

ACT
Thr
3158
CAT
His

GAA
Glu

GAR,
Glu

CTC
Leu

AAG
Lys
395

GAC
Asp

Lys

Lys

Lys

GAA
Glu

CCA
Pro

CCA
Bro

CTG
Ley

GCT
Ala

ATC
Tle

AGC
Ser

GAT
Asp

GAT
Asp
380

TGG
Trp

AGT
Ser

Lys

eloyy
Ala
460

GTT
Val

TAT
Tyr

GGG
Gly

CCA
Pro

CAG
Gln

TCT
Ser

TGC
Cys

TAT
Tyr
365

GGT
Gly

CAT
His

GAC
Asp

CTC
Leu

GCT
Ala
445

ATT
Ile

GGA
Gly

AAC
Asn

AGA
Arg

GGA
Gly
525

ACA
Thr

TCC
Ser

GCC
Ala
350

GAT
Asp

GAC
Asp

CccC
Pro

TAC
Tyr

TAC
Tyr
430

CGA
Arg

elaic]
Pro

GAC
Asp

ATC
Ile

CTT
Leu
510

GAG
Glu

e
Phe

CAC
His
33%

GAG
Glu

GAC
Asp

GAC
Asp

RAR
Lvs

GCC
Ala
415

TTG
Leu

TTC
Phe

TAT
Tyr

ACA
Thr

TAC
Tyr
495

CTA

Leu

ACT
Thr

CTG
Leu
320

CAC
His

GAG
Glu

AAT
Asn

GTG
val

ACC
Thr
400

cce

Pra

AAC
Asn

GTC
Val

GAA
Glu

cTT
Leu
480

CCT
Pro

Lys

TTC
Phe

360

1008

1104

1152

1200

1248

1298

1344

1332

14490

1488

133¢




Lys

CCT
rre

545

GAT
Asp

TCT
Ser

ATC
Ile

Asn

CCA
Pro
625

TTT
Phe

TAC
Tyr

TCT
Sar

CTG
Leu

GGT
Gly
705

ATG

Met

TAT
Tyr

TAT
Tyr
530

CGG
Arg

CTG
Leu

GTA
Val

CTG
Leu

ATT
Ile
610

GAG
Glu

GAT
Asp

ATT
Ile

GGC
Gly

TTC
Phe
650

CTC

Lau

ACA
Thr

TAT
Tyr

AAn
Lys

TGC
Cys

GCT
Ala

GAC
Asp

TTT
Phe
595

CAG
Gln

TTC
Phe

AGC
Ser

CTA
Leu

TAC
Tyr
a75

cce

Pro

TGG
Trp

GCC
Ala

GAC
Asp

TaG
Trp

CTG
Leu

TCG
Ser

CaA
Gln
580

TCT
Ser

CGC
Arg

CRA
Gin

TG
Leu

AGT
Ser
560

ACC
Thr

TTC
Fhe

GTC
Val

TTA
Leu

AAC
Asn
740

ACA
Thr

ACC
Thr

GGA
Gly
565

AGA
Ary

GTA
Val

TTC
Phe

GCT
Ala

CAG
Gln
645

GTT
Val

TTC
Phe

TCA
Ser

CTA
Leu

CTG
Leu
725

ACT
Thr

GTG
Val
cGC
550
CcTC

Leu

GGA
Gly

TTC
Phe

CTC
Leu

TCT
Ser
830

CTG
Leu

GGA .

Gly

Lys

GGA
Gly

GGG
Gly
710

ARG
Lys

TAT
Tyr

ACT
Thr
535

TAC
Tyr

ATT
ile

AAC
Asn

GAT
Asp

ccc
Pro
615

AAC
Asn

TCG
Ser

GCA
Ala

CAC
His

GAA
Glu
495

TGC
Cys

GTG
Val

GAR
Gly

CZ 300959 B6

GTG
Val

‘TAC
Tyr

GGC
Gly

CAG
Gln

GAG
Glu
6C0

AAT
Asn

ATC
Iis

GTT
val

CAG
Gln

Lys
680

ACG
Thr

CAC
His

TAT
Tyr

GAT
Asp

GAA
Glu

I'CG
Ser

CCT
Pro

ATG
Met
585

AAT
Asn

CCG
Pre

ATG
Met

TGT
Cys

acG
Thr
6ES

ATG
Mat

GTC
Val

AAC

AGT
Ser

ATT
Ile
745

GAT
Asp

AGC
Ser

cTC
Leu
570

ATG
Met

CAA
Gln

GAT
Asp

CAC
His

TTG
Leu
650

GAC
Asp

GTC
Val

™C
Phe

TCA
Ser

TGT
Cys
730

CCA
Pra

GGG
Gly

TCC
Ser
555

CTC

Leu

TCA,
Ser

AGC
Ser

GGA
Gly

AGC
Ser
635
CAC
His

TTC
Fhe

TAT
Tyr

ATG
Met
GAC
715
GAC

Asp

GGC
Gly

CCA
Pro
540

GAC
Asp

TGG
Trp

TTA
Leu
620

ATC
Ile

GAG
Glu

CTC
Leu

GAA
Glu

TCA
Ser
700

TTG

Leu

AGG
Arg

TTC
Phe

! AAT

Asn

TGC
Cys

AAG
Lys

TAC
Tyr
605

CAG
Gln

AAT
Asn

GTG
Val

TCC
Ser

GAC
Asp
685

ATG
Met

CGEG
Ar

GAC
Asp

TG
Leu

ARG
Lys

CTA
Leu

TAC
Tyr

AGA
Arg
390

crc
Leu

Ccce
Pro

GGC
Gly

GCA
Ala

GTC
Val
870
ACA
Thr

GAR
Glu

Asn

ATT
Ile

CTG
Leu
750

TCC
Ser

GAG
Glu

Lys
275

AAC
Asn

GCA
Ala

CAG
Gln

TAT
Tyr

TAC
Tyzn
635

TTC
Phe

cTC
Leu

AAC
Asn

AGA
Arg

GGT
Gly
735

AGT
Ser

GAT
Asp

AAA
Lys
560

GAG
Glu

GAT
Asp

GTT
Val
640

TGG
Trp

TTC
Phe

ACC
Thr

CCh,
Pro

GGG
Gly
120

GGA
Gly

1632

15806

17746

1824

1872

1520

1348

2016

2064

2112

2160

2208

22356




ARG
Lys

AGT
Ser

GTG
Val
785

CTA

Leu

GCT
ala

GCT
ala

GCA
2la

CTT
Leu
365

TCT
Ser

ACG
Thr

CCG
Pro

Asn

GAG
Glu
945

Asp

AAT
Asn

GCGE
Ala
770

GAG
Glu

AGT
Ser

CCA
Pro

GAT
Asp

GCGE
Ala
8540

ACT
Thr

AGT
Ser

TTG
Leu

CAG
Gln

TCA
Ser
330

GAT
Asp

GGG
Gly

GTC
Val
755

AGC
Ser

CTT
Leau

GIC
Val

CAT
His

GAT
AsD

-

833

GCA
Ala

CcCcT
Fro

TCA
3er

TCA
Ser

GTT
Val
915

TCT

Sar

CAT
His

ATA
Ile

ATT
Iie

CAA
Gln

GAC
Asp

CCC
Ero

GGEC
Gly
820

TAT
Tyz

CGT
Arg

GAG
Glu

TCA
Ser

GCG
Ala
300

AAT

As3n

CAC
His

GAA
Glu

TTT
Phe

GBA
Glu

ARG
Lys

Cca
Pro

TCT
Ser
805

TCA
Sear

TTA
Leu

CTC
Leu

CCA
Pro

GAC
Asp
885

GAG
Glu

TTC
Phe

TTT
FPhe

AGC
Ser

Glu
965

ccc
Ero

Gln

CAG
Gln
780

GGT
Gly

TCC
Ser

CCT
Pro

AGA
Arg

GAG
Glu
370

CTT
Leu

ACT
Thr

AGG
Arg

ATT
Ile

TCC
Ser
830

AAG
Lys

AGA
Arg

TTC
Phe
775

TCT
Ser

GAT
Asp

TCA
Ser

GGA
Gly

CCA
Pro
855

Lys

CTA
Leu

GAA
Glu

AGT
Ser

GGG
Gly
935

CTG

Len

GAA
Glu

CZ 300959 B6

AGC
Sar
780

CAA
Gln

GGA
Gly

GGG
Gly

TCT
Ser

GCA
Ala
846G

GAG
Glu

GAG
Glu

ARG
Lys

AGG
Arg

Gln
920

GCT
Ala

GGA
Gly

AGA
Arg

TFT
Phe

AcCC
Thr

GAG
Glu

TCG
Ser

GAT
Asp
825

AGA
Arg

CTG
Leu

TG
Leu

ACT
The

ACA
Thz
945

TTA

Leu

GGT
Gly

GAA
Glu

GCT
Ala

GCC
Ala

ATC
Ile

AGA
Arg

ATG
Met
810

cTT
Leu

GAA
Glu

CAT
His

ARG
Lys

TCG
Ser
890

CAT
His

GGT
Gly

GTC
val

AAT
Asn

CAT
His
974

04 _

CAG
Gln

ACA
Thr

ACC
Thr
795

CTC
Leu

CAR
Gln

AGA
Arg

CAC
His

Lys
875

CCA
Pro

TCC
Ser

GCC
Ala

CCT
Pro

GTA
Val
955

GGA
Gly

BAT
Asn

AGT
Ser
780

CRAA
Gln

176
Leu

Glu

AAC
Asn

AGT
Ser
860G

c1T
Leu

ACA
Thr

TTA
Leu

ATT
Ile

TG
Leu
944

TCA

Ser

CCT
Pro

TCA
Ser
765

CCA
Fro

GCA
Ala

GGA
Gly

GCC
Ala

AGA
Arg

Glu

CTG
Leu

CAG
Gln

AGG
Arg

830

ACG
Thr
845

Gee
Ala

GAT
Asp

ATT
Ile

GGC
Gly

GTA
Val
925

GGC
Gly

CCA
Pro

GCT
Ala

GCC
Ala

GAA
Glu

TCA
Ser

CCA
Pro

cce
Pro
210

CTT

Leu

TCG
Ser

GTG
Val

TCA
Ser

cca
Pro

GAT
Asp

GAA
Glu

AAT
Asn
B15

AAT
Asn

CCA
Pre

AGA
Arg

Lys

TCA
Ser
89%

CCA
Pro

GGC
GlLy

ACT
Thr

GAG
Glu

CTG
Leu
975

CCT
Pro

GAC
Asp

GAA
Glu
800

CCT
Pro

GAG
Glu

TCC
Ser

GTA
Val

ATG
Met
880

GAC
Asp

CAC
His

Lys

GAG
Gla

AGT

Ser
560

ACC
Thr

2304

2352

2400

2443

2496

2544

2392

2640

2688

2736

2784

2832

28340

2928




Lys

ARG
Lys

GCA
Ala

AAT
Asn
1025

cCcC

Pro

CIT
Lau

GGG

TCGE
Sar

1105
CaG
Arg

TTG
Ley

ATT
Ile

TCA
Ser

GAG AGA GCA GAG ACT
Glu Arg Ala Glu Thr

1185

GAC GAT GTT
Asp Asp Val
980

GCA CGA GTT
Ala Arg Val
38S

GCT TTA
Ala Leu
10190

TTA
Leu

GLT
Ala

ACT ACA
Thr Thr

CTT
Leu

GGC
Gly

ARG
Lys

CTGE
Len

ACA TCT
Thr 3er
1060

CAG
Gln

GGG AGA
Gly Arg
1675

ARR GAG
Lys Glu
1090

ATG
Met

GCT GAT
Ala Asp

GTC
Val

GAA
Glu

GAG
Glu

ATG
Met

GTG
YVal
1149

CCT
Fro

CAG
Gln

CAC CAR
His Gln
1135

TTT
Phe

CAT GCG CCG
His Ala Pro
11790

TTA
Leu

TAC
Tyr

ACT GAG

Thr

TCG
Ser

GGA
Gly
1030

cce
Pro

AAC
Asn
1045

TCA GGA
Ser Gly

ATA CGG
Ile Arg

ATG CTT
Met Leu

CAA GGA
Gln Gly
1110

GAA AGG
Glu Arg
1125

TAT ACA GCG ACT GGA ACT
Ala Thr Gly Thr
1145

Tyr The

AGC
Ser

RCT
Thr

CCT
Pro

GTG
val

1190

CZ 300959 B6

TTT AAA GTT AAT ATC
Phe Lys Val Asn Ile

985

TTR ARA ACT AAT AGA
Leu Lys Thr Asn Arg

1000

ART AGG GCA

Glu Asn Arg Ala Ser

1015

TTA
Leu

AAT
Asn

CAT
His

AGC
Ser

CTA
Leu

TCG
Ser

TCA
Ser

GGA
Gly

AAR
Lys

1065

GCA
Ala
1080

GTG
Val

GTG
Val

CCC AAC AGC
Pro Asn Ser
1093

AAC GAT ACA
Asn Asp Thr

AGA GAA AAA
Arg Glu Lys

GAG CCC AGT

Glu Pro Ser val Glu

1180

CAA GAC AGC AGG
Gln Asp Ser Arg

1175

CARC ATA GCC CAT TTC
His Ile Ala His Phe

TCT TTG
Ser Leu

AAG ATT
Lys Ile

TCT GCA ACG
Ala Thr

1020

GTG
Val

TCA AAT
Ser Asn
1035

GAG CGA
Glu Arg
1050

GGC
GlLy

TCcT
Ser

GTG
Yal

ADA
Lvs

GAA GAG
Glu Glu

GAA
Glu

Glu

CTC
Leu

ACC
Thr
1100

CAC AGT CAA
His Ser Gln
1115

TTA GTC CAA
Leu vVal Gln
1130

ARG

Lys Asn

GTA GARA GGG

Gly

TCA,
Ser
1180

Ser Ala
1195

GTA AAG
Val Lys
990

ACA
Thr

CAC ATT
His Ile
1005

GAT
AsSp

TTT ATG
Phe Mat

GAC
Asp

TGG
Trp

ATA
Ile

ARA
Lys

AGT
Ser

CCh
Pro

CCccC
Pro

AAC
Asn

GAC
Asp

ARA
Lys

GGG
Gly
1040

GAG
Glu

1935

CAG
G1ln
1670

AGT
Ser

GGT
Gly

GAA CTG AGC
Glu Leu Ser
1085

TTT CTC ACT
Phe Leu Thr

GGA AAA AAG
Gly Lys Lys

GAA AAA GTC
Glu Lys Val

1135

TTC CTG AGA
Phe Leu Arg
1150

TTT GAT GGG
Phe Asp Gly
1165

TTA AAT GAT TCG
Leu Asn Asp Serx

TCA GCA ATT AGG GAA

Ile Arg Giu

TCT
Ser

Lys

AAC
Asn

TCT
Ser
1120

GAC
Asp

AAC
&sn

GGG
Gly

GCA
Bla

GAG
Glu
1200

2976

3024

3072

3120

3168

3254

3312

3360

34038

3456

3504

3352

3600




GCA
Ala

GCG
hla

CTA
Leu

ACC
Thr

BAC
Asn

TTG GAA GCC CCG
Leu Glu Ala Pro
1205

cce
Pre

CCC CGC CGC GTT
Pré Arg Arg Val
1220

GTT
Val

GAA
Glu

GAA ATA AAG CCT
Glu Ile Lys Pro
1235

GAA AGC
Glu Ser

CGG TGG TCT
Arg Trp Ser
1250

CZ 300959

GGA AAT CGA ACA
Gly Asn Arg Thr
1210

AAG CAG AGC TTG
Lys Gln Ser Leu
1225

GAA AGG GGG
Glu Arg Gly
12490

GIG
Val

AGT CCT ATC
Ser Pro Ile
1255

TTA
Leu

Bé

GGT
Gly

AAA
Lys

GTT
Val

CBA
Gln

GGT CCG AGG AGT
Gly Pro Arg Ser
1215

CCAa
Pro

CCG
Pro

ATC AGA CTC
Ile Arg Leu
1230

CAG
Gln

CTG
Leu

AAT GCC ACC
Asn Ala Thr
1245

TCA
Ser

GGA GCC AAA AGA
Gly Ala Lys Arg
1280

AAT
Asn

CCT
Pro

cTT
Leu

TCT
Ser

TR
Leu

1265

AAG
Lys

GGC
Gly

TTG
Leu

CAG
Gln

ATC
Ile

AGC
Ser

GCC
Ala

CTG
Leu

TTC
Phe

AcC
Thr

TG
Leu

CTG
Leu

1270

GGG
Gly

1285

CTG
Leu

GAG
Glu

ARG GCT
Lys Ala
1300

AAR
Lys

GCT
Ala
1315

GaG TTT
Glu Phe

CCT CAA AAA ACC
Pro Gln Lys Thr
1330

CTG
Leu

GAG
Glu

ATC
Ile

TTC
Phe

1345

GTA
Val

cce
Pro

AGG
Arg

CAT
His

GTT
val

CTT
Leu

AGC
Sexr

CAG
Gln

AAR
Lys

AGT
Ser

GCC
Ala

TCT
Ser

CTC
Leu

TCA
Jer

GAA ATG GCC GGA
Glu Met Ala Gly
1275

CTG
Leu

GCA GGC CCG
Ala Gly Pro
1290

TCT
Sez

GCA GGC TTG
Ala Gly Leu

1305

CCT
Pro

AAA GTIT
Lys Val
1320

AAT
Asn
1335

GIT TCT
Val Ser

AAR ACA CGG
Lys Thr Arg

1330

CGG
Arg

CGA GTT CAT
rg Val His

GGT CRA
Gly Gln

GCG TCC
Ala Ser

1283

GAA GCA

Glu Ala
1310

GAA GAC
Glu Asp

1323

TGC GCA CAC GGG
Cys Ala His Gly
134¢

GGA CCT GTT AAC
Gly Pro Val Asn
1355

GAT
Asp

CTC
Leu

CTG
Leu

AAC
Asn

GGA
Gly
1280

GGG
Gly

TCT
Ser

CTG
Leu

GGC
Gly

BAR
Lys
1360

AAT
Asn

Lys

ACG
Thr

AGA
Arg

CCT
Pro

GGA AGG
Gly Arg
1365

GAG
Glu

TGG
Tro
138C

GAA TCC
Glu Ser

GAC ATC ATC
Asp Ile Ile

AAR
Lys

ACT
The

CTA
Leu

AGT
Ser

CCcCc TcC
Pro Ser

ARG CTT
Lys Leu
1370

GAG AAG TCA CCA

Glu Lys Ser Fre
1385

TTA CCC CTG GAC
Leu Pre Leu Asp

CTG
Leu

AAA
Lys

CGT
Arg

CCG ATG
Pro Met
1375

GGT
Gly Pro

AGC
Ser

ACA
Tht
1390

GCT CTC
Ala Leu

CAC GAA RGC AAT
His Glu Ser Asn

13985

TCA ATA GUA GCA
Ser Ile Ala Ala
1410

AQRA
Lys

1400

AAT GAR GGA
Asn Glu Gly
1415

1405

can GCC
Gln Ala
1420

07

GAG ACC CAA AGA GAA
Glu Thr GIn Arg Glu

31648

3744

379z

3840

1988

3936

3084

40332

4080

4128

4176

4224

4272




GCC
Ala

GCC
Ala

TGG

Trp Thr

ACG AAG CAG GGA GGG CCT

Lys Gln Gly

CZ 300959 B6

GGA AGG CTG
Gly Arg Leu

TGC

Giy Pro Cys

1425
CCT CCG

Pro Pro

CCG
Pra

ACG
IL\hr

AAG
Lys

CCT
Pro

CGC
Arg

GTC
Val

GAG
Glu

GGA
Gly
14758

AGC
Ser

1490

GRG CAG
Glu Gln
1505

AARC

Asn Arg

CGG

Arg Glu

CTC
Leu

AAC
Asn

GARA
Glu

GAC
Asp

AGG

cTC
Leu

GCT
Ala

TTT
Fhe

Lys
1555

ARC
Asn

1570

TCC
Ser
1535

TTC
Phe

GCA
Ala

GAA
Glu

Lys

TAC
Tyr

CCT
Pro

AAR
Lys

1430

CTG CCGA CGG
Leu Arg Arg
1445

GAA GAC AAA
Glu Asp Lys
1460

GAA GAT TTT
Glu Asp Phe

TTT
Phe

CAG AAG
Gln Lys

GAT TAC
Asp Tyr
1510

TGG
Trp

AARC GGA
Asn Gly
1525

CAG
Gln

GCT GAC
Ala Asp
1540

3GC
Gly

CAC
His

TTG
Lau

GGG
Gly

ATC
Ile

ATG
Met

GTA
Val

TCG
Ser

AGC CTT
sSer

1550

CGA CAC
Arg His
1605

AAC
Asn

GTG CAG CAT
Val Gln His
1820

CAT
His

ATG
Met

GAC
Asp

AGA
Arg
1495

GGG
Gly

GAG
Glu

TCC
Ser

CTC
Leu

ACT
Thr
1575

ATT

Leu Ile Ser

TTC
Phe

CAC
His

AAA GCC TGG GCC TAC TTT

Ala Trp Ala Tyr Phe

1833

CAG AGGE

Gln Arg Asp

1435

GAC ATA AGC

Ile

1456

GAC TAT GAT
Asp Tyr Asp
1455

ATT TAC GGT
Ile Tyr Gly
1480

ACC CGA
Thr Arg

CAC
His

AGC
Ser

ATG

Met Glu

ccT
Pro

GTG
Val

GAT
Asp

GAG
Glu

TAT
Tyr

Ser
1515

CGG TTC AAG
Arg Phe Lys

1530

TTC
FPhe

ACG CAG
Thr Gln
1549

TTG GGA CCC
Leu Gly Prec
1560

TTC
Phe

ARA. ARC
Lys Asn

TCT TAT

Tyr

cCG
Pro

CAG
Gln

GTC
Val

CCA
Pro

181Q

ATG
Met

GCA

1625

TCT GAT GTT GAC CTG
Ser Asp Val Asp Leu

1640

CCG
Pro

TAC
Tyr

CAG
Gln

GAT
Asp
15953

AAT
Asn

CCC ACA GAA
2la Pro Thr Glu

CTT

Ser Leu

TTC
Fhe

ATC
Ile

GAT
Asp

GAA
Glu

GCT CCA RAG
Ala Pro Lys
1440

CCT ACT 'TT
Pro Thr Ehe
1453

GAA
Glu

TCa ACT
Ser Thr
1470
AAT CAG
Asn Gln

GAC
Asp

14895

TTC ATT
Phe Ile
1500

GAA TCC CCC CGG

Proc Arg

ARG
Lys

TCGE
Ser Tyr

Arg

GCG
Ala

GTG
Val

GCT
Ala

GCG
Ala

CTA AGA
Leu Arg
1520

GTG
Val

GTC TTC
Val Phe
1535

GGG GAA
Gly Glu

CGC
Arg
1550

GCG
aAla

GTT

Glu Val

1565

ECG TCT
Ala Ser
1580

GAT CAG
Asp Gln

GAA
Glu

ACC
Thr

GAC
Asp

GAR
zlu
1645

CGT
Arg

cce
Pra

TAT
Tyr

GAG
Gly

CAA
Gln

GGG
Gly
1600

AGA
Arg

ACT
Thr
1615

TAC
Ty

GAG
Glu
1630

TTT GAC
Phe Asp

ARA GAT GTG
Lys Asp Val

4320

4353

441¢

1464

1512

4560

4808

465¢

4704

4752

4800

4848

4396

4944




ATC
Ile

CAC TCA GGC
His Ser Gly
1650

TTG
Leu

CAC
His

GGT
Gly

2AC GCT
Asn Ala
1665

GCT
Ala

TTC
Phe

GAT
Rsp
1685

ACT
Thr

ATT
Ile

TTT
Phe

AAC
Asn

TGC CGG
Cys Arg
1700

GAR
Glu

AGG
Arg

AAR
Lys

GAA AAC TAT
Glu Asn Tyr
1715

CTG
Leu

ACA
Thr

CTC CCT GGC
Leu Pro Gly
1730

TTA
Leu

CTG CTIC
Leu Leu
1745

AGC
Ser

GGC
Gly

ATG
Met

GGA CAC
Gly His

GTG
Val

TTC AGT
Phe Ser
1765

CTC
Leu

TAC
Tyr

AAT
Asn

TAT CCG
Tyr Pro
1780

AAA
Lys

GTT
val

GGA ATT TGG
Gly Ile Trp
1745

GCT
Ala

GGG ATG AGC ACG
Gly Met Ser Thr
1810

CCA CTG GGA ATG GCT
Pro Leu Gly Met Ala
1325

TCA GGA CAG TAT GGA
Ser Gly Gln Tyr Gly
1845

TCC GGA TCA ATC AAT

CZ 300959 B6

GGC CCC CTT
Gly Pro Leu
1655

AGA CAA GIG
Arg Gla Val
1670

AAG
Lys

GAG ACA
Glu Thr

GCC CCC
Ala Pro

TGC
Cys

CGC TTC
Arg The

CAT
Eis

CIG
Leu

ATC TGC
Ile Cys

GTG CAA
val Gln
1878

ACC
Thr

TGG TAC
Trp Ty
1690

Ser

CAC CTG CAG
His Leu Gln
1705

GCA ATC
Ala Ile

AAT
Asn

1720

GTA ATG GCT
Val Met Ala
1735

AGC AAT GAR
Ser Asn Glu
1750

GTA CGG
Val Arg

ARA
Lys

GGET
Gly

GTC
val

TTT
Phe

CGA
Arg

ATA
Ile

GAA,
Glu
1800

ACT
The

TIC CTG
Phe Leu
1815

TCT
Ser
18390

GGA CGC
Gly Arg

CAG TGG GCC
Gln Trp Ala

GCC TGG AGC

Ser Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser

1560

CAG
Gln

AAT
Asn

CAA
Gln

ATC
Il=

CAT
His
1755

AAT
Asn

GAG GAG
Glu Glu
1770

Lys

GAG
Glu
1785

ACA GTG
Thr Val

TGC CTG ATT
Cys Leu Ile

GTG TAC AGC
Val Tyr Ser

ATT AGA GAT
Ile Arg Asp
1835

CCA ARG CTG
Pro Lys Leu
1850

ACC ARG GAT

Thr Lys Asp
1865

s 14 I

CGC GCC
Arg Ala
1660

Asn

TTT
Phe

GCT
Ala

GAA
Glu

TTC
Fhe

ACT
Thr

GAA
Glu

GAG
Glu

GAC
Asp
1710

ATG
Met

TAT GTG
Tyr Val
1725

GGC
Gly

AGG ATC
Arg Ile
1740

CGA
Arg

CAT
His

TCG
Ser

ATT
Ile

TAT
Tyr

ATG

Lys Met

ATG
Mat

CTA
Leu
1790

Glu

GGC
Gly

GAG
Glu
1805

CAC
His

AAG GAG TGT
Lys Glu Cys
18290

TTT CAG

Phe Gln Ile

GCC AGA
Ala Arg

CTT
Leu

CCC CaAC
Proe His

TCC
Ser
1870

AAC ACC

ATC ACA

CTG

Thr Leu

TTT
Fhe
1680

CTG
Leu

AAT
Asn
1635

GTS
Val

ACT
Thr

cce
Pro

ATG
Met

GAT
AsSp

TGGE
Trp

TAT
Tyr

TT
Phe

AGC
Ser
1760

GCC
Ala
1775

GTG
Val

[e{ofe]
Pre

TCC
Jer

CTG

Leu Gln

CAG.
Gln

GCT
ala

GCT
Ala
1840

Thr

CAT TAT
His Tyr
1855

TGG ATC
Trp Ile

4992

5040

5088

5136

5184

5232

5240

5328

5376

5424

5472

5520

55618

3616




AAG GTG GAT
Lys Val Asp

1875

GGT GCC CGT
Gly Ala Arg
1890

ATG TAC AGT
Met Tyr Ser
1905

ACG GGC
Thr Gly

ACC
Thr

ARA
Lys

CAC
His

AAT
Asn

CAC
His

CCA
Pro

ACA
Thr

CTG
Leu

TTG
Leu Ala

TTT
Phe

CAG
Gln

AAG
Lys

CTT
Leu

GAC
Asp

feleled
Gly

CZ 300959 Bé

GCA CCA ATG ATC

Pro Met Ile
1880

TCC AGC
Ser Ser
18395

crC
Leu

AGG
Arg

ARC
Asn

TGG
Tep

1910

ATG
Met
1825

GTC
Val

TTA
Leu

ATT TTT AAC
Ile Phe Asn
1940

CAT TAC AGC
His Tyr Ser

1555

GGC
Gly

TGT GAT
Cys Asp
1570

GCG ATA TCA
Ala Ile Sear
1985

TTT
FPhe

GCC
Ala

ACC
Thr

ACG
Thr

AAT GCC
Asn Ala

GTG
Val

CTG
Leu

GAC
Asp

2035

GTG
Val

ARG TCC
Lys Ser
2050

AGT
Ser
2048%

AGT CAG

ACG AAG GTT
Thr Lys Val

Ser Gln Asp

TTA
Ley

AAC AGT
Asn Ser

GAC
Asp

TCA CAG
Ser Gln

TTC
Phe

TTT
Phe

GGC
Gly

ccT
Pro

ATT
Ile
1645

GCG
Pro

ATC
Ile

CGC AGC
Arg Ser
1860

TGC AGC
Cys Ser
13875

ATG
Met

ATC ACG
Ile Thr

GCC
Ala

1990

TCT CCT
Ser Pro
2005

TGG
Trp

TGS
Trp
2020

CGA CCC
Arg Pro

CAG AAG ACG
Gln Lys Thr

CTG CTC AGC
Leu Leu Ser

GAC GGL CGC

Gly Arg

2070

TTT
rhe
2085

TCA CAR
Ser Gln

GCC
Ala

CGGE GTG
Arg val

AGC
Ser
2025

GTG AAG
Val Lys
2040

Yal

AGC ATG TAT

Ser Met Tyr Val

20583

CGC TGG ACC
Arg Trp Thr

GTC ACA

GGC
Gly

ATT CAC
Ile His

TAC ATC
Tyr Ile

TCC
Ser

ATC ATG ACC
Ile Met Thr
1885

CAG
Gln

ATC
Ile

TTT
Phe

1900

CAG AGT TAC
Gln Ser Tyr
1815

AAT GTG GAC
Asn Val Asp
1930

GTG GCT
Val Ala

CGG
Arg

CTT
Leu

ACT
Thr

cse
Arg

ccc
Pre

CTG
Ley

GGA
Gly

CGA
ALg

GGG AAT
Gly Asn

GCA
Ala

TCT
Ser

GGG
Gly

CAG
Gln

ATC
ile

TCC
Ser
1520

ATT
Ile

1335

TAC
Tyr

ATC CGT
Ile Arg
1950

ATG
Met
1565

GAG
Glu

TTG
Leu

ATG
Met

CAG
Gln

AAT
asn

1580

TCC CAC
Ser His
1993

TCC
Ser

CGA CTT CAC
Arg Leu His
2010

AGC GCA
Ser Ala

GAG
Glu

GGC
Gly

ATC

Thr Ile

GTG AAG

Lys

GAG
Glu

2060

CTG
Leau

TTT <TT
Phe Leu
2075

CAG GGC AAT CAG GAC TCC TCC ACC
Gln Gly Asn Gln Asp Ser Ser Thr

2090

AGC
Ser

AAT
Asn

CTA
Leu

CTC
Leu

CAG
Gln

GGG
Gly

75

Leu

ATG
Mat

AAR
Lys

ATA
Ile
2000

CGG
Arg

201%

TGG
Trp
2030

GAG
Glu

CTG
Leu

ACC
Thr
2045

ACC CAG
Thr Gln

TTC
Phe

cTe
Leu

GTGz
Val

GAC
Asp

CAG
Gln

GGC
Gly

ccc
Fro

GTG
Val

GTG
val
2095

CAG
Gln

GGC
Gly

TCC
Ser

CAC
His
2080

BLAC
Asn

5664

5712

5760

53808

SE36

5904

5952

€000

6048

6096

6144

6152

6288



GCT
Ala

AGC
Ser

GCA
Ala

CTG GAC CCC CCG
Leu Asp Pro Pro

2100

TGG GCG CAG CAC
Trp Ala Gln His

2115

CZ 300959 B6

CTG TTC ACG CGC TAC CTG AGG ATC CAC CCC ACG
Leu Phe Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pzo Thr
2116

2105

ATC GCC CTG AGG CTC GAG GTT CTA GGA TGT GAG
Ile Ala Leu Arg Leu Glu Val Leu Glv Cys Glu
2120

CAG GAT CTC TAC TGA
Gln Asp Leu Tyr

21349

-

2125

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 37:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 2134 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: lineamni

(i) TYP MOLEKULY:: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 37:

Met Gln Leu Glu Leu

1

Gly Phe

Trp Asp

Arg Phe
50

Leu Tyr
65

val Ala

Gln Ala

Ser His

Ser Glu
130

Asp Asp
145

Leu Lys

Ser

Tyr
35

Arg

Glu
Pro
115
Gly

Lys

Glu

Ala

20

Arg

Ala

Lys

Pro

Val

100

Val

Ala

Val

Asn

5

Ile

Gln

Thr

Thr

Arg

85

Tyr

Glu

Leu

Gly
165

Ser Thr Cys Val

Arg

Ser

Ala

Val

70

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

150

Pro

Arg Tyx

Glu Leu
44

Pro Gly
S5

Phe Vval

Pro Trp

Thr Val

His Ala

iz¢

Glu Asp
135

Gly Lys

Thr Ala

Ty

25

Leu

Ala

Glu

Met

Val

105

Val

His

Ser

Ser

1n

Phe

10

Len

Arg

Leu

Phe

Gly

90

Val

Gly

Thr

Gln

Asp
170

Leu

Gly

Glu

Pro

Thr

75

Leu

Thr

Val

Ser

Thr

155

Pro

Cys Leu Leu

Ala

Leu

Lau

60

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

1490

Tyr

Pro

Val

His

45

Gly

Gln

Gly

Lys

Phe

123

Arg

Val

Cys

Glu

30

Val

Pro

Leu

Pro

Asn

119

Trp

Glu

Tep

Leu

Pro I

15

Leu

Asp

Ser

Fhe

Thr

85

Met

Lys

Lys

Gln

Thr
175

€336

6384

8402

Ser

Thr

Val

Ser

80

Ile

Ala

Ser

Glu

Val

160

Tyt




Ser

Ile

+J
je
H

Gly

225

Asp

Tvr

Val

Ile

Ser

305

Met

His

Pro

Leu

Ser

385

Tro

Ser

Ala

Ser
465

Tyr

Gly

Gln

21C

Lys

Pro

Val

Tyr

Phe

290

Leu

Asp

Gly

Gln

Tyr

370

Pro

Val

val

Gly

Tyr

450

Gly

Leu
Ala
195

2dsn

Ser

Asn

Trp

275

Lau

Glu

Leu

Gly

Leu

355

Asp

Phe

His

Pro

Pro

435

Thr

Ile

Ser

130

Leu

Leu

Trp

Pro

Arg

260

His

Glu

Ile

Gly

Met

340

Arg

Ser

Ile

Tyr

Ser

420

Gln

Asp

Leu

His

Leu

His

His

Ala

245

Ser

val

Gly

Ser

Zln

325

Glu

Arg

Asp

Gln

Ile

405

Pro

Arg

Val

Gly

Val

val

Glu

Ser

230

Arg

Leu

Ile

His

Pro

310

Phe

Ala

Lys

Met

Ile

390

Ser

Ser

Ile

Thr

Pro
470

CZ 300959 B6

Asp

Cys

Phe

215

Ala

Ala

Pro

Gly

Thr

295

Leu

Leuy

His

Ala

Asp

375

Arg

Ala

ASp

Gly

Phe
455

Leu

Leu

Arg

200

Val

Arg

Gln

Gly

Met

280

Phe

Thr

Leu

Val

Asp

360

Val

Ser

Glu

Arg

Arg

440

Lys

Leu

Val
185
Glu

Leu

Asn

Leu

263

Gly

Ley

Phe

Phe

Arg

345

Glu

Val

Val

Glu

Ser

425

Lys

The

Tvr

Lys

Gly

Leu

Ala

250

Ile

Thr

Val

Leu

Cys

330

Val

Glu

Arg

Ala

Glu

410

Tyxr

Tyr

Arg

Gly

Asp

Ser

Phe

Sex

235

Met

Gly

Ser

Arg

Thr

315

His

Glu

Glu

Lau

Lys

3385

Asp

Lys

Lys

Lys

Glu
475

Leu

Leu

Ala

220

Trp

Hisz

Cys

Pro

His

300

Ala

Ile

Ser

Asp

Asp

380

Lys

Trp

Ser

Lys

Ala

460

Val

Asn Ser
150

Thr Arg
205

Val Phe

Thr Arg

Thr val

His Lys

270

Glu Val
285

His Arg

Gln Thr

Ser Ser

Cys Ala
356G

Tyr Asp
385

Gly Asp

His Pro

Asp Tyr

Leu Tyr

430

Ala Arg
4453

Ile Pro

Gly Asp

Gly

Glu

Asp

Ala

Asn
255

Gln

Phe

His

335

Glu

Asp

Asp

Lys

Ala

415

Leu

Phe

Tyr

Thr

Leu

Arg

Glu

Met

240

Gly

Ser

Sar

Ala

Leu

320

His

Glu

Asn

Val

Thr

400

Pro

Asn

Val

Glu

Leu
4890




Leu

His

Gly

Lys

Pro

545

Asp

Ser

Ile

Asn

Ser
Leu
Gly
705

Met

Tyr

Ser

Ile

Gly

Trp

Tyr

5340

Arg

Leu

val

Leu

Ile

610

Ile

Ile

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

595

Gln

1u Fhe

Asp

Ile

Gly

Phe

630

Leu

Thr

Asn

Ala
770

Ser

Leu

Tyr

675

Pro

Trp

Ala

Asp

Val

755

Jer

Phe

Thr

500

His

Trp

Leu

Ser

Gln

580

Seyr

Arg

Gln

Leu

Ser

66C

Thr

Phe

Val

Leu

Asn

740

Ile

Gln

Lys

485

Asp

Leu

Thre

Thr

Gly

563

Arg

Val

Phe

Ala

Gln

645

Val

the

Ser

Leu

Leu

723

Thr

Glu

Lys

Asn

Val

Lys

Val

Arg

350

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

&30

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

710

Lys

Tyr

Pro

Gln

CZ 300939 Bé6

Lys

Ser

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

BAla

His

Glu

695

Cys

Val

Glu

Arg

FPhe
775

Ala

Ala

Met

520

Val

Tyr

Gly

Gln

Glu

600

Ila

Val

Gln

Lys

680

Thr

His

Tyr

Asp

Ser

760

Gln

Ser

Leu

505

Pro

Glu

Ser

Pro

Met

585

Asn

Pro

Met

Val

Asn

Ser

Ile

745

Phe

Thr

1N

Arg

499

His

Ile

Asp

Ser

Leu

570C

Mat

Gln

Asp

His

Lau

830

Asp

val

Phe

Ser

Cys

730

Pro

Ala

Ile

Pro

Pro

Lau

Gly

Ser

555

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

635

His

Phe

Tyr

Met

Asp

715

Rsp

Gly

Gln

Thr

Tyr

Gly

Pre

Pro

540

Ile

Ile

Asp

Trp

Leu

620

Ile

Glu

Leu

Glu

Ser

700

Leu

Arg

Phe

Asn

Ser
780

Asn

Arg

Gly

525

The

Asn

Cys

Lys

Tyr

605

Gln

Asn

Val

Ser

Asp

685

Met

Arg

Asp

Leu

Ser

765

Pro

Ile

Leu

510

Glu

Lys

Leu

Tyr

Arg

590

Leu

Pro

Gly

Ala

Val

670

Thr

Glu

Asn

Ile

Leu

750

Arg

Glu

Tyr
495
Leu
Thr
Ser
Glu
Lvs
575

Asn

Gln
Tyr
Tyr
655

Phe

Leu

Arg
Gly
735
Ser

Pro

Asp

Pre

Lys

Phe

Asp

Lys

560

Glu

Val

Glu

Asp

Val

640

Trp

Thr

Pre

Gly

720

Asp

Gly

Pro

Asp




Val

785

Leu

Ala

Ala

Ala

Len

963

Ser

Thr

Pro

Glu

945

Lys

Lys

Ala

Gly

Ser

Pro

Asp

Ala

850

Thr

Ser

Leuy

Gln

Ser

830

Glvy

Asp

Ala

Ala
1010

Leu

Val

His

Asp

833

Ala

Pro

Ser

Ser

Val

9135

Ser

His

Ile

Asp

Arg

395

Leu

Asn Thr Thr

1025

Pro Leu Gily

Leu Leu Thr

Asp Pro

Pro Ser
805

Gly Ser
820

Tyr Leu

Arg Leu

zlu Pro

Ser Asp

ag%

Ala Glu
300

Asn Phe

His Phe

Glu Ser

Phe Glu

965
Val Leu
980
Val Tyr

Leu Thr

Ala Ser

Gln

790

Gly

Ser

Pro

Arg

Glu

874¢

Leu

Thr

Arg

Ile

Ser

950

Lys

Phe

Leu

Glu

Gly
1030

CZ 300959 B6

Ser Gly Glu
Asp Gly Ser
Ser Ser Asp

825

Gly Ala Arg
840

Pro Glu Leu
8s5

Lys Glu Leu
Leu Lys Thr
Glu Arg Thr

905

Ser Gln Leu
920

Gly Ala Gly
935

Leu Gly Glu
Glu Arg Ala
Lys Val Asn

285

Lys Thr Asn
10006

Asn Arg Ala
1015

Lau Aspn His

Lys Asn Pro Leu 3er Ser

1045

Arg

Met

g1o

Leu

Glu

His

Lys

Ser

830

His

Gly

Val

Asn

His

970

Ile

Arg

Ser

Val

Thr

755

Leu

Gln

Arg

His

Lvs

875

Pro

Ser

Ala

Pro

Val

833

Gly

Ser

Lys

Ala

Gln

Leu

Glu

Asn

Ser

860

Leu

Thr

Leu

Ile

Leu

540

Ser

Pro

Leu

Tle

Thr
1020

Ala Leu

Gly Gln

Ala Arg
830

Thr Ala
845

Ala Glu

Asp Ser

Ile Pro

Gly Pre
g1

Val Leu
925

Gly Ser

Pro Val

Ala Ser

Val Lys
590

His Ile
1005

Fhe Met

Ser Asn Trp Ile

1035

Glu Arg Gly Pro Ser

1050

Glu

Pro

Arg

Lys

Ser

895

Pro

Gly

Thr

Glu

Leu

975

Thr

Asp

Asp

Lys

Pro

1055

Glu
300

n Pro

Glu

Ser

Val

Met

380

His

Ser
960
Thr
Asn
Asp
Lys
Gly

1040

Glu

Ser Ser Gly Ser Gly Lys Ser val Lys Gly Gln Ser Ser

1060

1065

10790

Gly Gln Gly Arg Ile Arg val Ala Val Glu Glu Glu Glu Leu Ser Lys

1075

16840

1085
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Gly Lys Glu Met Met Leu Pro Asn Ser Glu Leu Thr Phe Leu Thr Asn
109¢C 1095 1100

Ser Ala Asp Val Gln Gly Asn Asp Thr His Ser Gln Gly Lys Lys Ser
1105 1110 1115 1120

arg Glu Glu Met Glu Arg Arg Glu Lys Leu Val Gln Glu Lys Val Asp
1125 1130 1135

Leu Pre Gln Val Tyr Thr Ala Thr Gly Thr Lys Asn Phe Leu Arg Asn
1140 1145 1150

Ile Phe His Gln Ser Thr Glu Pro Ser Val Glu Gly Phe Asp Gly Gly
1155 1160 1165

Ser His Ala Pro Val Pro Glm Asp Ser Arg Ser Leu Asn Asp Ser Ala
1170 1175 1180

Glu Arg Ala Glu Thr His Ile Ala His Phe Ser Ala Tle Arg Glu Glu
1185 113¢Q 119s 1200

Ala Pro Leu Giu Ala Pro Gly Asn Arg Thr Gly Pro Gly Pro Arg Ser
1205 1210 1215

Ala val Pro Arg Arg Val Lys GIln Ser Leu Lys Gln Ile Arg Leu Pro
122¢ 1225 1230

Leu Glu Glu Tle Lys Pro Glu Arg Gly Val Val Leu Asn Ala Thr Ser
1235 1249 1245

Thr Arg Trp Ser Glu Ser Ser Pro Ile Leu Gln Gly Ala Lys Arg Asn
1250 1255 1280

Asn Leu Ser Leu Pro Phe Leu Thr Leu Glu Met Ala Gly Gly Gln Gly
1265 1270 1278 1280

Lys Ile Ser Ala Leu Gly Lys Ser Ala Ala Gly Pro Leu Ala 3er Gly
1285 1280 1285

Lys Leu Glu Lys Ala Val Leu Ser Ser Ala Gly Leu Ser Glu Ala Ser
1300 1305 1316

Gly Lys Ala Glu Phe Leu Pro Lys Val Arg Val His Arg Glu Asp Leu
1313 1320 1325

Leu Pro Gln Lys Thr Ser Asn Val Ser Cys Ala His Gly Asp Leu Gly
1330 1335 1340

Gln Glu Ile Phe Leu Gln Lys Thr Arg Gly Pro Val Asn Leu Asn Lys
1345 135G 1355 1350

Yal Asn Arg Pro Gly Arg Thr Pro Ser Lys Leu Leu Gly Pro Pro Met
1365 1370 1375

Pro Lys Glu Trp Glu Ser Leu Glu Lys Ser Pro Lys Ser Thr Ala Leu
1380 1385 139¢

1ing
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Arg Thr Lys Asp Ile Ile Ser Leu Pro Leu Asp Arg His Glu Ser Asn
13355 1400 1445

His Ser Tle Ala Ala Lys Asn Glu Gly Gln Ala Glu Thr Gln Arg Glu
1410 1415 1420

Ala Ala Trp Thr Lys Gln Gly Gly Pre Gly Arg Leu Cys Ala Pro Lys
1425 1430 1435 1440

Pro Pre Val Leu Arg Arg His Gln Arg Asp Ils Ser Leu Prc Thr Phe
1445 1450 1455

Gin Pro Glu Glu Asp Lys Met Asp Tyr Asp Asp Ile Phe Ser Thr Glu
1480 1465 1470

Thr Lys Gly Glu Asp Phe Asp Ile Tyr Gly Glu Asp Glu Asn Gln Asp
1475 1480 148%

Pro Arg Ser Phe Gln Lys Arg Thr Arg His Tyr Phe Ile Ala Ala Val
1480 1485 1508

Glu Gln Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser Glu Ser Pro Arg Ala Leu Arg
1505 1510 1515 1520

Asn Arg Ala Gln Asn Gly Glu Val Pro Arg Phe Lys Lys Val Val Phe
1525 15340 1335

Arg Glu Fhe Ala Asp Gly Ser Phe Thr Gln Pre Ser Tyr Arg Gly Glu
1540 1543 1550

Leu Asn Lys His Leu Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val
1555 1560 1563

Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr
1570 1575 1580

3er Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr Pro Asp Asp Gla Glu Gln Gly
1585 1550 1595 1600

Ala Glu Pro Arg His Asn Phe Val Gln Fro Asn Glu Thr Arg Thr Tyr
1805 1610 1615

Phe Trp Lys Val Gln His His Met Ala Pro Thr Glu Asp Glu Phe Asp
1620 1825 1630

Cys Lys Ala Trp Ala Tyr Phe Ser Asp Val Asp Leu Glu Lys Asp Val
1635 1640 1645

His Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu Ile Cys Azg Ala Asn Thr Leu
1650 1455 16580

Asn Ala Ala His Gly Arg Gln Val Thr Val Gln Glu Phe Ala Leu Phe
1865 1670 1675 1680

Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Val
1685 1640 1635
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Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys His Leu Gln Met Glu Asp Pro Thr
1700 1705 1710

Leu Lys Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala Ile Asn Gly Tyr Val Met Asp
1715 1720 1725

Thr Leu Pro Gly Leu Val Mat Ala Gln Asn Gln Arg Ile Arg Trp Tyr
1730 1735 1740

Leu Leu Ser Met Gly .Ser Asn Glu Asn Ile His Ser Ile His Phe Ser
1745 1750 1755 1760

Gly His Val Phe Ser Val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala Val
1765 1770 1775

Tyr Asn Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu Thr Val Glu Met Leu Pro Ser
1780 1785 1790

Lys Val Gly Ile Trp Arg Ile Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu Gln
1795 1800 1805

Ala Gly Met Ser Thr Thr Phe Leu Val Tyr Ser Lys Glu Cys Gln Ala
1810 1813 1820

Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly Arg Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala
1825 1830 1835 1840

Ser Glv Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr
1845 18so 18355

Ser GLy Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Asp Pro His Ser Trp Ile
1860 1865 1870

Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Met Thr Gln
1975 1880 1885

Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gin Phe Iles Ile
189¢C 1885 1800

Met Tyr Ser Leu Asp Gly Arg Asn Trp Gln Ser Tyr Arg Gly Asn Ser
1905 1910 1915 1320

Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ala Ser Gly Ile
1825 1930 1835

Lys His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Val Ala Axg Tyr Ile Arg Leu
1940 1945 1550

His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg Mzt Glu Leu Met
1435 1960 1965

Gly Cvs Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Gln Asn Lys
1870 1975 193¢

Ala Tle Ser Asp Ser Gln Ile Thr Ala Ser Ser His Leu Ser Asn Ile
13985 1990 1995 2000

_ T




@)
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Phe Ala Thr Trp Ser Pro Ser Gln Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg
2005 2010 2015

Thr Asn Ala Trp Arg Pro Arg Val Ser Ser Ala Glu Glu Trp Leu Gln
2020 2025 203C

Gl
'—J
b

Val Asp Leu Gln Lys Thr val Lys Val Thr Gly Ila Thr Thr Gln
2035 2040 2045

Val Lys Ser Leu Leu Ser Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe Lesu val Ser
2050 2055 2060

Ser Ser Gln Asp Gly Arg Arg Trp Thr Leu Phe Leu Gln Asp Gly His
2085 2070 2075 2080

Thr Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp Ser Ser Thr Prsé Val Val Asn
2085 2090 2095

Ala Leu Asp Pro Pro Leu Phe Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Prc Thrx
2100 2105 21190

Ser Trp Ala Gln His Ile Ala Leu Arg Leu Glu Val Leu Gly Cys Glu
2113 2120 2125

Ala Gln Asp Leu Tyr *
2130

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CiSLEM 38:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA; 4334 parii bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: dvojité

(D) TOPOLOGIE: neni relevantni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA na mRNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(vi) PUVODNI ZDROJ:

(C) INDIVIDUALNT IZOLAT: Faktor VIII postradajici doménu B
(ix) ZNAKY: o

(A) IMENO/OZNACENI: CDS

(B) POZICE: 3..4334

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 38:

GA ATG CAG CTA GAG CTC TCC ACC TGT GTC TTT CTG TGT CTC TTG CCA

Met Gln Leu Glu Leu Ser Thr Cys Val Phe Leu Cys Leu Leu Pro
1 5 10 13

47




T
Leu

TCC
Ser

ACC
Thr

GTC
val

AGC
3er
an

ATC
Ile

GCT
Ala

TCT
Ser

GAA
Glu

GTC
Val
150

TAC
Tyr

CTC
Leu

AGG
Arg

GAA
Glu

GGC
Gly

TGG
Trp

AGA
g

CTG
Leu
65

GTT
Val

CAG
Gln

TCT
Ser

TCC
Ser

GAC
Aszp
143

cTa
Leu

TCA
Ser

ATT
Ile

ACC
Thr

GGG
Gly
225

TTT
Fhe

GAC
Asp

TTT
Fhe

TAC
Tyr

GCC
Ala

GCT
Ala

CAT
His

Glu
130

GAT 1

Asp

Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

CAG.

Gln
210

Lys

AGT
Ser

TAC
Tyr
35

CCT
Pro

ARA
Lys=

AGG
Arg

GAG
Glu

CcccC
Pro
115

GGC
Gly

Lys

GAA
Glu

CTG
Leu

GCC
Ala
183

AAC
Asn

AGT
Ser

GCC
Ala
20

CGG
Arg

GCT
Ala

BAG
Lys

cCC
Pre

GTT
val
100

GTT
val

GCT
Ala

GTC
Val

AAT
Asn

TCT
Ser
180

CTG

Leu

CTG
Leu

TGG
Trp

ATC
Ile

CAR
Gln

ACA
Thr

ACT
Thr

AGG
Azrg
83

TAC
Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu

CTT
Leu

GGT
Gly
163

CAC

His

CTG
Leu

CAC
His

CAC
His

AGG
Arg

AGT
Ser

GCG
Ala

GTG
Val
70

CCA
Pro

GAC
Asp

CTT
Leu

TAT
Tyr

cce
Pro
150

CCA
Pro

GTG
val

GTT
Val

GAA
Glu

TCA
Ser
230

CZ 300959 B6

AGA
Arg

Glu

CCA
Bro
53

TTC
Phe

CCA
Pro

ACG
Thr

CAC
His

GAG
Glu
135

GGT
Gly

ACA
Thr

GAC
Asp

TGT
Cys

TTT
Fhe
215

GCA
Ala

TRC
Tyr

CTC
Leu
40

GGA
Gly

GTA
Val

TGG
Trp

GTG
Val

GCT
Ala
120

GAT
Asp

ARA
Lys

GCC
Ala

CTG
Leu

AGA
Arg
200

GTA
Val

AGA
Arg

TAC
Tyr

CcTC
Leu

GCT
Ala

GAG
Glu

ATG
Met

GTC
Val
105

GTC
Val

CAC
His

AGC
Ser

TCT
Ser

GTG
Val
185

GAL
Glu

CTA
Leu

AAT
Asn

- 1N0 _

CTG
Leu

CGT
Arg

CTT
Leu

TTC
Phe

GGT
Gly
50

GTT
Val

GGC
Gly

ACC
Thr

CAA
Gln

GAC
Asp
170

Lys

GGG
Gly

CTT
Leu

GAC
Asp

GGC
Gly

GAG
Glu

CCG
Pro

ACG
Thr
75

CTG
Lau

AcC
Thr

GTC
Val

AGC
Ser

ACC
Thr
15%

CCA

Pro

GAC

AGT
Ser

TTT
Fhe

TCC
Ser
235

GCA
Ala

CTG
Leu

TTG
Leu
80

GAT
Asp

CTG
Leu

CTG
Leu

TCC
Ser

Gln
140

TAC
Tyr

CCA
Pro

CTG
Leu

CTG
Leu

GCT
Ala
220

TGG
Trp

GTG
val

CAC
His
15

GGC
Gly

CAB
Gln

GGT
Gly

AAG
Lys

TTC
Phe
125

AGG
Arg

GTC
Val

TGT
Cys

AAT
Asn

ACC
Thr
205

GTC
Val

ACA
Thr

GAR
Glu
30

GTG
Val

CcCG
Pro

CTT
Leu

CCT

AAC
Asn
110

TGGE
Trp

GAG
Glu

TGG
Tzp

CTC
Leu

TCG
Ser
190

AGA
Arg

TTT
Phe

CGG
Arg

CTG
Leu

GAC
Asp

TCA
Ser

TTC
Fhe

ACC
The
95

ATG
Met

Lys

AAG
Lys

CAG
Gln

ACC
Thr
175

GGC
Gly

GAA
Glu

GAT
Asp

GCC
Ala

143

239

287

335

383

431

479

s27

575

623

718




ATG
Met
240

GGG
GLly

TCA
Ser

CTG
Leu

320

CAC
His

GAG
Glu

ART
Asn

GTG
Val

ACC
Tht
400

CcCcC

Pro

AAC
Asn

GTC
Val

GAT
AsSp

TAT
Tyr

GTC
Val

ATT
Ile

TCC
Ser
305

ATG
Mat

CAT
His

CCC
Pro

TIG
Leu

TCT
Ser
385

TGE

Tro

GCG
Ala

AGT
Ser

GCT
Rla

cce
Pro

GTC
Val

TAC
Tye

TTT
Phe
230

TTG
Lau

GAC
Asp

GGT
Gly

CAG
Gln

TAC
Tyr
370

ccc
Pro

GTG
Yal

GTC
Val

TAC
Tyr
450

GCA
Ala

AARC
Asn

TGG
Tep
273

CTT
Leu

GAG
Glu

CTT
Leu

GGC
Gly

CTG

Leu
335

GAC
Asp

TTT
Phe

CAC
His

CCT
Fro

AGG
Arg
260

CARC
His

GRA
Glu

ATC
Ile

GGC
Gly

AlG
Met
340

CGG

Arg

TCG
Ser

ATC
Ile

TAC
Tvr

AGC
Ser

420

CAG

GAT
Asp

GCC
Ala
245

TCT
Ser

GTG
Val

GGC
Gly

TCG
Ser

CAG
Gln
325

GAG
Glu

MGG
Arg

GAC
Asp

CAA
Gln

ATC
Ila
405

CccC

Pro

CGA
Arg

GTA
Val

AGG
Arg

CTG
Leu

ATT
Ile

CAC
His

CCA
Fro
310

TTC
Fhe

GCT
Ala

Lys

ATG
Met

ATC
Ile
189

TCT

Ser

AGT
Ser

ATT
Ile

ACA
Thr

CZ 300959 B6

GCC
Ala

CCA
Pro

GGA
Gly

ACG
Thr
295

CTA
Leu

CTA
Leu

CAC
His

GCT
Ala

GAC
Asp
375

e(e]e
Arg

GCA
Ala

GAC
Asp

GGT
Gly

TTT
Phe
455

CAG
Gln

GGT
Gly

ATG
Met
230

TTT
Phe

ACT
Thr

CTG
Leu

GTC
val

GAT
Asp
360

GTGE
Val

TCG
Ser

GAG
Glu

AGA
Arg

AGG
Arg
440

AAG
Lys

CeT
Pro

CTG
Leu
265

GGC
Gly

CTC
Leu

TTC
Phe

TTT
Phe

AGA
Arg
345

Glu

GTC
Val

GTT
val

GAG
Glu

AGT
Ser
425

AbdA

Lys

ACT
Thr

GCA
Ala
250

TC
Ile

ACC
Thr

GTG
Val

CcTC
Leu

TGT
Cys

330
GTA
val

GAG
Glu

CGG
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu
410

TAT
Tyr

TAC
Tyr

CGT
Arg

ATG
Met

GGA
Gly

AGC
Ser

AGG
Arg

ACT
Thr
315

CAT
His

cTC
Leu

AAG
Lys
395

GAC
Asp

Lys

RAA

Lys

Lys

CAC
Hiz

TGT
Cys

CCG
Pro

CAC

His
300

feloyy
Ala

ATC
Ile

AGC
Ser

GAT
Asp

GAT
Asp
380

ARG
Lys

TGG
Tep

AGT
Ser

Lys

GCT
Ala
460

ACA
Tht

CAT
His

Glu
285

CAT
His

CAG
Gin

TCT
Ser

TGC
Cys

TAT
Tyr
363

GGT
Gly

CAT
His

GAC
Asp

CTC
Leu

. GCT

Ala
445

ATT
Ile

GTC
Val

AAG
Lys
270

GTG

val

CGC
Arg

ACA
Thr

TCC
Ser

GCC
Ala
350

GAT
Asp

GAC
Asp

ccce

Tro’

TAC
Tyr

TAC
Tyt
430

CGA
Arg

cCcaG
Pro

AAT
Asn
255

Lys

CAC
His

CAG
Gln

TTC
Phe

CaC
His
335
GAG
Glu

GAC
Asp

GAC
Asp

Lys

GCC
Ala
415

TTG

Leu

TTC
Phe

TAT
Tyr

767

315

863

811

859

1067

1055

1103

1151

1199

1247

1295

1343

1391




Glu

CTT
Leu
430

cCT
Pre

Lys

TTC
Fhe

Asp

Lys
560

GAR
Giu

GTC
Val

Glu

GAT
Asp

GTT
Val
540

TGG
Trp

TTC
Phe

TCA GGA ATC

Ser
4635

TTG
Leu

CAT
His

GGT
Gly

AAG
Lys

CCT
Pro
545

GAT

TCT
Ser

ATC
Ile

AAT
Asn

CCA
Pro
625

T™TT
Phe

TAC
Tyr

TCT
Sar

Gly

ATT
Ile

GGA
Gly

TGG
Trp

TAT
Tyr
230

elele]
Arg

CT&
Leu

GTA
Val

CTG
Leu

ATT
Ile
610

GAG
Glu

GAT
Asp

ATT
Tie

GGC
Gly

Ile

ATA
Ile

ATC
Ile

Lys
515

Lys

TGC
Cys

GCT
Ala

GAC
Asp

TTT
Phe
59%

CAG
Gln

TTC
Phe

AGC
Ser

CTA
Leu

TAC
Tyr
675

CTG
Leu

TTT
Phe

ACT
Thr
500

His

TGG
Trp

CTG
Leu

TCG
Ser

CAA
Gln
580

TCT

Ser

CcGC
Arg

Gln

™G
Leud

AGT
Ser
660

ACC
Thx

GGA
Gly

AAG
Lys
48%

GAT
Asp

TTG
Leu

ACA
Thr

ACC
Thr

GGA
Gly
565

AGA
Arg

GTA
Val

TTC
Fhe

GCT
Ala

CAG
Gln
645

GTT
Val

TTC
Phe

cCT
Pro
470

AAT
Asn

GTC
Val

Lys

GTG
Val

€GC
Arg
350

CTC

Leu

GGA
Gly

TIC
Phe

CTC
Leu

TCT
Ser
630

CcTG
Leu

GGA
Gly

Lys

CZ 300959 Bé6

TTA
Leu

Lys

AGC
Ser

GAC
Asp

y

ACT
Thr
535

TAC
Tyr

ATT
Ile

AAC
Asn

GAT
Asp

CcCcC
Pro
613

AAC

Asn

TCG
Ser

GCA
Ala

CAC
His

CTT
Leu

GCG
Ala

GCT
Ala

ATG
Met
520

GTG
Val

TAC
Tyx

GGC
Gly

CAG
Gln

GAG
Glu
600

AAT
Asn

ATC
Ile

GTT
Val

CAG
Gln

Lys
680

TAT
Tyr

AGC
Ser

TTG
Leu
505

CCA
Pro

GAA
Glu

TCG
Ser

CCT
Pro

ATG
Met
885

AAT
Asn

CCG
Pro

ATG
Met

TGT
Cys

ACG
Thr
665

ATG
Met

GGA
Gly

CGA
Arg
490

CAC
His

ATT
Ile

GAT
Asp

AGC
Ser

CTC
Ley
570

ATG
Met

Gin

GAT
Asp

CaAC
His

TTG
Leu
650

GAC
Asp

GTC
Val

GAA
Glu
475

CCA
Pro

CCA
Pro

CTG
Leu

GGG
Gly

TCC
Ser
555

CTC
Leu

TCA
Ser

AGC
Ser

GGA
Gly

AGC
Ser
635

CAC

His

TTC
Phe

TAT
Tyr

GIT
Val

TAT
Tyr

GGG
Gly

CCA
Pro

CCA
Pro
5440

ATT
Ile

ATC
Ile

GAC
Asp

TGG
Trp

TTA
Leu
820

ATC
Ile

GAG
Glu

CTC
Leu

GAA
Glu

GGA
Gly

AAC
Asn

AGA
Arg

GGA
Gly
525

ACC
Thr

AAT
Asn

TGC
Cys

ARG
Lys

TAC
Tyr
605

CAG
Gln

AAT
Asn

GTG
Val

TCC
Ser

GAC
Asp
685

GAC
Asp

ATC
Iie

CTT

Leu
510

GAG
Glu

AAG
Ly=

CTA
Lau

TAC
Tyr

AGA
Arg
5%0

CTC
Lau

cce
Pro

GGC
Gly

GCA
Ala

GTC
Val
670

ACA
Thr

ACA
Thr

TAC
Tyr
495

CTA

Leu

ACT
Thr

TCC
Ser

GAG
Glu

Lys
375

Asn

Ala

CAG
Gln

TAT
Tyr

TAC
Tyr
633

TTC
Phe

CTC
Leu

1439

1487

1535

1583

1631

16739

1727

1775

1823

1871

1519

1967

2015

2063




ACC
Thr

CCA
Pro

GGG
Gly
720
GAT

Asp

GGA
Gly

CCG
Pro

AAG
Lys

CGC
Arg
g00
CAG
Gln

AGG
Arg

Gly

Asn

GAC
830

TTC
fhe

CTG
Leu

GGT
Gly
705

Met

TAT
Tyr

AAG
Lys

GAG
Glu

GGA:
Gly
785

AGC

Ser

CTC
Leu

GCT
Ala

TTT
Phe

Lys
8485

AAC

Asn

TAC
Tyz

TTC
Phe
630

CTC
Leu

ACA
Thr

TAT
Tyr

AAT
Asn

GAA.

Glu

770
Glu

TTT
Phe

TGG
Trp

CAG
Gln

GCT
Ala
850

CAC

His

ATC
Ile

TCG
Ser

cce
Pro

GCC
Ala

GAC
Asp

GAT
Asp

CAG
Gln

GAT
Asp

AAC
Asn
835

GAC
Asp

TTG
Leu

ATG
Meat

AGC
Ser

TTC
Phe

GTC

TTA
Leu

AAC
Asn
740

ATT
Iie

Lys

TTT
Phe

AAG
Lys

TAC
Tyr
B20

GGA
Gly

GGC
Gly

GGG
Gly

GTA
Val

2TT
Leu
300

TCA
Ser

TA
Leu

CTG
Leuy
725

ALT
Thr

A2,
Glu

ATG
Met

GAC
Asp

AGA
Arg
805

GGG
Gly

GAG
Glu

TCC
Ser

CTC
Leu

ACT
Thr
885%

ATT
Ile

GGA
Gly

GGG
Gly
710

ARG
Lys

TAT
Tyr

ccc
Pro

GAC
Asp

ATT
Ile
730

ACC
Thr

ATG
Met

GTG
Val

TTC
Phe

TTG
Leu
870

TTC

Phe

TCT
Ser

CZ 300959 Bé

GAA
Glu
895

TGC
Cys

GTG
Val

GAA
Glu

AGA
Arg

TAT
Tyr
775

TAC
Tyr

Arg

AGC
Ser

CCT
Pro

ACG
Thr
855

GGA
Gly

AARD
Lys

TAT
Tyr

ACG
Thr

CAC
His

TAT
Tyr

GAT
Asp

GAC
Asp
760

GAT
Asp

h

GGT
Gly

CAC
His

GAR
Glu

CG&
Arg
840

CAG
Gln

cce
Pro

AAC
Asn

CCe
Pro

GTC
Val

ARC
BAsn

AGT
Ser

ATT
Ile
745

ATA
Ile

GAT
Asp

GAG
Glu

TAT
Tyr

TCC
Ser
825

TTC
Phe

cce
Pro

TAC
Tyr

CAG
Gln

GAT
Asp
305

TCA
Ser

TGT
Cys
730

CCA
Pro

AGC
Ser

ATC
Ile

GAT
Asp

TTC
Phe
810

ccc
Ero

AAG
Lys

TCG
Ser

ATC
Ile

GCGE
Ala
290

GAT
Asp

C ATG
s Met

GAC
Asp
715

GAC
Asp

GGC
Gly

CTT
Leu

TTC
Phe

GAA
Glu
735

ATT
Ile

CGG
Arg

AAG
Lys

TAC
Tyr

AGA
Arg
875

TCT
Ser

Gln

TCA
Sar
7290

TTG
Leu

AGG
Arg

TTC
Phe

ceT
Fro

TCA
Ser
780

AAT
Asn

GCT
Ala

GCG
Ala

GTG
Val

CGC
ArLg
860

GCG
Ala

CGT
Arg

GAG
Glu

ATG
Metc

CGG
Arg

GAC
Asp

TTG
Leu

ACT
Thr
765

ACT
Thr

CAG
Gln

eleley
Ala

CTA
Leu

GTC
val
845

GGG
Gly

GAA
Glu

CCC
Pro

CAA
Gln

GAA
Glu

AAC
Asn

ATT
Ile

CTG
Leu
750

TTT
rhe

GAA
Glu

GAC
Asp

GTG
val

AGA
Arg
830

TTC

Phe

Glu

GTT
Val

TAT
Tyr

GGG
Gly
910

Asn

AGA
Arg

GGT
Gly
735

AGT
Sar

CAG
Gln

ACS
Thr

CCT
Pro

GAG
Glu
g15

Asn

CGG
Arg

crTC
Leu

GAR
Glu

TCC
Ser
8%5

GCA
Ala

2111

2159

2207

2303

2351

2399

2447

2485

23543

2591

2639

2735




Glu

TGG
Trp

AAM
Lys

TCA
Sar

960

GCT
Ala

ACT
Thr

RGG
Arg

ARA
Lys

CTC
Leu
1040

CTIC AGC

Leu

CAC
His

Asn

GTT
val

GGG ATG AGC
Gly Met Ser

1120

Val

Gly

CAC
His
315

CCT
Pro

CGA
Arg

GTG
Val
$30

CAG

Lys Gln

GCC
Ala
945

TGG
Trp

GCC
Ala

TTG
Leu

ATC
Ile

GGC
Gly

CAC
His

GGT
Gly

GCT
Rla

TTT
Phe

GAT
Asp
895

ATT
Ile

AAC
Asn

TGC CGG
Cys Arg
1010

GAA AAC TAI
Glu Asn Tyr
1025

GGC TTA
Gly Leu

ccT
PLo

ATG GGC

Ser Met Gly

GTG
1075

CTC
Leu

TAT CCG
Tyr Pro
1090

GGA ATT
Ile

TGG

1195

Thr

AAC
Asn

CAT
His

TAC
Tyr

GGC
Gly

AGA
Arg
980

GAG

Glu

GCC
Ala

cGe
Aryg

GTA
Val

AGC
Ser
1060

GGT
Gly

CGA

Trp Arg

ACG ACT

Thr

TTC
Phe

CAC
His

TTT
Phe

cCcC
Pro
L

CAA
Gln

ACA
Thr

ccc
Pro

TTC
Phe

ATG
Met
1045

BAAT
Asn

TTC AGT GTA CGG
Phe Ser Val Arg

GTC
val

ATA
Ile

TTC
Phe
1125

ARA

CZ 300959

GTC
Val

CAG
Gln

ATG
Met

GCA
Ala
935§

TCT
3er
950

GAT
Asp

CTT
Leu

CTG
Leu

GTG
Val

ACC
Thr

AGC
Sar

ARG
Lys

TGC
Cys

CAC
His

‘TGG

CCA
Pro
920

GAA
Glu

AAT
Asn

Ccco
Pre

ACA GAA
Thr Giu

GTT
Yal

GATZ
Asp

CTG
Leu

GC
Ary
970

TGC
Cys

ATC
Ile

GIG
Val

CRA
Gln
985

Glu

TAC
Trp Tyr
1000

TTC
Phe

CTG CAG
Leu Gln

ATG
Met

1015

CAT GCA
His Ala
1030

GCT CAG
Ala Gln

Glu

Lys Lys

TTT
Phe

GAG
Glu
1095

GAR TGC
Glu Cys
1110

LTG GTG
Leu Val

ATC
Ile

AAT
Asn

GGC
Gly

AAT
Asn

CAA
Gln

AGG
Arg

. TTT

ACC
Thr

AGA
Arg

ACT
Thr
925

GAC
Asp

GAG
Glu
340

TTT
Phe

GAA
Glu
955

GAT

Lys Asp

GCC
Ala

AAC
Asn

ACC
Thr

GCT
Ala

CTG

Ehe Leu

ACT
Thr

GAA
Glu

AAT
Asn

TAC
Tyr

GAC
Asp

)
GT

val

CTG
Leu

TTT
Phe
4390

GTG
Val

1005

GAG
Glu

GAC CcC
Asp Pro
1020

TAT GTG ATG
Tyr Val Met
1035

ATC
Ile

CGA. TGG
Arg T

1030

ATC
Ile

CAT
His
1063

TCG
Ser

GAG GAG TAT
Glu Glu Tyr
10860

ACA GIG
Thr val

CTG ATT &
Leu Ile

TAC AGC
Tyr Ser

AAG
Lys
1130

I o

ATT
Ile

CAT
His

TTT
Ph=

ATG GCC

Lys Met Ala

1083

ATG
Met

CTA CCG
Lau Pro
1100

CTG
Leu

GAG
Glu
1115

CAC
His

GAG TGT
Glu Cys

CAG
Gln

ACT
Thr

GAT
Asp

TAT
Tyr

AGC
Ser

TTT
Fhe

TeC
Cys

CAC
His

AAC
Asn
973

TTC
Phe

GAA
Glu

CTG
Leu

ACA
Thr

CTG
Leu
1055

GGA
Gly

1070

GTG
Val

CAA
Gln

GCT
Ala

TAC
TvyE

Lys

GCT
Ala

CCA
Fra
1135

2783

2831

2879

2927

3023

3071

3119

3167

3213

3263

3359

3407




CTG
Leu

GGA ATG
Gly Met

GGA CAG TAT

aCT TCT GGA
Ala Ser Gly
1140

GGA CAG TGS

CZ 300959 Bo

¢Ge
Arg

GCC

Gly

GGA
Gly

GTG
Val

GCC
Ala

Gin Tyr Gly

Gln

1155

TCA ATC AAT
Ser Ile Asn
1170

GAT CTG
Asp Leu
1185

TG
Leu

CGT CAG
Arg Gln

AAG
Lys

1200

TAC
Tyr

GGC
Gly

CAC
His

CCA
Pro

TGT
Cys

1280

ATA
Ile

GCC
Ala

AAT
Asn

GAC
Asp

AGT
Ser

CTT
Leu

GAC
Asp

ACC
Thr

TTA ATG
Leu Mat

GLCC
Ala

GCA
Ala

TTT
?he

GGG
Gly

Trp Ala

TGG
Trp

AGC
Ser

ACC
Thr

ATT AGA GAT TTT
Ile Arg Asp Phe

CCA AAG CTG GCC
Pro Lys Leu Ala

1150

ARG
Lys

1175

ATG ATC
Met Ile
11890

CCA
Pro

TCC AGC CTC
Ser Ser Leu
1205

XGG AAC
Arg Asn

TGG
Trp

1220

GTC
Val

1235

AAT
Asn

ATT TTT
Ile Phe
1250

ACA CAT TAC
Thr His Tyr
1265

GAT TTA AAC
Asp Leu Asn

TCA
Ser

GAC TCA
Asp Ser

ACC
Thr

TGG TCT
1315
GCC

Ala
1330

CTG CAG AAG ACG GIG

1345

ARC
Asn

AGC
Sex

AGT
Ser

GGC
Gly

TTC
Phe

TTT
Phe

CCa
Pro

ATT
Ile

CCT
Pro

ATT
Ile

TAC
Tyr

CAG
Gln

ARAT
Asn
1240

GTG
Val

1255

ATC
Il=

CGC AGC
Arg Sar
1270

TGC AGC ATG
Cys Ser Met
1285

CAG ATC ACG GCC

Gln

1300

CCT

Trp Ser Pro Ser

TGG CGA CCC CGG
Trp Arg Pro Arg

Ile Thr Ala

TCA CAA GCC

Gin Ala

GTG AGC
Val Ser

ACT
Thr

CCC
Pro

TCC
Ser

CGA
Arg
1320

AGC GCA GAG
Saer Ala Glu

1335

1350

CAG
Gln
1145

AGA

ATC
Ile

CTT

GAT
Asp

CAC
His

ATC
Ile

AGT
Ser
1225

GTG
Val

GCT
Ala

CTT
Leu

CTG
Leu

TCC
Sar
13645

crr
Leu

AAG GTC ACA GGC ATC
Leu GIn Lys Thr val Lys val Thr Gly Ile

Arg Leu

TCC
Ser

cce
Fro

CAC
Eis

ACA GCT TCA
Thr Ala Ser
1150

TCC
Ser

CAT TAT
His Tyr
1165

TGG
Trp

ATC
Tle

AAG
Lys

1180

GGC
Gly

ATC ATG
Ile Met
1195

TCC CAG
Ser Gln
1210

TAC CGA

Tyr Arg

GAC GCA
Asp Ala

TCT
Ser

CGG TAC
Arg Tyr

ATC
Ile

ACC
Thr

CAG
Gln

GGT
Gly

ATC
Ile

ATC
Ile

ATG
Met
1215

AAT
Asn

TCC
Ser
1230

ACG
Thr

GGe ATT AAA
Gly Ile Lys
1245

CGT TTG
Arg Leu

CAC
His

1260

CGC ATG GAG
Arg Met Glu
1275

CAG
Gln

GGA ATG
Gly Met
1290

CAC CTA
His Leu

AGC
Ser

cre
Leu

CAG
Gln

CAC
His

GAG
Glu

TGG
Trp

134¢

ACC ACC
Thr Thr
1355

TG ATG
Leu Met

GGC
Gly

GCG
Ala
1295

AAT AAA
Asn Lys

AAT ATA
Asn Ile
1310

TTT
Phe

GGG CGG ACG
Gly Arg Thr
1325

CTG CAG GTG
Leu Gln Val

CAG GGC GTG
Gln Gly val

3455

3351

3599

3847

36953

3743

3791

3839

3887

3935

3983

4031

4079
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AAG TCC CTG CTC AGC AGC ATG TAT GTG AAG GAG TTC CTC GTG TCC AGT 4127
Lys Ser Leu Leu Ser Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe Leu Val Ser Ser
1360 1365 1370 1375

AGT CAG GAC GGC CGC CEC TGG ACC CTG TTT CTT CAG GAC GGC CAC ACG 417%
Ser Gln Asp Gly Arg Arg Trp Thr Leu Phe Leu Gln Asp Gly His Thr
1380 1385 1380

AMRG GTT TTT CAG GGC ARAT CAG GAC TCC TCC ACC CCC GTG GTG AAC GCT 4223
Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp Ser Ser Thr Pro Val Val Asn Ala
1395 1400 1405

CTG GAC CCC CCG CTG TTC ACG CGC TAC CTG AGG ATC CAC CCC ACG AGC 1271
Leu Asp Pre¢ Pro Leu Phe Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Thr Ser
1419 1415 1420

TGG GCG CAG CAC ATC GCC CTG AGG CTC GAG GIT CTA GGA TGT GAG GCA 4319
Trp Ala Gln His Ile Ala Leu Arg Leu Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala
1425 1430 1435

CAG GAT CTC TAC TGA 4334

Gln Asp Leu Tyr *
1440

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 39:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1444 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linearni

(i) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 39:

Met Gln Leu Glu Leu Ser Thr Cys Val Phe Lau Cys Lau Leu Pro Leu
1 5 10 15

Gly Phe Ser Ala Ile Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser
20 25 30

Trp Asp Tyr Arg Gln Ser Glu Leu Leu Arg Glu Leu His Val Asp Thr
35 40 45

Arg Phe Pro Ala Thr Ala Pro Gly Ala Leu Pro Leu Gly Pro Ser Val
50 53 60

Leu Tyr Lys Lys Thr Val Phe Val Glu Phe Thr Asp Gln Leu Fhe Ser
63 70 75 80

val Ala Arg Pro Arg Pro Pro Trp Met Gly Leu Leu Gly Pro Thr Ile
85 9¢ 95

Gln Ala Glu Val Tyr Asp Thr Val Val Val Thr Leu Lys Asn Met Ala
100 105 lio




Ser

Asp

145

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

225

Tvr

Val

Ile

Ser

305

Met

His

PED

Leu

Ser
385

His

Glu

130

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

210

Pro

Val

Tyr

Phe

290

Leu

Asp

Gly

Gln

Tyr

370

Bro

Val

Pro

115

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala
185

Asn

Ser

Ala

Trp
275
Leu

GLu

Leau

Leu
355
Asp

Phe

His

Val

Ala

Val

Asn

Ser

180

Leu

Leu

Arg
260

His

Glu

Gly

Met

340

Arg

Ser

Ile

Ser

Glu

Leu

Gly

165

Eis

Leu

His

His

Ala

245

Ser

Val

Gly

Ser

Gln

325

Glu

Arg

Asp

Gln

Ile
40%

Leu

Tyr

Pro

150

Pro

Val

Val

Glu

3er -

230

Arg

Leu

Ile

His

Pro

310

Phe

Ala

Lys

Met

Ile

390

Ser

CZ 300959 B6

His

Giu

135

Gly

Thr

Asp

Cys

Phe

215

Ala

Ala

Fro

Gly

Thr

295

Leu

Leu

His

Ala

Asp

375

Arg

Ala

Ald

120

Asp

Lys

Ala

Leu

200

Val

Arg

Gln

Met

280

Phe

Thr

Leu

Val

Asp

360

Val

Ser

Glu

Val

His

Ser

Ser

Val

185

Leu

Asn

Pre

Leu

265

Gly

Lenu

Phe

Phe

Arg

345

Glu

Val

Val

Glu

Gly

Thr

Gln

Asp

170

Lys

Gly

Leau

Asp

Ala

250

Ile

Thr

Val

Leu

Cys

330

Val

Glu

Arg

Ala

Glu
410

Val

Ser

Thr

155

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

235

Met

Gly

Ser

Arg

Thr

315

His

Glu

Glu

Leu

Lys

395

Asp

Ser

Gln

140

Tyr

Pro

Leu

Leu

Ala

220

Trp

His

His
300
Ala
Ile
Sar
Asp
Asp
380

Lys

Trp

Phe

125

Arg

Val

Cys

Asn

Thr

205

Val

Thr

Thr

His

Glu

285

His

Gln

Ser

Cys

Tyt

365

Gly

His

Asp

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

1380

Arg

Phe

Arg

Val

Lys

270

Val

Arg

Thr

Ser

Ala

330

Asp

Asp

Pro

Tyr

Lys

Lys

Gln

Thr

175

Gly

Glu

Asp

Ala

Asn

255

Lys

His

Gln

Phe

His

333

Asp

Asp

Lys

Ala
415

Ser

Glu

Val

160

Tyr

Leu

Arg

Glu

Met

240

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu
320

Asn

Val

Thr

400

Pro




Ser

Ala

Ser

465

Leu

His

Gly

Lys

Pro

545

Ser

Ile

Asn

Pre

€25

Phe

Lau

Gly
705

Val

Tyr

430

Gly

Ile

Gly

Trp

Tyr

330

Arg

Leau

val

Leu

Ile

610

Glu

Asp

Ile

Gly

Fhe

Leu

Pro

y Fro

435

Thr
Ile
Ile
Ile
Lys
515
Lys
Cys
Ala
Asp
Fhe
595

Gln

Phe

Leu

Tyr
675

Ser

420

Gln

Asp

Leu

Phe

Thr

500

His

Trp

Leu

Ser

Gln

580

Ser

Arg

Gin

Leu

Ser

860

Thr

Val

Pro

Arg

Val

Gly

Lys

483

Aszp

Leu

Thr

Phe

Ala

Gln

645

Val

Phe

Ser

Len

Ser

Ile

Thr

Pro

470

Asn

Val

Lys

Val

Arg

550

lLeu

Gly

Fhe

Leu

Ser

630

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly
710

CZ 300959 Bo

A,sp'

Gly

Phe

455

Leu

Lys

Ser

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

Ala

Glu
695

Cys

Arg

Arg

440

Lys

Leu

Ala

Mat

320

val

Tyr

Gly

Gln

Glu

600

Asn

Ile

val

Gln

. Lys

680

Thr

His

Ser

425

Lys

Thr

Tyr

Ser

Leu

505

Pro

Glu

Ser

Mat

585

Asn

Prao

Met

Cys

Thr

6§65

Met

Val

Asnh

117

Tyr

Tyr

Arg

Gly

Arg

490

His

Ile

Asp

Ser

Leu

570

Met

Gln

Asp

His

Leu

650

Asp

Val

Phe

Ser

Lys

Lys

Lys

Glu

475

Pre

Pro

Leu

Gly

Ser

552

Leu

Ser

Gly

Ser

635

His

Phe

Tyr

Met

Asp
715

Ser

Lys

Ala

460

Val

Tyr

Gly

Pro

Fro

540

Ile

Ile

Asp

Trp

Leay

620

Ile

Glu

Lau

Ser
700

Leu

Leu
Ala
445

Ile

Asn

Arg

Esn

yr

603

Asn

Val

Ser

Asp

685

Met

Arg

Tyr

430

Arg

Fre

Asp

Ile

Leu
510

v Glu

Lys

Leu

Tyr

Arg

590

Leu

Pro

Gly

Ala

Val

670

Thr

Glu :

Asn

Leu

Phe

Tyr

Thr

Tyr

495

Leu

Thr

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Ala

Gln

Tyr

Tyr

653

Phe

Leu

Arg

Asn

Val

Glu

Leu

430

Pro

Lys

Phe

Asp

Val

Glu

Asp

Val

640

Trp

Phe

Thr

Pro

Gly
720




Tvyr

Lys

Glu

Gly

785

Ser

Leu

Ala

Lys

865

Asn

Tyr

Pro

Lys

Ala

045

Gly

Ala

Ile

Thr

Tyr

Asn

Glu

770

Glu

Phe

Trp

Gln

Ala

850

His

Ils

Arg

Val

330

Leu

His

Phe

Cys

Ala

Asp

Val

135

Asp

Gln

Asp

Asn

835

Asp

Meat

Ser

Ile

Gly

Asp

985

Arg

1010

Leu

Asn

749

Ile

Lys

Bhe

Lys

Tyr

820

Gly

Gly

Val
Lau
930

Aszn

Tyr
Gly
Arg
980

Glu

Ala

Leu

725

Thr

Glu

Met

Asp

Arg

803

Gly

Glu

Ser

ey

Thr

885

Ile

Phe

His

Phe

Pro

985

Gln

Thr

Pre

CZ 300939 B6

Lys Val

Tyr Glu

Pro Arqg

Asp Tyr

775

Ile Tyr
790

Thr Arg
Met Ser
Val Pro
Phe Thr
Leu Gly
870

Pne Lys
Ser Tyr
Val Gln
Met Ala

835
Ser Asp
830
Leu Leu

Vals Thr

Lys Ser

Tyr

Asp

Asp

760

Asp

Gly

His

Glu

Arg

840

Gln

Fre

Pro

Pro

§20

Bro

Val

Ile

Val

Trp
1400

Ser

Ile
745

Ile 3

Asp

Glu

Tyr

Ser

825

Pro

Tyz

Gln

Asp

805

Asn

Thr

Asp

Cys

Gln
985

Tyr

Cys His Leu Gln

1015

Ile

Asp

Phe

810

Pro

Lys

Ser

Ile

Ala

830

Asp

Glu

GLu

Leu

Arg

370

Glu

Fhe

Met

Asp

Gly

Leu

Phe

Glu

795

Ile

Arg

Lys

Tyr

<G

B75

Sar

Gln

Thr

Asp

Glu

955

Ala

Phe

Thr

Glu

Arg

Phe

Pro

Ser

780

Asn

Ala

Ala

Val

Arg

geu

Ala

Arg

Arg

Glu

940

Lys

Asn

Ala

Glu

Asp

Leu

Thr

765

Thr

Gln

Ala

Leu

Val

845

Gly

Glu

Pro

Thr

925

Phe

Asp

Thr

Leu

Asn
1005

Leu

750

Phe

Glu

ASp

Val

Arg

830

Phe

Glu

Val

Tyr

Gly

810

Tyr

Val

Leu

Phe

390

Val

Asp Pre Thr

1020

Gly

735

Ser

Gln

Thr

Pro

Glu

815

Asn

Arg

Leu

)
|
=

Ser

895

Ala

Phe

Cys

His

Asn

975

Leu

Asp

Gly

Pro

Lys

Arg

300

Gln

Glu

Asn

Asp

880

Phe

Glu

Trp

Lys

Ser

860

Ala

Thr

Arg

Lys
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Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala Ile Asn Gly Tyr Val Met Asp Thr Leu
1025 1030 1035 1040

Pro Gly Leu Val Met Ala Gln Asn Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu
: 1045 1050 1055

Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn Tle His Ser Ile His Phe Ser Gly His
1060 1065 1070

val Phe Ser Val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala Val Tyr Asu
1075 1080 1085

Leuw Tyr Pro Gly Val Phe Glu Thr Val Glu Met Leu Pro Ser Lys Val
1090 1035 1100

Gly Ile Trp Arg Ile Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu Gln Ala Gly
1105 1110 1115 1120

Met Ser Thr Thr Bhe Leu Val Tyr Ser Lys Glu Cys Gln Ala Pro Leu
1125 1130 1135

Gly Met Ala Ser Gly Arg Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala Ser Gly
1140 1145 1150

Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr Ser Gly
1155 1140 1165

Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Asp Pro His Ser Trp Ile Lys Val
1170 1173 1188

Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Met Thr Gln Gly Ala
1185 1130 1185 1200

Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr
1208 1210 1215

Ser Leu Asp Gly Arg Asn Trp Gln Ser Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly
1220 1225 1230

Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ala Ser Gly Ile Lys His
1235 1249 1245

Asn Tle Phe Asn Pro Pro Ile Val Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro
1250 1255 1260

Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu Leu Met Gly Cys
1265 1270 1275 12390

Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Gln Asn Lys Ala Ile
1283 1290 1295

Ser Asp Ser Gln Ile Thr Ala Ser Ser His Leu Ser Asn Ile Phe Ala
1300 1305 1310

Thr Trp Ser Pro Ser Gln Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Thr Asn
1315 1329 1325
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Ala Trp Arg Pro Arg Val Ser Ser Ala Glu Glu Trp Leu Gln Val Asp

133

a

1335 1340

Leu Gln Lys Thr Val Lys Val Thr Gly Ile Thr Thr &ln Gly Val Lys

1345

Ser Leu
Gln Asp
Val Phe

Asp Q
1

- o

2
1

Q

1350 1355 1360

Leu Ser Ser Met Tyr VYal Lys Glu Phe Leu Val Ser Ser Ser
1388 1379 1375

Gly Arg Arg Trp Thr Leu Phe Leu Gln Asp Gly His Thr Lys
1380 1385 1399

Gln Gly Asn Gln Asp Ser Ser Thr Pro Val Val Asn Ala Leu
1395 1400 1405

ro Leu Phe Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pre Thr Ser Trp
1415 1420

Ala Gln His Ile Alz Leu Arg Leu Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln

1425

1430 1435 1440

Asp Leu Tyr *

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 40:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 19 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: neni relevantni

(i) TYP MOLEKULY: peptid

(iii) HYPOTETICKA: ano

(vi) PUVODNI ZDROYJ:

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens

(ix) ZNAKY:
(A) IMENO/OZNACENI: Peptid
(B) POZICE: 1..19
(D) DALSI INFORMACE: /poznamka= _ Signalni peptid lidského faktoru VIIL“

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 40:

Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys Leu Leu Arg Phe

1

3 10 15

Cys Phe Ser




20

30

35

40

45

50

55

CZ 300959 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovana a purifikovand DNA, kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci kodujici amino-
kyselinovou sekvenci prasediho faktoru VI uvedenou jako sekvence id. & 37, kde DNA
obsahuje nukleotidovou sekvenci uvedenou zde jako sekvence id. &. 36.

2. Izolovan4 a purifikovana DNA, ktera obsahuje nukleotidovou sekvenci kédujici doménu Al
prase¢iho faktoru VIII uvedenou jako aminokyseliny 20 a2 391 v sekvenci id. &. 37, kde DNA
obsahuje nukleotidovou sekvenci id. &. 36 od pozice 58 do 1173.

3. Izolovana a purifikovand DNA, ktera obsahuje nukleotidovou sekvenci kodujici doménu A3
prasetiho faktoru VIII uvedenou jako aminokyseliny 1491 aZ 1820 v sekvenci id. €. 37, kde DNA
obsahuje nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvence id. &. 36 od pozice 4471 do 5460.

4. lzolovani a purifikovana DNA, ktera obsahuje nukleotidovou sekvenci kddujici doménu C1
prasetiho faktoru VIII uvedenou jako aminokyseliny 1821 aZ 1973 v sekvenci id. &. 37, kde DNA
obsahuje nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvence id. & 36 od pozice 5461 do 5919.

5. Izolovana a purifikovand DNA, ktera obsahuje nukleotidovou sekvenci kodujici doménu C2
praseéiho faktoru VIII uvedenou jako aminokyseliny 1974 az 2133 v sekvenei id. &. 37, kde DNA
obsahuje nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvence id. &. 36 od pozice 5920 do 6399.

6. DNA podie niroku 1, kde nukleotidové sekvence kéduje aminokyselinovou sekvenci
uvedenou jako sekvence id. €. 39.

7. DNA podle naroku 6, ktera obsahuje nukleotidovou sekvenci uvedenou jako sekvence
id. ¢. 38.

8. DNA kédujici hybridni lidsky/praseci faktor VIII obsahujici substituce kodujici sekvenci
prasetiho faktoru VIIL kde nukleotidova sekvence lidského faktoru VHI kédujici aminokyseliny
&islo 2181 aZ 2243 je nahrazena nukleotidovou sekvenci kodujici aminokyseliny ¢. 1982 aZ 2004
v sekvenci id. &. 37,

9. DNA podle naroku 8, kde kédujici DNA praseéiho faktoru VI je sekvence nukleotidi
5944 az 6132 v sekvenci id. €. 36.

10. DNA kodujici praseéi faktor VIII obsahujici kodony kodujici aminokyseliny 20 az 2133
v sekvenci id. & 37, kde DNA ma nukleotidovou sekvenci nukleotidii 58 az 6399 sekvence
id. ¢. 36.

11. DNA kédujici prasedi faktor VIII bez domény B, kterd obsahuje kodony kédujici amino-
kyseliny 20 az 1443 v sekvenci id. &. 39.

12. DNA podle naroku 11, kterd mé nukleotidovou sekvenci nukleotidi 60 az 4331 sekvence
id. &. 38.

13. Izolovany a purifikovany protein, ktery je produktem exprese DNA podle naroku 11.
14. Izolovany a purifikovany protein, ktery je produktem exprese DNA podle naroku 12.
15. Zpisob p¥ipravy praseiho faktoru VIII, vyzmadujici se tim, Ze obsahuje krok,
kdy je exprimovina DNA kédujici aminokyselinovou sekvenci id. ¢. 37 obsahujici alespodt

aminokyseliny 20 az2133 ve vhodné savéi hostitelské bufice v kultivaénim médiu a protein
faktoru VIII se purifikuje z hostitelskych bungk nebo z kultivaéniho média.

171
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16. Zpisob podle naroku 15, vyznadujici se tim, Ze DNA ma nukleotidovou
sekvenci v podstaté jako sekvence id. &. 36 obsahujici pfinejmensim nukleotidy 38 az 6399.

17. Zptsob podle naroku 5, vyznaéujici se tim, 7e DNA koduje aminokyselinovou
sekvenci uvedenou zde jako sekvence id. &. 37.

18. Zpisob podle ndroku17, vyznaéujici se tim, Ze DNA ma nukleotidovou
sekvenci uvedenou zde jako sekvence id. &. 36.

19, Zplsob piipravy prase¢iho faktoru VIII bez domény B, vyznadujici se tim, ze
obsahuje krok, kdy je exprimovana DNA kodujici aminokyselinovou sekvenci id. ¢. 36 obsahu-
jici alespoii aminokyseliny 20 az 1443 ve vhodné savéi hostitelské burice v kultivaénim médiu
a protein faktoru VIII se purifikuje z hostitelskych bunék nebo z kultivaéniho média.

20. Zpisob podle naroku 19, vyzmaéujici se tim, Ze DNA ma nukleotidovou
sekvenci v podstaté jako sekvence id. ¢. 38 obsahujici pfinejmensim nukleotidy 60 az 4331.

21. Zplsob podle naroku 19, vyznaéujici se tim, Ze DNA kdéduje aminokyselinovou
sekvenci uvedenou zde jako sekvence id. &. 39.

22. Zplisob podie narokul9, vyzmacujici se tim, Zze DNA ma nukleotidovou
sekvenci uvedenou zde jako sekvence id. &. 38 od nukleotidu &. 3 do nukleotidu &. 433 1.
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