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Farmaceuticka kompozice, zpiisob diagnostiky retinalni dystrofie, rekombinantni polypep-
tid, zpusob produkce tohoto polypeptidu, rekombinantni protilatka a jeji fragment

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka pripravki pro detekci a 16¢bu degenerativnich chorob sitnice. Konkrétné se
vynalez tyka proteinu, ktery chrani proti degeneraci ¢ipki, molekul nukleové kyseliny, které ko-
duji takovy protein, protilatky, které rozpoznavaji protein a zptisobt diagnostiky degenerativnich
chorob sitnice.

Dosavadni stav techniky

Fotoreceptory jsou specializovanou podmnoZzinou neuron sitnice (retiny), které zodpovidaji za
vidéni. Fotoreceptory se skladaji z ty€inek a ¢ipkii, coz jsou fotosenzitivni buriky sitnice. Kazda
tyCinka a Cipek vytvafi specializovanou fasinku, nazyvanou vnéjsi segment, kde sidli foto-
transdukéni aparat. Tycinky obsahuji specificky vizualni pigment absorbujici svétlo, rodopsin. U
lidi existuji tfi skupiny &ipki, charakterizované expresi rozdilnych vizualnich pigmentt: &ipek
pro modry pigment, ¢ipek pro zeleny pigment a ¢ipek pro ¢erveny pigment. Kazdy typ proteinu
vizualniho pigmentu je pfizpisoben tak, aby maximalné absorboval svétlo v riiznych vinovych
délkach. Rodopsin ty¢inek zprostfedkovava skotopické vidéni (za Sera), zatimco Eipkové pigmen-
ty zodpovidaji za fotopické vidéni (v jasném svétle). Cerveny, modry a zeleny pigment také tvoii
zaklad barevného vidéni u lidi. Vizualni pigmenty v ty¢inkach a &ipcich reaguji na svétlo a vytva-
feji akéni potencial ve vystupnich buiikach, ty¢inkovych bipolarnich neuront, ktery je pak pfena-
Sen gangliovymi neurony sitnice za vzniku vizualnich podnétt ve zrakové kiife.

U lidi velky pocet chorob sitnice zahrnuje progresivni degeneraci a eventualni amrti fotorecepto-
rd, vedouci nedprosné ke slepoté. Degenerace fotoreceptorti, jako napiiklad dédi¢nymi retinalni-
mi dystrofiemi (napf. retinitis pigmentosa), makularni degenerace se vztahem k véku a dalsi
makulopatie nebo odchlipeni sitnice, jsou vSechny charakterizovany progresivni atrofii a ztratou
funkce vnéjsich segmentii fotoreceptorti. Kromé toho Gmrti fotoreceptorl nebo ztrata fotorecepc-
ni funkce ma za nasledek parcidlni deaferentaci retinalnich neuronti druhého fadu (bipolarnich
bunék tyCinek a horizontalnich bunék) u pacienti s retinalni dystrofii, proto klesa celkova G&in-
nost propagace elektrického signalu tvofeného fotoreceptory. Sekundarni zmény gliového a pig-
mentového epitelu sekundarni k degeneraci fotoreceptori ma za nasledek vaskularni zmény ve-
douci k ischémii a glioze. Trofické faktory, které jsou schopné zachranit fotoreceptory pied bu-
nécnou smrti a/nebo obnovovat funkce dysfunkénich (atrofickych nebo dystrofickych) fotorecep-
torii, mohou predstavovat pouzitelnou terapii na 1é¢bu téchto chorobnych stavi.

Progrese téchto chorobnych stavil smétfuje k nasledné ztraté téchto dvou skupin fotoreceptorii:
zpocatku jsou ty€inky ztraceny jako pfimy disledek genetické 1éze nebo léze zplsobené vlivy
prostfedi nebo nezndmého plivodu, coZ ma za nasledek noéni slepotu a redukci zorného pole
nasledovanou nevyhnutelng ztratou &ipkd vedouci k celkové slepoté. Cipky umiraji neptimo, pro-
toze neprojevuji primarni 1ézi.

Ne vSechny z genil spojenych s retinalni dystrofii uz byly identifikovany. Identifikace takovych
gentl by umoznila jak diagnostikovat onemocnéni, tak poznat G¢innou terapii.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je farmaceutickd kompozice obsahujici terapeuticky G¢inné mnozstvi poly-
peptidu zvoleného ze souboru zahrnujictho SEKV. ID. ¢. 2, SEKV. ID. ¢. 4, SEKV. ID. ¢. 6,
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SEKV.ID. &. 8, SEKV. ID. ¢&. 10, SEKV. ID. ¢. 12 a SEKV. ID. ¢. 14 a farmaceuticky pfijatelny
nosic.

Vyhodné uvedend farmaceutickd kompozice obsahuje terapeuticky G¢inné mnozstvi nukleové
kyseliny zvolené ze souboru sestavajiciho ze SEKV. ID. €. 1 nebo jeji kodujici oblasti, SEKV.
ID. &. 3 nebo jeji kodujici oblasti, SEKV. ID. €. 5 nebo jeji kodujici oblasti, SEKV. ID. €. 7 nebo
jeji kodujici oblasti, SEKV. ID. ¢. 9 nebo jeji kodujici oblasti a farmaceuticky pfijatelny nosic.

Ptedmétem vyndlezu je rovnéZz zplsob diagnostiky retinalni dystrofie u ¢lovéka, jehoz podstata
spociva v tom, Ze zahrnuje:

—detekei in vitro nebo ex vivo transkripce mediatorové RNA transkribované z DNA kédujici
RDCVFI1 nebo RDCVF2 cDNA, uvedené v SEKV. ID. &. 5 nebo jeji kodujici oblasti, SEKV. ID.
&. 7 nebo jeji kddujici oblasti nebo SEKV. ID. &. 13 nebo jeji kodujici oblasti v oku ¢loveka, pfi-
temz snizena transkripce vzhledem k transkripci v oku individua netrpiciho retinalni dystrofii
znamena, 7e uvedeny ¢lovék je diagnostikovéan jako trpici retinalni dystrofii, nebo alternativné
zahrnuje:

—méFeni in vitro nebo ex vivo mnozstvi polypeptidu RDCVF1 nebo RDCVF2 obsahujiciho ami-
nokyselinovou sekvenci uvedenou v SEKV. ID. ¢. 6. SEKV. ID. ¢. 8 nebo SEKV. ID. €. 14 v ty-
inkach ocni sitnice ¢lovéka, pfitemz pfitomnost snizeného mnoZstvi uvedeného polypeptidu
vzhledem k mnoZstvi polypeptidu v normalni oéni tkani znamena, ze uvedeny ¢loveék je diagnos-
tikovan jako trpici retinalni dystrofii.

Piedmétem vynalezu je rovnéZz rekombinantni polypeptid sestavajici z aminokyselinové sekvence
uvedené v SEKV. ID. ¢. 2 nebo z rekombinantniho polypeptidu kédovaného nukleotidovou sek-
venci SEKV. ID. &. 1 nebo jeji kédujici oblasti, nebo sestavajici z aminokyselinové sekvence
uvedené v SEKV. ID. ¢&. 4 nebo z rekombinantniho polypeptidu kédovaného nukleotidovou sek-
venci SEKV. ID. €. 3 nebo jeji kodujici oblasti.

Piedmétem vynalezu je rovnéZ zpisob produkce uvedeného RDCVF polypeptidu obsahujici:

kultivaci hostitelské buriky obsahujici inkorporovany expresni vektor obsahujici exogenné-odvo-
zeny polynukleotid kodujici uvedeny polypeptid za podminek dostate¢nych k expresi uvedeného
polypeptidu v hostitelské buiice, ¢imz dojde k produkci exprimovaného polypeptidu, a izolaci
polypeptidu produkovaného butikou.

Ptedmétem vynalezu je rekombinantni protilatka nebo jeji fragment, ktery specificky vaze ami-
nokyselinovou sekvenci uvedenou v SEKV. ID. €. 2, SEKV. ID. €. 4, SEKV. ID. €. 6, SEKV. ID.
¢. 8, SEKV. ID. ¢&. 10, SEKV. ID. ¢. 12 nebo SEKV. ID. ¢. 14.

Vyhodné je uvedenym fragmentem protilatky fragment Fab nebo F(ab’)2.
Vyhodné je uvedenou rekombinantni protilatkou monoklonalni protilatka.

Dalsi predméty, rysy, vyhody a aspekty pfedkladaného vynalezu budou ziejmé odbornikim
z nasledujiciho podrobného popisu. Je tieba pfipomenout, Ze nasledujici popis a specifické pfi-
klady ukazujici vyhodné provedeni vynélezu jsou pouze ilustracni a rozsah vynalezu nijak neo-
mezuji. Rizné zmény a modifikace, aniZz by doslo k odchyleni od vynalezecké myslenky a rozsa-
hu popsaného vynalezu, budou odbornikovi zfejmé na zakladé predioZeného popisu, pfikladi,
obrazki a naroki.

QObjasnéni vykresu

Obrazek 1: Mysi nukleotidova sekvence Rdevfl z expresni klonovani a mysi aminokyselinova
sekvence RACVFI.
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Obrazek 2: Mysi nukleotidovéa sekvence Rdcvf1L a odpovidajici aminokyselinové sekvence.
Obrazek 3: Humanni Rdcvfl a humanni aminokyselinova sekvence Rdcvfl.

Obréazek 4: Humanni nukleotidova sekvence RdevflL a humanni aminokyselinova sekvence
RdcvflL.

Obrazek 5: Mysi nukleotidova sekvence Rdevf2 mysi aminokyselinova sekvence Rdevf2.
Obrazek 6: Mysi nukleotidova sekvence Rdcvf2L a mysi aminokyselinovéa sekvence Rdcvf2L.

Obrazek 7: Humanni nukleotidovéa sekvence Rdcvf2 a humanni aminokyselinova sekvence Rd-
cvf2.

Obrazek 8: ukazuje porovnani aminokyselinovych sekvenci kratkych forem Rdcvf (SEKV. ID. C.
2,6, 10 a 14) a dlouhych forem Rdevf (SEKV.ID. C. 4, 8, 12 a 14).

Obrézek 9 ukazuje oligonukleotidové primery pro GST-Rdcvfl.
Obrézek 10: Vicenasobné porovnani RDCVF1/RDCVF2.
Obrazek 11: Srovnani mysi a humanni sekvence RDCVF2.

Obrazek 12: Vicenasobné porovnani mys$iho Rdev2 s EST klony be552141, bi517442, bg707818
a bi603812.

Obrazek 13: Vicenasobné porovnani Rdcvfl a EST klony bg299078, ai716631, bg294111,
be108041 a bg395178.

Obrazek 14: EST sekvence bg299078 upravena na nejvyssi shodu (,match®) s Rdevfl.
Obrazek 15: EST sekvence bg294111 upravena na nejvyssi shodu s RdcvflL.

Obrazek 16: RT-PCR analyza v redlném Case exprese arrestinu ty¢inek (A) a RACSF1 (B)
v sitnici ve stafi 5 tydnii u CS7BL/6@N (zelena) a C3H/HE@N (&ervena).

Obrazek 17: RT-PCR analyza ukazujici, ze Rdcvf2 je exprimovan zplisobem zavislym na tyin-
kach a je exprimovan v jiné &asti CNS.

Obrazek 18: PCR analyza ukazujici, Ze RACVF1 je exprimovan zplsobem zévislym na tygin-
kach.

Podrobny popis vynalezu

VSechny v tomto textu citované patentové piihlasky, patenty a dal3i literatura jsou timto v plném
rozsahu zahrnuty formou odkazu.

Pfi realizaci pfedkladaného vynalezu se uZzivaji b&zné metody molekularni biologie, mikrobiolo-
gie a rekombinantni DNA. Tyto metody jsou odbornikiim dobte zndmy a byly popsany napfiklad
v Current Protocols in Molecular Biology, Volumes I, 1I, a III, 1997 (F. M. Ausubel ed.);
Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.; DNA Cloning: A Practical Approach, Vo-
lumes I and II, 1985 (D. N. Glover ed.); Oligonucleotide Synthesis, 1984 (M. L. Gait ed.);
Nucleic Acid Hybridization, 1985, (Hames and Higgins); Transcription and Translation, 1984
(Hames and Higgins eds.); Animl Cell Culture, 1986 (R. I. Freshney ed.); Immobilized Cells to
Molecular Cloning; the series, Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells, 1987 (J. H. Miller and M. P. Calos eds., Cold Spring Harbor La-
boratory); and Methods in Enzymology Vol. 154 and Vol. 155 (Wu and Grossman, and Wu,
eds.).

Termin ,diferencné exprimovany gen“ uzivany v predkladaném textu se tyka (a) genu, ktery
obsahuje alespori jednu z DNA sekvenci popsanych v tomto textu (napf. sekvence na obr. 1 a
SEKV. ID. C. 1 nebo sekvence na obr. 2 a SEKV. ID. C. 3), (b) jakékoliv DNA sekvence, ktera
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koduje aminokyselinovou sekvenci kddovanou DNA sekvenci popsanou v tomto textu (napf.
sekvence na obr. 1 a SEKV. ID. C. 2 nebo sekvence na obr. 2 a SEKV. ID. C. 4) nebo (c) jakéko-
liv DNA sekvence, ktera je v podstaté podobné kodujici sekvenci popsané v tomto textu.

-----

se tyka nukleotidova sekvence, znamena nukleotidovou sekvenci odpovidajici referenéni nukleo-
tidové sekvenci, kde odpovidajici sekvence kdduje polypeptid majici v podstaté stejnou strukturu
a funkci jako polypeptid kodovany referenéni nukleotidovou sekvenci, napt. kde zmény amino-
kyselin, které se vyskytuji, nepostihuji funkci polypeptidu. Je Zadouci, aby v podstaté podobna
nukleotidova sekvence kédovala polypeptid kodovany referenéni nukleotidovou sekvenci. Pro-
cento identity mezi v podstaté podobnou nukleotidovou sekvenci a referen¢ni nukleotidovou
sekvenci by mélo byt alespoti 90 %, vyhodng&ji alespoii 95 %, jeSté vyhodnéji alespoii 99 %.
Srovnani sekvenci je provadéno s pouzitim Smith—Watermanova algoritmu pro porovnavani sek-
venci (viz napi. Waterman, M. S. Introduction to Computational Biology: Maps, sequences and
genomes. Chapman & Hall. London: 1995. ISBN 0-412-99391-0, nebo viz také http://www—
hto.usc.edw/software/seqaln/index.html. program LocalS, verze 1,16, byl pouzit s nasledujicimi
parametry: Shoda (,,match®): 1, penalta za zaménu: 0,33, penalta za otevienou mezeru: 2, penalta
za rozsitenou mezeru: 2. Nukleotidova sekvence ,,v podstaté podobna“ referencni nukleotidové
sekvenci hybridizuje s referenéni nukleotidovou sekvenci v 7% dodecylsulfatu sodném (SDS),
0,5M NaPQ,, ImM EDTA v 50 °C, po promyti v 2X SSC, 0,1% SDS v 50 °C, nebo vyhodné&ji v
7% dodecylsulfatu sodném (SDS), 0,5M NaPO,, ImM EDTA v 50 °C, po promyti v 1X SSC,
0,1% SDS v 50 °C, nebo jesté vyhodnéji v 7% dodecylsulfatu sodném (SDS), 0,5M NaPO,, ImM
EDTA v 50 °C, po promyti v 0,5X SSC, 0,1% SDS v 50 °C, vyhodné v 7% dodecylsulfatu sod-
ném (SDS), 0,5M NaPO,, ImM EDTA v 50 °C s promytim v 0,1X SSC, 0,1% SDS v 50 °C,
vyhodng&ji v 7% dodecylsulfatu sodném (SDS), 0,5M NaPO,, ImM EDTA 50 °C s promytim
v 0,1X SSC, 0,1% SDS v 65 °C, pticemz stale koduje funkéné rovnocenny genovy produkt.

Diferenéné exprimované geny popsané v tomto textu jsou exprimovany v o¢ni tkani a konkrétné
v ty&inkach (tyginkovych buiikach), nicméné u ¢lovéka postizeného retinaini dystrofii, jako na-
piiklad onemocnéni retinitis pigmentosa, makularni degenerace se vztahem k véku, Bardetiv—
Biedliv syndrom, Basseniiv—Kornzweigiiv syndrom, Bestova nemoc, chloroidom, spirdlovita
atrofie, kongenitalni amaur6za, Refsumiv syndrom, Stargardtova nemoc a Usheriv syndrom, se
tvofi v men$im mnozstvi nez v odpovidajici tkani u lidi, ktefi netrpi retinalni dystrofii. Mediato-
rova RNA (mRNA) transkribovana z diferenéné exprimovanych geni a proteiny translatované z
této mRNA, jsou pfitomny ty¢inkové tkani a/nebo spojeny s takovymi tkanémi v mnoZzstvi nejvy-
Se priblizn& polovina, vyhodné nejvyse pétkrat mensim, vyhodnéji nejvySe deset krat, nejvyhod-
n&ji nejvySe 100krat mensim neZ jsou hladiny mRNA a proteinu zjisténé v odpovidajicich tka-
nich u lidi, ktefi netrpi retinalni dystrofii. Takové sniZeni transkripce Rdcvfl nebo Rdcvf2 mR-
NA je nazyvano v tomto textu jako ,,sniZena transkripce®.

Termin ,,hostitelska buiika“ jak se v tomto textu pouZiva, se tyka prokaryotické nebo eukaryotic-
ké buiiky, ktera obsahuje heterologni DNA, ktera byla do buiiky vnesena kteroukoliv ze znamych
metod, napft., elektroporaci, precipitaci s fosforeGnanem vapenatym, microinjekei, transformaci,
virovou infekei apod.

Termin ,,heterologni“ znamena totéz co ,,odligného ptirodniho pivodu“ nebo predstavuje ,,nepii-
rodni“ stav (stav nevyskytujici se v pfirod¢). Napriklad jestlize hostitelska burika je transformo-
vana DNA nebo genem pochézejicim z jiného organismu, konkrétné jiného biologického druhu,
pak je gen heterologni ve vztahu k hostitelské buiice, a také k potomstvu hostitelské buriky, které
nese tento gen. Podobné se termin heterologni tyka nukleotidové sekvence pochazejici z téhoz
organizmu, do kterého je pak vlozena, ale ktera je pfitomna v ,,nepfirodnim* stavu, napf. v odlis-
ném poétu kopii nebo pod kontrolou odlidnych regulacnich prvkii, ve srovnani se stavem, v ja-
kém se vyskytuje v pfirod¢.
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Vektorova molekula je molekula nukleové kyseliny, do které miize byt vlozena heterologni nuk-
leové kyselina, a ktera pak miize byt vloZena do vhodné hostitelské buiiky. Vektory vyhodné maji
jeden nebo vice replikaénich poatki a jedno nebo vice mist, do kterého miiZe byt vlozena re-
kombinantni DNA. Vektory Casto obsahuji vyhodné prostredky, jejichz pomoci mohou byt buiiky
obsahujici vektory odliSeny od bunék, které vektor neobsahuji, napf. koduji geny rezistence k
léCiviim. K obvyklym vektorim patti plazmidy, viry a (primarné v kvasinkach a baktériich) tzv.
,»umelé chromozomy*,

,»Plazmidy®, obecné oznadované v tomto textu nizvem, kterému predchazi pismeno malé p, a pak
nasleduji zpravidla velkd pismena a/nebo &isla, v souladu s mezinarodni konvenci o nazvech,
Jjsou odbornikiim dobte znamy. Plazmidy popsané v tomto textu jsou bud’to komeréné dostupné,
vefejné dostupné bez omezeni nebo mohou byt zkonstruovany z dostupnych plazmidi rutinni
aplikaci dobfe znamych postuptl, které byly publikovany. Mnohé plazmidy a dalsi klonovaci a
expresni vektory, které mohou byt pouzity podle pfedkladaného vyndlezu, jsou odbornikiim
znamy a jsou pro né snadno dostupné. Navic odbornik snadno miize zkonstruovat rutinnim po-
stupem libovolny pocet dalSich plazmidi, které budou vhodné pro pouZiti ve vynalezu. Vlastnos-
ti, konstrukce a pouZiti takovych plazmidi, a také dal3ich vektord v pfedkladaném vynalezu je
odbornikidm jasné z ptedlozeného popisu.

Termin ,,izolovana“ znamena, Ze latka je odstranéna ze svého piivodniho prostfedi (napt. pfirod-
niho prostiedi, jestlize se normélné vyskytuje v p¥irod¢). Napfiklad v ptirodé se vyskytujici poly-
nukleotid nebo polypeptid pfitomny v Zijicim zvifeti neni izolovany, ale stejny polynukleotid
nebo polypeptid, odd€leny od nékterych nebo vsech latek, se kterymi se v ptirodnim systému
spolecné vyskytoval, je povaZovan za izolovany, a to dokonce i v takovém piipadg, jestlize byl
nasledn€ znovu vnesen do pfirodniho systému. Tak izolované polynukleotidy mohou byt &4sti
vektoru a/nebo izolované polynukleotidy nebo polypeptidy mohou byt &asti kompozice nebo
pfipravku, a pfitom jde stale o izolované latky, nebot’ vektor nebo kompozice nejsou ptirodnim

prostedim.

Termin ,transkripéni kontrolni sekvence® se tyka DNA sekvence, jako naptiklad iniciadni sek-
vence, enhancerové (zesilovaci) sekvence a promotorové sekvence, které indukuji, zesiluji, potla-
C¢uji nebo jinak reguluji transkripci sekvence nukleové kyseliny kodujici protein, ke které jsou
operativng pfipojeny.

Terminy ,,transkripéni kontrolni sekvence Rdcvf1“ nebo ,transkrip&ni kontrolni sekvence Rd-
cvi2* oznaluji jakékoliv z transkripénich kontrolnich sekvenci, které se normaln& nachézeji aso-
ciované se saveim genem Rdcvfl nebo Rdevf2, vyhodné s genem Rdevf2 v my$im nebo humén-
nim genomu.

Termin , transkrip&ni kontrolni sekvence jiného nez lidského piivodu® se tyka jakékoliv transkrip-
¢ni kontrolni sekvence nevyskytujici se v humannim genomu.

Termin ,,polypeptid“ se uziva v tomto textu zaménitelné s terminy ,,polypeptidy a ,protein a
»proteiny*.

Termin ,,chemicky derivat“ polypeptidu podle vynélezu, jak se v tomto textu pouziva, oznaduje
polypeptid podle vynalezu, ktery obsahuje dal3i chemické skupiny, které nejsou normalng &asti
molekuly. Takové skupiny mohou napt. zlepsit rozpustnost molekuly, absorpci, biologicky polo-
Cas apod. Skupiny miiZe alternativné sniZit toxicitu molekuly, vylougit nebo zmirnit nezadouci
vedlejsi Gcinky molekuly apod. Skupiny schopné zprostredkovat takové uginky byly popsany
napiiklad v Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16th ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa.
(1980).

Termin ,,neuroprotektivni agens“ oznatuje v kontextu predkladaného popisu slougeninu, ktera
zabraiiuje degeneraci neuronovych bungk nebo chrani neuronové buiiky pred degeneraci. Podob-



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 305800 B6

né ,.retinoprotektivni agens“ je slou¢enina, ktera zabranuje degeneraci bunék sitnice (retiny) nebo
chrani buriky sitnice pied degeneraci.

Vynilez zahrnuje molekuly nukleové kyseliny, vyhodné DNA molekuly, jako napfiklad (1) izo-
lované molekuly nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou sekvenci uveden v SEKV. ID. C.1
nebo SEKV. ID. C. 3, (2) izolované molekuly nukleové kyseliny, které obsahuji sekvence nukle-
ové kyseliny, ktera hybridizuje s izolovanou DNA uvedenou jako SEKV. ID. C. 1 nebo SEKV.
ID. C. 3 a (3) sekvence nukleové kyseliny, ktera hybridizuje s (1) nebo (1). Tyto hybridizagni
podminky mohou byt velmi pfisné nebo méné pfisné. V ptikladech, kde molekuly nukleové kyse-
liny jsou deoxyoligonukleotidy (,,0ligos*), jsou doporucené vysoce ptisné podminky napf. pro-
myti v 6X SSC/0,05% difosforeénan sodny ve 37 °C (pro oligonukleotid sestavajici ze14 bazi),
48 °C (pro oligo ze17 bazi), 55 °C (pro oligo ze 20 bazi) a 60 °C (pro oligo ze 23 bazi). Vhodné
rozsahy takovych pfisnych podminek pro nukleové kyseliny odliSného slozeni jsou popsany v
publikaci: Krause and Aaronson (1991) Methods in Enzymology, 200:546-556 in addition to
Maniatis et al. (citovano vyse).

Tyto molekuly nukleové kyseliny mohou pusobit jako antisense molekuly na cilovy gen, a jsou
pouzitelné naptiklad k regulaci cilového genu a/nebo jako antisense primery v amplifikacni reak-
ci sekvence nukleové kyseliny cilového genu. Dale takova sekvence mize byt pouZzita jako ¢ést
ribozymu a/nebo trojSroubovicové molekuly, ktera je také pouzitelna pro regulaci cilového genu.
A dale tyto molekuly mohou byt pouZity jako slozky diagnostickych postupt, kdy je detekovana
ptitomnost alely RACVF1 nebo RACVF2, ktera je pfiinou nemoci.

Vynalez také zahrnuje (a) vektory, ktery obsahuji kteroukoliv z pfedchéazejicich kodujicich sek-
venci (tj. sense sekvence) a/nebo k nim komplementarnich sekvenci (tj. antisense sekvence), (b)
expresni vektory, které obsahuji kteroukoliv z predchazejicich kddujicich sekvenci operativné
spojenou s regulaénim prvkem, ktery fidi expresi kodujici sekvence, a (c) geneticky modifikova-
né hostitelské buriky, které obsahuji kteroukoliv z pfedchazejicich kodujicich sekvenci operativné
spojenou s regulaénim prvkem, ktery fidi expresi kodujici sekvence v hostitelské buiice. Jak se
v tomto textu pouziva, regulacni prvky zahrnuji, ale bez omezeni, indukovatelné a neindukova-
telné promotory, enhancery (zesilujici elementy), operatory a dalsi elementy fidici a regulujici
expresi, které jsou odbornikiim znamy.

Vynalez dale zahrnuje fragmenty kterykoliv sekvenci nukleovych kyselin popsanych v tomto
textu. Fragmenty uplného ,.full-lenght“ Rdcvfl nebo Rdcvf2 genu mohou byt pouZity jako hyb-
ridizaéni sonda pro cDNA knihovnu k izolaci kompletniho genu a k izolaci dal3ich geni, které
maji vysokou sekvenéni podobnost s Rdcvfl nebo Rdcvf2 gen a podobnou biologickou aktivitu.
Sondy tohoto typu maji vyhodné alespori 30 bazi, a obsahuji napiiklad ptiblizné od 30 do pfibliz-
né 50 bazi, pfiblizné 50 az pfiblizné 100 bazi, ptiblizné 100 az pfiblizn€ 200 bazi nebo vice nez
200 bazi (napi. 300). Sonda mize také byt pouzita k identifikaci cDNA klonu odpovidajiciho
kompletnimu transkriptu genomového klonu, nebo klonu, ktery obsahuje kompletni Rdcvfl nebo
Rdcvf2 gen vietné regulaéniho a promotorového tseku, exont a intrond. Pfiklad screeningu za-
hrnuje izolaci kodujiciho useku Rdevfl nebo Rdevf2 genu tak, Ze se pouZije znama DNA sek-
vence pro syntézu oligonukleotidové sondy nebo se uZije postup s ndhodnym primerem a izolo-
vana sekvence popsana na obrazku 1 az 8. Znagené oligonukleotidy majici sekvence komplemen-
tarni k sekvenci geni podle predkladaného vynalezu se pouZiji pro screening knihovny humanni
cDNA nebo genomové DNA k uréeni, ktery individualni klon knihovny hybridizuje se sondou.

Kromé genovych sekvenci popsanych vySe mohou byt identifikovany také orthology téchto sek-
venci, které mohou byt napfiklad pfitomny u jiného biologického druhu, a mohou byt pak snadno
izolovany, rutinnimi molekularné biologickymi postupy, které jsou znamy v oboru, bez nepfimé-
feného experimentovéani. Dale mohou existovat geny v jinych genetickych lokusech v genomu,
které kéduji proteiny, které maji rozsahlou homologii (homologie) s jednou nebo vice doménami
genovych produkti podle vynalezu. Tyto geny mohou byt také identifikovany podobnymi postu-
py. Pfiklady orthologi nebo homologi jsou poskytovany na obr. 8, 10, 11, 12 a 13.
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Napiiklad izolovana exprimovana genova sekvence muze byt znadena a pouzita ke screeningu
cDNA knihovny konstruované z mRNA ziskané z pozadovaného organizmu. Hybridizaéni pod-
minky budou s nizsi stringenci, kdyZ cDNA knihovna byla ziskdna z organizmu odli$ného od
organizmu, ze kterého pochazi znaCena sekvence. Jinak mize byt znaCeny fragment pouzit ke
screeningu genomovych knihoven pochazejicich z pozadovaného organismu, a sice také s pou-
Zitim podminek pfiméfené nizké stringence. Takovy podminky nizké stringence jsou dobfe zna-
mé odbornikim a predvidatelné se meéni v zavislosti fylogenezi specifickych organizmi, ze kte-
rych byla ziskana knihovna a znagena sekvence. Pro instrukce ohledné volby vhodnych podmi-
nek, viz naptiklad Sambrook et al. (cit. vyse).

Dale, dfive neznama exprimovana sekvence typu genu muze byt izolovana pomoci PCR (poly-
merazové fetézové reakce) s pouzitim dvou degenerovanych oligonukleotidovych primerovych
poold, navrZzenych na zaklad¢ aminokyselinové sekvence pozadovaného genu. Templat pro reak-
ci mizZe byt cDNA ziskana reverzni transkripci z mRNA pfipravené z bunééné linie nebo tkané
humanniho nebo jiného nez humanniho piivodu, o které je znamo nebo o které se domnivame, Ze
exprimuje homolog nebo sestfihovou variantu.

PCR produkt mize byt subklonovan a sekvencovan, aby se zajistilo, Ze amplifikovana sekvence
pfedstavuje sekvenci exprimované genu podobné sekvence nukleové kyseliny.PCR fragment
muzZe pak byt pouzit pro izolaci klonu kompletni cDNA celou fadou metod. Napiiklad amplifiko-
vany fragment miize byt zna¢ena pouzit pro screening bakteriofagové cDNA knihovny. Alterna-
tivn€ znaceny fragment miize byt pouzit pro screening genomové knihovny.

PCR technika mize také byt pouzita k izolaci kompletni cDNA sekvence. Napiiklad miize byt
izolovana RNA, a sice standardni postupy, z vhodného bunééného nebo tkanového zdroje. Re-
verzni transkriptdzova reakce miiZze byt provedena na RNA s pouzitim oligonukleotidového pri-
meru specifického pro 5’ konec amplifikovaného fragmentu jako ocka pro syntézu prvniho vlak-
na. Vysledny RNA/DNA hybrid mize pak byt doplnén guaniny s pouZitim standardni reakce
s termindlni transferazou, hybrid miize byt §t€pen Rnazou H a syntéza druhého vldkna pak mize
byt zahdjena prostfednictvim poly—C primeru jako ocka. Takze cDNA sekvence v protisméru
(,,upstream®) od amplifikovaného fragmentu mize byt snadno izolovana. Pro piehled klonovani
strategii, které mohou byt pouzit, viz napi., Sambrook et al., 1989 (viz vyse).

V ptipady, kdy identifikovany diferenéné exprimovany gen je normalni gen nebo gen divokého
typu, pak tento gen miize byt pouzit k izolaci mutantni alely genu. Takova izolace je vyhodna u
procest a chorobnych stavii, které jsou znamy nebo podezielé tim, Ze maji geneticky zaklad.
Mutantni alely mohou byt izolovany z jednotliveti bud’to zndmych nebo podezielych z toho, ze
maji genotyp, ktery pfispiva k symptomiim onemocnéni. Mutantni alely a produkty mutantnich
alel pak mohou byt pouzity v diagnostickych testovacich systémech popsanych nize.

c¢DNA mutovaného genu miZe byt izolovana, naptiklad tak, Ze se pouzije RT-PCR technika,
ktera je dobfe znama odbornikim. V takovém piipadé prvni cDNA vldkno miiZze byt syntetizova-
no hybridiza¢ni oligo—dT oligonukleotidu (nebo ndhodnych hexameri) k mRNA izolované z tka-
né€ znamé nebo podeziely tim, Ze se exprimuje v jedinci domnéle nesoucim mutantni alelu, a dale
extenzi nového vlakna reverzni transkriptazou. Druhé vldkno ¢cDNA je pak syntetizovano s pou-
zitim oligonukleotidu, ktery hybriduje specificky k 5’ konci normalniho genu (nebo kterymkoliv
jinym zndmym zplsobem). S pouZitim téchto dvou primert je pak mozné pomoci PCR amplifi-
kovat cely produkt, klonovat do vhodného vektor a podrobit ho DNA sekvenéni analyze, a to
metodami, které jsou dobfe znamy odbornikim. Porovnanim DNA sekvence mutovaného genu a
normalniho genu mohou byt zjistény mutace zodpovédné za ztratu nebo zménu funkce mutova-
ného genového produktu.

Alternativné genomova nebo cDNA knihovna mohou byt zkonstruovany a podrobeny screeningu
s pouzitim DNA nebo RNA, z tkdn€ zndmé nebo podezielé tim, ze exprimuje pozadovany gen u
Jjednotlivce, ktery domnéle nese mutantni alelu. Normalni gen nebo kterykoliv jeho vhodny frag-
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ment miZe pak byt znaCen a pouzit jako sonda k identifikaci odpovidajici mutantni alely v kni-
hovné. Klon obsahujici tento gen pak muZe byt purifikovan metodami rutinné uzivanymi v oboru
a pak podroben sekven¢ni analyze, jak bylo popséno vyse.

A dale, expresni knihovny mohou byt konstruovany s vyuzitim DNA izolované nebo cDNA syn-
tetizované z tkané znamé nebo podezielé tim, Ze exprimuje pozadovany gen, z jedince, ktery je
suspektné nositelem mutantni alely. Timto zpiisobem jsou exprimovany genové produkty tvorené
v domnéle mutantni tkani a ty mohou byt dale podrobeny screeningu s pouzitim standardnich
metod uzivajicich protilatky vytvofenymi proti normalnim genovym produktim, jak bude dale
popsano. (Metody screeningu viz napf. naptiklad Harlow, E. and Lane, eds., 1988, ,,Antibodies:
A Laboratory Manual®, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor). V pfipadech, kdy muta-
ce vedou k expresi genového produktu se zménénou funkcei (napf. v disledku mutace beze smys-
lu (,,missence)), soubor polyklonalnich protilatek pravdépodobn¢ bude zkiiZzené reagovat
s mutovanym genovym produktem. Klony z knihovny identifikované prostfednictvim jejich re-
akce s takovymi znaCenymi protilatkami mohou byt dale purifikovany a podrobeny sekvenéni
analyze, jak bylo popsano vyse.

Diferenéné exprimované genové produkty zahrnuji proteiny kddované nukleotidovymi sekven-
cemi uvedenymi jako SEKV. ID. C. 1, SEKV. ID. C. 3, SEKV. ID. C. 5, SEKV. ID. C. 7, SEKV.
ID. C. 9, SEKV. ID. C. 11 nebo SEKV. ID. C. 13, konkrétné se jedna o polypeptid, ktery ma
nebo obsahuje aminokyselinovou sekvenci uvedenou jako SEKV. ID. C. 2, SEKV. ID. C. 4,
SEKV. ID. C. 6, SEKV. ID. C. 8, SEKV. ID. C. 10, SEKV. ID. C. 12 nebo SEKV. ID. C. 14
nebo jejich fragmenty.

Kromé toho, exprimované genové produkty zahrnuji i proteiny, které predstavuji funk&né rovno-
cenné genové produkty. Takovy ekvivalentni genovy produkt mize obsahovat delece, adice nebo
substituce aminokyselinovych zbytkli v aminokyselinové sekvenci kodované sekvenci diferenéné
exprimovaného genu, popsaného vyse, ktera ale vede k tzv. uml¢ené zméné, takze je produkovan
funkéné rovnocenny diferenéné exprimovany genovy produkt (polymorfismy). Substituce ami-
nokyselin miiZze byt provedena na zakladé podobnosti za€astnénych aminokyselinovych zbytkl
v polarité, naboji, rozpustnosti nebo hydrofobnich, hydrofilnich a/nebo amfipatickych vlastnosti a
na srovnani s aminokyselinovou sekvenci jiného biologického druhu.

Naptiklad nepolarni (hydrofobni) aminokyseliny jsou alanin, leucin, izoleucin, valin, prolin, fe-
nylalanin, tryptofan a methionin, polarni neutralni aminokyseliny jsou glycin, serin, threonin,
cystein, tyrosin, asparagin a glutamin, pozitivné nabité (bazické) aminokyseliny jsou arginin,
lysin a histidin a zaporné nabité (kyselé) aminokyseliny jsou asparagové kyselina a glutamova
kyselina.

Termin ,,funkéné ekvivalentni* jak se v tomto textu pouZziva, oznaCuje protein nebo polypeptid
schopny vykazovat v podstaté podobnou in vivo nebo in vitro aktivitu jako endogenni diferencné
exprimovany genovy produkt kédovany diferenéné exprimovanou genovou sekvenci popsanou
vyse. Termin ,,funkéné ekvivalentni se tyka také proteinli nebo polypeptidd schopnych interakce
s jinymi buné&nymi nebo extracelularnimi molekulami zpisobem podobnym, kterym by reagova-
la odpovidajici ¢ast endogenniho diferenéné exprimovaného genového produktu. Naptiklad
,funkéné ekvivalentni* peptid by byl schopny v imunotestu sniZit vazbu protilatky k odpovidaji-
cimu peptidu (tj. peptidové aminokyselinové sekvenci, ktera byla modifikovana, aby se ziskal
,funkéné ekvivalentni“ peptid) endogenniho proteinu nebo k endogennimu proteinu samotnému,
kdyz protilatka byla pfipravena proti odpovidajicimu peptidu endogenniho proteinu. Ekvimolarni
koncentrace funk&né rovnocenného peptidu snizi vySe zminénou vazbu odpovidajiciho peptidu
alespoti priblizné o 5 %, vyhodné pfiblizng o 5 % az 10 %, vyhodnéji pfiblizné od 10 % do 25 %,
dokonce jesté vyhodnéji pFiblizné o 25 % az 50 % a nejvyhodné&ji pfiblizn€ o 40 % az 50 %.

Diferenéné exprimované genové produkty mohou byt pfipraveny uzitim technologie rekombi-
nantni DNA, ktera je odbornikim dobfe znama. TakZe jsou zde popséany zplsoby pfipravy poly-
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peptidl a peptidu diferenéné exprimovanych genti podle vynalezu tim, Ze se exprimujici nukleo-
vé kyseliny kodujici diferencné exprimované genové sekvence. Metody, které jsou odbornikim
znamé, mohou byt pouZity ke konstrukci expresnich vektorti obsahujicich kodujici sekvenci genu
pro expresi proteinu a vhodné transkripéni/translacni kontrolni signaly. Tyto metody zahrnuji,
napiiklad in vitro rekombinantni DNA techniky, syntetické techniky a in vivo rekombina-
ci/genetickou rekombinaci. Viz, napfiklad techniky popsané v publikaci Sambrook et al., 1989,
(cit. vySe) a Ausubel et al., 1989 (cit. vySe). Alternativné RNA nebo ¢cDNA schopna kédovat
sekvenci genu pro expresi proteinu mohou byt chemicky syntetizovany s pouzitim naptiklad au-
tomatickych syntetizatori. Viz naptiklad techniky popsané v publikaci ,,Oligonucleotide Synthe-
sis®, 1984, Gait, M. J. ed., IRL Press, Oxford, ktera je zahrnuta formou odkazu.

Cela fada systému hostitel — expresni vektor mize byt pouzita pro expresi kodujici sekvence
diferen¢né exprimovaného genu podle vynalezu. Takovy systém hostitel — expresni vektor pied-
stavuje vehikulum, jehoz prostfednictvim mize byt pozadovana sekvence vytvofena a nasledov-
né purifikovana, ale také ptedstavuje buiiky, které mohou, kdyz byly transformovany nebo trans-
fekovany vhodnou nukleotidovou kédujici sekvenci, in situ exprimovat protein diferencné ex-
primovaného genu podle vynalezu. Patii k nim, ale bez omezeni, mikroorganizmy jako napiiklad
baktérie (napt. E. coli, B. subtilis) transformované rekombinantnim bakteriofagovym, plazmido-
vym nebo kozmidovym DNA expresnim vektorem, ktery obsahuje kodujici sekvenci genu dife-
renéné exprimovaného proteinu, kvasinky (napf. Saccharomyces, Pichia) transformované re-
kombinantnim kvasinkovym expresnim vektorem obsahujicim kodujici sekvenci genu diferenéné
exprimovaného proteinu, systémy hmyzich bunék infikovanych rekombinantnim virovym ex-
presnim vektorem (napf. bakulovirus) obsahujicim kddujici sekvenci genu diferenéné exprimo-
vaného proteinu, systémy rostlinnych bunék infikovanych rekombinantnim virovym expresnim
vektorem (napf. virus mozaiky kvétaku, CaMV, virus mozaiky tabaku, TMV) nebo transformo-
vané rekombinantnim plazmidovym transformacnim vektorem (napf. Ti plazmid) obsahujicim
koédujici sekvenci genu diferenéné exprimovaného proteinu nebo systémy savéich bun€k (napf.
buiiky COS, CHO, BHK, 293, 3T3) nesouci rekombinantni expresni konstrukty obsahujici pro-
motory pochdzejici z genomu sav¢ich bun€k (napfi., metalothioneinovy promotor) nebo ze sav-
¢ich virti (napf. adenovirovy pozdni promotor, 7,5K promotor viru vakcinie, promotor ¢asnych
genil cytomegaloviru).

Exprese polypeptidu RDCVF1 nebo RDCVF2 buiikou z genu Rdcvfl nebo Rdevf2, ktery je pro
buriku nativni, mize byt také realizovana. Metody vhodné pro takovou expresi byly popsany
napf. v patentech USA 5 641 670, 5 733 761, 5 968 502 a 5 994 127, které jsou vyslovné zahrnu-
ty formou odkazu v tomto textu. Builky, které¢ byly indukovany k expresi RDCVF1 nebo RD-
CVF2 metodami podle kteréhokoliv z patentli USA 5 641 670, 5 733 761, 5 968 502 a 5 994 127,

Meer

¢i RDCVF1 nebo RDCVF2 v tkani.

V bakteridlnich systémech lze vyhodné vybrat celou fadu expresnich vektoru pro expresi proteinu
diferencné exprimovaného genu v zavislosti na zamysleném pouziti. Napkiklad kdyz ma byt pro-
dukovano velké mnozstvi takového proteinu, pro piipravu protilatek nebo screening peptidovych
knihoven, jsou vyhodné naptiklad vektory, které reguluji vysokou hladinu exprese fiznich pro-
teinovych produkti. K takovym vektorim patfi, ale bez omezeni, E. coli expresni vektor pUR278
(Ruther et al., 1983, EMBO J. 2:1791), ve kterém sekvence kédujici protein diferenéné exprimo-
vaného genu miize byt ligovana individualn€ do vektoru ve shodném &tecim ramci s kodujicim
usekem lacZ takze se vytvoii fuzni protein, pIN vektory (Inouye & Inouye, 1985, Nucleic Acids
Res. 13:3101-3109; Van Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 264:5503-5509). Mohou také
byt pouZity PGEX vektory exprimujici cizorodé polypeptidy jako fizni proteiny s glutathion—S—
transferazou (GST). Obecné, takové fuzni proteiny jsou rozpustné a mohou byt snadno purifiko-
vany z lyzovanych bun&k adsorpci na glutathion—sefarézové perli¢ky néasledovanou eluci za pii-
tomnosti volného glutathionu. PGEX vektory jsou navrZeny tak, Ze obsahuji $t€pna mista trombi-
nu nebo proteazy faktoru Xa, takze protein klonovaného cilového genu mize byt odstépen od
GST skupiny s pouZitim uvedenych endopeptidaz.
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Promotorové Gseky mohou byt vybrany z kterychkoliv pozadovanych genl pouzitim vektori,
které obsahuji reportérovou transkripéni jednotku postradajici promotorovy tsek, jako naptiklad
chloramfenikolacetyltransferazovou (,,CAT*) nebo luciferdzovou transkripéni jednotku, po sméru
(,.downstream*) od restrikéniho mista nebo mista pro vloZeni zkoumaného promotorového frag-
mentu, tj. fragmentu, ktery muze obsahovat promotor. Jak je dobfe znamo, vlozeni promotoru
obsahujiciho fragmentu do restrikéniho mista vektoru v protisméru od CAT nebo luciferazového
genu vede k produkci CAT nebo luciferazové aktivity, které mohou byt detekovéany standardnimi
CAT testy nebo luminometry. Vektory vhodné pro tento ucel jsou dobie zndmy a jsou snadno
dostupné. Tti priklady takovych vektorti jsou pKK232-8, pCM7 a pGL3 (Promega, E1751, Ge-
nebank ¢&. u47295). Takze promotory pro expresi polynukleotidii podle predkladaného vynalezu
zahrnuji nejen znamé a snadno dostupné promotory, ale také promotory, které mohou byt ziskany
vy$e popsanym zpusobem uZitim testu s reportérovym genem.

Ke znamym bakterialnim promotorim vhodnym k expresi polynukleotidi a polypeptidi podle
predkladaného vynalezu patii E. coli lacl a lacZ promotory, T3 a T7 promotory, TS tac promotor
a promotory lambda PR, PL a trp. Mezi znamé eukaryotické promotory vhodné v tomto sméru
patii CMV bezprostfedné ¢asny promotor, promotor thymidinkindzy z HSV, Casny a pozdni pro-
motor z SV40, promotory z retrovirovych LTR, jako naptiklad viru Rousova sarkomu (RSV) a
metalothioneinové promotory, jako napiiklad mysi promotor metalothionein—I.

V hmyzich systémech, virus polyhedrosy jadra (AcNPV) z Autogapha californica je jeden
z nékolika hmyzich systémi, které mohou byt pouzity jako vektory pro expresi cizorodych gend.
Virus se mnozi v burikdch Spodoptera frugiperda. Kodujici sekvence diferenéné exprimovaného
genu muze byt klonovana individualné do neesencialnich usekt (napiiklad gen polyhedrinu) viru
a vlozen pod kontrolou AcNPV promotor (napfiklad promotor polyhedrinu). Usp&sna inzerce
kodujici sekvence diferencné exprimovaného genu povede k inaktivaci polyhedrinového genu a
produkci neobaleného rekombinantniho viru (tj. viru postradajiciho proteinovy obal kédovany
gene pro polyhedrin). Tyto rekombinantni viry jsou pak pouzity k infekci bunék Spodoptera fru-
giperda, ve kterych je pak vloZeny gen exprimovan. (napf. viz Smith et al., 1983, J. Virol. 46:
584; Smith, U.S. Patent 4,215,051).

V sav¢ich hostitelskych buiikach mize byt pouzita také celd fada expresnich systémii zalozenych
na virech. V ptipadech, kdy je uzit adenovirus jako expresni vektor, kodujici sekvence pozadova-
ného diferenéné exprimovaného genu mize byt ligovana k adenovirovému kontrolnimu kom-
plexu transkripce/translace, jako je napf. pozdni promotor a tripartitni vedouci sekvence. Tento
chiméricky gen pak mize byt vloZzen do adenovirového genomu rekombinaci in vitro nebo
in vivo. Inzerce do neesencialniho useku virového genomu (napf. usek E1 nebo E3) poskytne
rekombinantni virus, ktery je Zivotaschopny a je schopny exprimovat protein diferencné expri-
movaného genu v infikované hostitelské buiice (napf., Viz Logan & Shenk, 1984, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:3655-3659). Specifické inicia¢ni signaly mohou byt poZadovény pro G€innou
translaci vlozené kodujici sekvence diferenéné exprimovaného genu. Tyto signaly zahrnuji ATG
jeho vlastniho inicianiho kodonu a ptilehlych sekvenci, je vlozen do vhodného expresniho vek-
toru, zadny dal3i transla¢ni kontrolni signal jiz neni potieba. Nicméné v pfipad€, kdy je vlozena
jen &ast kodujici sekvence diferenéné exprimovaného genu, exogenni translacni kontrolni signal,
musi byt ve fazi s &tecim ramcem poZadované kodujici sekvence, aby se zajistila translace celého
inzertu. Tyto exogenni translaéni kontrolni signaly (Kozackovy sekvence) a iniciani kodony
mohou pochazet z riiznych zdroju, jak pfirodniho tak i syntetického pivodu. Uginnost exprese
miize byt zesilena vlozenim vhodného enhanceru transkripce, terminatoru transkripce apod. (viz
Bittner et al., 1987, Methods in Enzymol. 153:516-544).

Selekce vhodnych vektorti a promotori pro expresi v hostitelské butice je dobfe zndmym postu-
pem a potiebné postupy pro konstrukci expresniho vektoru, zavedeni vektoru do hostitele a ex-
presi v hostiteli jsou rutinnimi postupy, které jsou v oboru znamy.

-10 -



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 305800 B6

Obecné, rekombinantni expresni vektory obsahuji po¢atek replikace, promotor pochézejici z genu
s vysokou hladinou exprese pro fizeni transkripce po sméru (,,downstream®) leziciho struktural-
niho genu a voliteln¢ selekéni marker umoziiujici po kontaktovani bunék a vektoru izolaci bunék,
které obsahuji vektor.

Kromé toho miize byt vybran i hostitelsky bun&&ny kmen, ktery moduluje expresi viozené sek-
vence nebo modifikuje a zpracovava genovy produkt specifickym zpisobem. Takové modifikace
(napf. glykosylace) a opracovani (napf. $tépeni) proteinovych produktd mohou byt diilezitymi
faktory pro funkce proteinu. Riizné hostitelské buiiky maji charakteristické a specificky mecha-
nismy pro posttransla¢ni opracovani a modifikace proteini. Vhodné bunééné linie nebo hostitel-
ské systémy mohou byt zvoleny, aby se zajistila spravna modifikace a opracovéani exprimované-
ho cizorodého proteinu. Pro tento ugel mohou byt pouZity eukaryotické hostitelské buiiky, které
maji vlastni buné¢ny aparat pro spravné opracovani primamiho transkriptu, glykosylaci a fosfo-
rylaci genového produktu. Takové savéi hostitelské buiiky jsou, ale bez omezeni, buriky CHO,
VERO, BHK, HeLa, COS, MDCK, 293, 3T3, WI38 apod.

Pro dlouhodobou produkei rekombinantniho proteinu s vysokym vytézkem je vyhodna stabilni
exprese. Napiiklad miiZe byt geneticky zkonstruovana buné&éna linie, ktera trvale exprimuje dife-
renén€ exprimovany protein. SpiSe nez expresnimi vektory, které obsahuji virovy pocatek repli-
kace, hostitelské buiiky mohou byt transformovany DNA fizenou vhodnymi expresnimi kontrol-
nimi prvky (jako je napf. promotor, enhancer, sekvence, transkripce terminatory, polyadenylace
mista apod.) a obsahujici selek¢ni marker. Po vloZeni cizi DNA se geneticky upravené buriky
ponechaji rist po dobu 1 az 2 dni v obohacenych médiich a pak jsou preneseny do selektivniho
média. Selekéni marker v rekombinantnim plazmidu poskytne rezistenci k selekci a umozni, aby
buriky, které trvale inkorporovaly plazmid do chromozémi, rostly za vzniku ,,fokust®, které mo-
hou byt klonovany a pak namnoZeny do bunéné linie. Tento zplisob miiZze vyhodné byt pouzit ke
genoveé manipulaci buné¢né linie, ktera exprimuje diferenéné exprimovany protein. Takova gene-
ticky upravend bunééna linie miize byt konkrétné pouzitelna pro screening a hodnoceni sloude-
nin, které ovliviiuji endogenni aktivitu diferenéné exprimovanych proteinti. Takové stabilni bu-
né&né linie mohou byt pouzity pfimo jako prostfedek bun&&né terapie pfimo nebo po obaleni.

MiiZe byt pouZita celd fada selekénich systémi, jako je napt. (aniz by vy&et byl omezujici) thy-
midin kindza viru herpes simplex (Wigler, et al., 1977, Cell 11:223), hypoxanthin—guanin fosfo-
ribosyltransferaza (Szybalska & Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026), adenin-
fosforibosyltransferaza (Lowy, et al., 1980, Cell 22:817), které mohou byt uZity v butikach tk,
hgprt™ nebo aprt’, v daném potadi. Také rezistence k antimetabolitim miize byt pouzita jako za-
klad selekce na dhfr, ktery ud€li rezistenci k methotrexatu (Wigler, et al., 1980, Natl. Acad. Sci.
USA 77:3567; O'Hare, et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527), gpt, ktery udéli rezis-
tenci k mykofenolové kyseliné (Mulligan & Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072),
neo, ktery udéli rezistenci k aminoglykosidu G—418 (Colberre-Gerapin, et al., 1981, J. Mol. Biol.
150:1) a hygro, ktery ud€li rezistenci k hygromycinu (Santerre, et al., 1984, Gene 30:147).

Alternativni systém fuznich proteinii umoztiuje rychlou purifikaci nedenaturovaného fiizniho
proteinu exprimovaného v huméanni bun&&né linii (Janknecht, et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88: 8972-8976). V tomto systému je pozadovany gen subklonovan do rekombinantniho
plazmidu vakcinie, takZe otevieny &teci ramec genu je translainé fuzovan k aminokoncové
»znacee®, kterou tvofi Sest histidinovych zbytkd. Extrakty z bunék infikovanych rekombinantnim
virem vakcinie jsou pak naneseny na klony s NiZ™ nitrilooctovou kyselinou—agar6zou a histidi-
nem znacené proteiny jsou pak selektivné eluovéna imidazol-obsahujicim pufrem.

KdyZ se pouziji jako slozky v testovacich systémech, jako naptiklad popsanych dale, diferenéné
exprimovany protein miZe byt oznaCen, bud’ ptimo nebo neptimo, pro usnadnéni detekce kom-
plexu vytvofeného mezi diferenéné exprimovanym proteinem a testovaci latkou. Kterykoliv
z celé fady znaCicich systémi miiZe byt pouzit, véetné (bez omezeni) radioizotopil, jako je napfi-
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klad '*I, enzymatickych znagicich systémi, které vytvareji detekovatelny kolorimetricky signal
nebo svétlo, kdyz jsou exponovany k substratu, a fluorescenéni znacky.

Kdyz je uzita technologie rekombinantni DNA k produkci diferencné exprimovaného proteinu
pro takové testovaci systémy, miize byt vyhodné zkonstruovat fuzni proteiny, které usnadiiuji
znadeni, imobilizaci a/nebo detekci.

Nepiimé znaceni zahrnuje pouziti proteinu, jako napiiklad znacené protilatky, ktery se specificky
vaze k produktu diferenéné exprimovaného genu. Takové protilatky zahrnuji, ale bez omezeni,
polyklonaini, monoklonalni, chimérické, jednofetézcové protilatky, Fab fragmenty protilatek a
fragmenty vytvorené z Fab expresni knihovny.

V jiném provedeni vynalezu nukleové kyseliny obsahujici sekvence kodujici protein RDCVF1
nebo RDCVF2 nebo jeho funkéni derivat jsou podavany, aby podporovaly funkei ¢ipkd, a sice
metodami genové terapie. Genova terapie se tyka terapie provadéné poddvanim nukleové kyseli-
ny pacientovi. V tomto provedeni vynalezu nukleova kyselina produkuje kédovany protein, ktery
zprostiedkuje terapeuticky uéinek tim, Ze podporuje funkce Cipkd.

Kterakoliv z dostupnych metod genové terapie mize byt pouZzita pro realizaci predkladaného
vynélezu. Ptiklady metod jsou popsény déle.

Ve vyhodném aspektu lécivy piipravek obsahuje nukleovou kyselinu Rdcvfl nebo Rdcvf2, ktery
je Casti expresniho vektoru, ktery exprimuje protein RDCVF1 nebo RDCVF2 nebo jeho fragment
nebo jeho chiméricky protein ve vhodném hostiteli. Konkrétné tato nukleové kyselina ma promo-
tor operativné spojeny s Rdcvfl nebo Rdevf2 kodujicim Gsekem, pfiCemz promotor je indukova-
telny nebo konstitutivni, a volitelné tkarioveé specificky. V dalSim konkrétnim provedeni je pouzi-
ta molekula nukleové kyseliny, kde Rdcvfl nebo Rdcvf2 kodujici sekvence a jakakoliv jina po-
zadovand sekvence jsou obklopeny oblastmi, které podporuji homologni rekombinaci
v pozadovaném misté genomu, takZe dochazi k intrachromozomové expresi nukleové kyseliny
Rdcvfl nebo Rdcvf2 (Koller and Smithies, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935;
Zijlstra et al., 1989, Nature 342:435-438).

Podani nukleové kyseliny pacientovi mize byt bud’to ptimé, v takovém ptipadé€ je pacient piimo
exponovan nukleové kyseliné nebo vektoru nesoucimu nukleovou kyselinu, nebo nepfimé, v
takovém pfipadé jsou nejdiive buriky transformovany nukleovou kyselinou in vitro a pak jsou
transplantovany pacientovi. Tyto dva pfistupy jsou znamy, v daném potadi, jako in vivo nebo ex
vivo genova terapie.

Ve specifickém provedeni nukleova kyselina je ptimo podavana in vivo, kde je exprimovana za
vzniku kédovaného produktu. Tento postup miize byt uskuteénén kteroukoliv z Cetnych metod
znamych v oboru, napf. tak, Ze se nukleova kyselina vlozi jako ¢ast vhodného expresniho vektoru
a poda se tak, Ze se stane intracelularni slozkou, napf. infekci s pouZitim defektniho nebo atenuo-
vaného (oslabeného) retrovirového nebo jiného viru (adenovirus, adeno—asociovany virus, lenti-
virus) (viz napf. patent USA 4 980 286 a dalsi, citované vyse), nebo piimym vstiikem holé DNA
nebo pouzitim ostfelovani mikro¢asticemi (napf. genova ,,puska“, Biolistic, Dupont) nebo pota-
7enou lipidy nebo receptory bun&ného povrch nebo transfekénimi Cinidly, obalenou
v lipozomech, v mikro&asticich nebo mikrotobolkach, nebo navazanou na peptid, o kterém je
znamo, e vstupuje do jadra, nebo navazanou k ligandu, ktery pak podléhd receptorem—
zprostiedkované endocytoze (viz napf. patenty USA 5166320, 5728399, 5874297 a
6 030 954, které jsou zahrnuty formou odkazu), kteryZto postup mize byt pouzit k cileni na bu-
nééné typy specificky exprimujici receptory, apod. V dal$im provedeni mohou byt vytvofeny
komplexy nukleova kyselina — ligand, ve kterych ligand obsahuje fusogenni virovy peptid pro
naru$eni endosomii, coZz dovoli nukleové kyseliné vyhnout se lysosomalni degradaci. V jesté
daldim provedeni nukleova kyselina miZze byt zaméfena in vivo pro bunécné specificky piijem a
expresi, cilenim na specificky receptor (viz napi. PCT Publikace WO 92 06180, WO 92 22635,
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WO 9220316, WO 93 14188 a WO 93 20221). Alternativné nukleova kyselina miize byt vlozena
intracelularné a vnesena do DNA hostitelské buiiky pro expresi homologni rekombinaci (viz
napf. patenty US 5413 923; 5416 260 ; a 5 574 205; a Zijlstra et al., 1989, Nature 342:435-438).

Ve specifickém provedeni je pouzit virovy vektor, ktery obsahuje nukleovou kyselinu Rdcvfl
nebo Rdcvf2. Naptiklad mize byt pouZit retrovirovy vektor (viz napf. patenty US 5219 740,
5604 090 a 5 834 182). Tyto retrovirové vektory byly modifikovany odstranénim retrovirovych
sekvenci, které nejsou nutné pro sbaleni virového genomu a integraci do DNA hostitelské buriky.
Nukleova kyselina Rdcvf]l nebo Rdevf2 pro pouZiti v genové terapii je klonovana do vektoru,
ktery usnadni aplikaci genu do pacienta.

Adenoviry jsou dalsi virové vektory, které mohou byt pouzity v genové terapii. Adenoviry jsou
obzvlasté atraktivni vehikula pro pfenos genii do respiraéniho epitelu. Adenoviry pfirozené infi-
kuji respiracni epitel, kde zplsobuji mirna onemocnéni. Dalsim cilem pro aplikadni systémy za-
loZzené na adenovirech jsou jatra, centralni nervovy systém, endotelové buiiky a sval. Adenoviry
maji vyhodu, Ze jsou schopny infikovat nedélici se buriky. Metody pouziti adenovird v genové
terapii jsou popsany napf. v patentech USA 5824 544, 5868 040, 5871722, 5880102,
5882 877, 5 885 808, 5932210, 5981 225, 5994 106, 5994 132, 5994 134, 6 001 557 a 6 033
8843, které jsou zahrnuty formou odkazu.

Adeno-asociované viry (AAV) byly také navrzeny pro pouziti v genové terapii. Adeno—
asociované viry jsou obzvlaste atraktivni vehikula pro pfenos gent do sitnice. Metody vyuZivajici
AAV jsou popsany napf. patentech USA 5 173 414, 5252 479, 5 552 311, 5 658 785, 5 763 416,
5773289, 5843 742, 5869 040, 5942496 a 5948 675, které jsou zahrnuty formou odkazu
v tomto textu.

DalSi pfistup v genové terapii zahruje prenos genu do bunék ve tkafiové kultufe takovymi meto-
dami jako je elektroporace, lipofekce, transfekce zprostfedkované fosforeénanem vapenatym
nebo virovou infekci. Obvykle zplisob pfenosu zahrnuje také pienos selekéniho markeru do bu-
nék. Buriky jsou pak umistény pod selekéni tlak, aby byly izolovany ty buiiky, které ptijaly a
exprimuji pfeneseny gen. Tyto buiiky jsou pak podany pacientovi pfimo nebo po obaleni.

V tomto provedeni je nukleova kyselina vnesena do buiiky pfed podanim in vivo vysledné re-
kombinantni buiiky. Toto vneseni miize byt provedeno jakymkoliv zplisobem znamym v oboru,
ktery zahrnuje, avSak bez omezeni, transfekei, elektroporaci, mikroinjekei, infekci virovym nebo
bakteriofagovym vektorem obsahujicim pozadovanou sekvenci nukleové kyseliny, bun&&nou
fazi, chromozomem zprostfedkovanym pfenosem genu, mikrobuitkou zprostfedkovanym pieno-
sem genu, flzi sferoplastd apod. Pro vnaseni cizorodych genii do bunék jsou znamé &etné techni-
ky a mohou byt vyuzity pfi realizaci predkladaného vynélezu, za pedpokladu, ze nebudou naru-
Seny nutné vyvojové a fyziologické funkce piijemce bufiky. PouZity postup by mél zajistit stabil-
ni pfenos nukleové kyseliny do buriky, aby nukleova kyselina mohla byt v bufice exprimovana a
vyhodné dédi¢na a exprimovatelna i v bunééném potomstvu.

Vysledné rekombinantni buiiky mohou byt podavany pacientim riznymi metodami znamymi
v oboru. Ve vyhodném provedeni epitelialni buiiky jsou injektovany, napt. subkutanng. V dal§im
provedeni rekombinantni kozni buiiky mohou byt pouZity jako koZni §t&p (transplantat) u pacien-
ta. Rekombinantni krvinky (napf. hematopoetické kmenové buiiky nebo progenitorové buiiky)
jsou vyhodné€ podavany intravenozné. MnoZstvi pouzitych bunék v genové terapii zavisi na 7ada-
ném efektu, stavu pacienta a dal3ich faktorech, a miZe byt odbornikem rutinné stanoveno.

Buiiky, do kterych se miize vnaset molekula nukleové kyseliny pro Gi¢ely genové terapie, jsou
Jakékoliv pozadované buiiky, napf. (aniz by vycet byl omezujici) epitelové buiiky, endotelové
buiiky, keratinocyty, fibroblasty, svalové buiiky, hepatocyty, krevni buiiky jako jsou T lymfocy-
ty, B lymfocyty, monocyty, makrofagy, neutrofily, eosinofily, megakaryocyty, granulocyty, riiz-
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né kmenové a progenitorové buiiky, zejména hematopoetické kmenové a progenitorové buiiky,
které jsou napf. ziskany z kostni dfené, pupeénikové krve, periferni krve, fetdlnich jater apod.

V provedenti, kdy jsou v genové terapii pouzity rekombinantni buiiky, Rdcvfl nebo Rdevf2 nuk-
leova kyselina je zavedena do bungk tak, Ze je exprimovana butikami nebo jejich potomstvem a
rekombinantni bufiky jsou pak podavany in vivo pro dosazeni terapeutického ucinku. Ve speci-
fickém provedeni jsou pouZzity kmenové nebo progenitorové builky. Kterékoliv kmenové a/nebo
progenitorové bufiky, které mohou byt izolovany a udrzovany in vitro, mohou byt potencialné
pouzity v souladu s timto provedenim podle pfedkladaného vynalezu. Takové kmenové buiiky
zahrnuji, ale bez omezeni, hemopoetické kmenové buiiky (HSC), kmenové buiiky epitelovych
tkani, jako je napiiklad kize a epitel stfev, embryonalni srde¢ni svalové buiiky, jaterni kmenové
buiiky (viz napf. WO 94 08598) a nervové kmenové buiky (Stemple a Anderson, 1992, Cell
71:973-985).

Epitelové kmenové buiiky (ESC) nebo keratinocyty mohou byt ziskany z tkani, jako je napiiklad
kiZe a epitel stfev, znamymi postupy (Rheinwald, 1980, Meth. Cell Bio. 21A:229). Ve vrstevnaté
epitelové tkani, jako je napfiklad kiiZe, obnova nastava mitézou kmenovych bunék v germinativ-
ni vrstvé, vrstva nejblizsi lamina basalis. Kmenové buiky ve stfevnim epitelu zajist'uji rychlé
tempo obnovy této tkané. ESC nebo keratinocyty ziskané z kiize nebo stfevniho epitelu pacienta
nebo darce mohou byt péstovany ve tkatiové kultufe (Pittelkow a Scott, 1986, Mayo Clinic Proc.
61:771). Jestlize ESC jsou poskytnuty darcem, mize také byt pouzit néjaky zplisob suprese reak-
ce §tépu proti hostiteli (napf. ozafeni, podavani 1é¢iv nebo protilatek pro podporu mirné imuno-
suprese). Kmenové buiiky ve stfevnim epitelu zajist'uji rychlé tempo obnovy této tkané. ESC
nebo keratinocyty ziskané z kiize nebo stfevniho epitelu pacienta nebo darce mohou byt péstova-
ny ve tkarové kultufe (Pittelkow a Scott, 1986, Mayo Clinic Proc. 61:771). Jestlize ESC jsou
poskytnuty darcem, miZze také byt pouzit n&jaky zpiisob suprese reakce St€pu proti hostiteli
(napf. ozafeni, podavani 1é¢iv nebo protilatek pro podporu mirné imunosuprese). Kmenové bufi-
ky sitnice byly také popsany (Tropepe et al., 2000, Science, 287: 2032).

Co se tyka hemopoetickych kmenovych bungk (HSC), kterakoliv technika, ktera zajisti izolaci,
rozmnozovani a udrzovani HSC in vitro, miize byt pouZita v tomto provedeni vynalezu. Techni-
ky, kterymi to miize byt uskute€néno, zahrnuji (a) izolaci a zalozeni HSC kultur z bun€k kostni
dfeng izolovanych z budouciho hostitele nebo darce nebo (b) pouziti dfive zalozenych dlouhodo-
bych HSC kultur, které mohou byt alogenni nebo xenogenni. Neautologni HSC jsou pouzity vy-
hodné ve spojeni se zplisobem suprese transplantaénich imunitnich reakci budouciho hostite-
le/pacienta. V konkrétnim provedeni podle pfedkladaného vynalezu humanni buiiky kostni dfen€
mohou byt ziskany z hiebene zadni kosti ky&elni aspiraci jehlou (viz napt. Kodo et al., 1984, J.
Clin. Invest. 73:1377-1384). Ve vyhodném provedeni pfedkladaného vynalezu, HSCS mohou
byt ve vysoce obohacené nebo v podstaté v €isté form&. Toto obohacen mize byt uskutenéno
pred dlouhodobou kultivaci, b&hem kultivace nebo po ni a miaze byt provadéno kteroukoliv tech-
nikou v oboru znamou. Dlouhodobé kultivace bunék kostni dfené mohou byt zaloZeny a udrzo-
vany napfiklad s pouzitim modifikovanych technik pro tkafiové kultury podle Dextera (Dexter et
al., 1977, J. Cell Physiol. 91:335) nebo technikami pro tkafiové kultury podle Witlocka a Witteho
(Witlock a Witte, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:3608-3612).

Ve specifickém provedeni nukleové kyselina, ktera ma byt zavedena pro Gcely genové terapie,
obsahuje indukovatelny promotor operativné spojeny s kodujicim usekem tak, Ze exprese nukle-
ové kyseliny je kontrolovatelna fizenim pfitomnosti nebo nepfitomnosti vhodného induktoru
transkripce.

V tomto textu jsou popsany zpisoby produkce protilatek schopnych specificky rozpoznévat jeden
nebo vice diferenéné exprimovanych genovych epitopi. Takové protilatky mohou zahrnovat, ale
bez omezeni, polyklonalni protilatky, monoklonalni protilatky (mAb), humanizované nebo chi-
mérické protilatky, jednofetszcové protilatky, Fab fragmenty, F(ab'), fragmenty, fragmenty vy-
tvafené Fab expresni knihovnou, anti-idiotypové (anti—Id) protilatky a fragmenty vazajici epitop
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kterékoliv vy3e uvedené protilatky. Takové protilatky mohou byt pouZity napriklad pro detekci
»otisku prsti“, cilového genu v biologickém vzorku nebo alternativné jako zplisob inhibice ab-
normalni aktivity cilového genu. Tyto protilatky tedy mohou byt pouzity jako soudast Ié¢ebnych
zplsobii nemoci a/nebo mohou byt pouzity jako soudast diagnostickych technik, pii¢emz pacienti
mohou byt testovani na abnormalni hladiny Rdcvfl nebo Rdcvf2 nebo na pitomnost abnormal-
nich forem Rdcvfl nebo Rdevf2 odbérem vzorkd komorové vody a/nebo sklivce metodami zna-
mymi odborniky v oboru (napt. Forster, RK, Abbott, RL, Gelender, H., 1980, Management of
infectious endophthalmitis Ophthalmology 87, 313-319)].

Pro produkci protilatek k diferenéné exprimovanému genu mohou byt rizn4 hostitelska zvifata
imunizovéna injekci diferenéné exprimovaného proteinu nebo jeho &asti nebo DNA imunizaci.
Takova hostitelska zvifata mohou zahrnovat, ale bez omezeni, kraliky, mysi a laboratorni potka-
ny, aby byla jmenovéana alespoil n&ktera. Pro zesileni imunologické reakce mohou byt pouzita
rizna adjuvancia, v zavislosti na druhu hostitele, zahrnujici bez omezeni véetné Freundovo ad-
Juvans (kompletni a nekompletni), mineraini gely, jako je napfiklad hydroxid hlinity, povrchové
ucinné latky, jako je napiiklad lysolecitin, polyoly typu ,,pluronic®, polyanionty, peptidy, olejové
emulze, hemokyanin pfilipky, dinitrofenol a potencialng pouZitelna huménni adjuvancia, jako je
napiiklad BCG (bacil Calmette—Guerin) a Corynebacterium parvum.

Polyklondlni protilatky jsou heterogenni populaci protilatkovych molekul pochazejicich ze séra
zvifat imunizovanych antigenem, jako je napfiklad produkt cilového genu nebo jeho antigenni
funkéni derivat. Pro produkei polyklonélnich protilatek mohou byt hostitelsk zvitata, jako jsou
napfiklad ta popsana vyse, imunizovana injekci diferenéné exprimovaného genového produktu
doplnéného adjuvancii, jak také bylo popsano vyse.

Monoklonalni protilatky, které jsou homogenni populaci protilatek ke konkrétnimu antigenu,
mohou byt ziskany kteroukoliv technikou, ktera zajisti produkci protilatkovych molekul kontinu-
alni buné€nou linii v kultufe. Ty zahrnuji, ale bez omezeni, techniku hybridomu podle autori
Kohler a Milstein, (1975, Nature 256:495-497, a patent Spojenych Stati &. 4 376 110), techniku
hybridomu humannich B lymfocyti (Kosbor et al., 1983, Immunology Today 4:72, Cole et al.,
1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030) a techniku EBV hybridomu (Cole et al., 1985,
Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., s. 77-96). Takové protilatky
mohou byt kterékoliv tfidy imunoglobulini véetné 1gG, IgM, IgE, IgA, IgD a kterékoliv jeji pod-
tfidy. Hybridom produkujici mAb podle tohoto vynilezu miize byt kultivovan in vitro nebo
in vivo. Produkce vysokych titri mAb in vivo ¢ini z této metody v soucasnosti vyhodny zplisob
produkce.

Kromé toho mohou byt pouzity techniky vyvinuté pro produkci ,,chimérickych protilatek™
(Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci., 81:6851-6855, Neuberger et al., 1984, Nature,
312:604-608, Takeda et al., 1985, Nature, 314:452-454) sestiihem gentl zmys$i protilatkové
molekuly vhodné antigenni specifity spole¢né s geny z humanni protilatkové molekuly vhodné
biologické aktivity. Chiméricka protilatka je molekula, ve které odlisné &asti pochazeji z riznych
ZivociSnych druht, jako jsou napfiklad protilatky, které maji variabilni nebo hypervariabilni Gsek
pochazejici z mysi mAb a konstantni Gisek z humanniho imunoglobulinu.

Alternativné, techniky popsané pro produkci jednoretézcovych protilatek (patent Spojenych Stati
4946 778, Bird, 1988, Science 242:423-426, Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883, a Ward et al., 1989, Nature 334:544-546) mohou byt ptizpiisobeny pro piipravu
Jednofetézcovych protilatek k diferenéné exprimovanym geniim. Jednotetézcové protilitky jsou
vytvafeny spojenim fragmentii tézkého a lehkého fetézce Fv useku prostednictvim aminokyseli-
nového mistku, coz HAS za nasledek jednofetézcovy polypeptid.

Nejvyhodnéji mohou byt techniky pouZitelné pro produkci ,humanizovanych protilatek pfizpi-

sobeny tak, aby produkovaly protilatky k polypeptidim, fragmentim, derivatim a funk&nim
ekvivalentim popsanym v tomto textu. Takové techniky jsou popsény v patentech Spojenych
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Stati 5932 448, 5693 762, 5693 761, 5585 089, 5530 101, 5910 771, 5569 825, 5625 126,
5633 425,5 789 650, 5 545 580, 5661 016 a 5 770 429, popis kazdého z nich je zahrnut v tomto
textu formou odkazu ve své celistvosti.

Protilatkové fragmenty, které rozpoznavaji specifické epitopy, mohou byt tvofeny znamymi
technikami. Takové fragmenty napiiklad zahrnuji, ale bez omezeni; F(ab’), fragmenty, které mo-
hou byt tvofeny S$tépenim pepsinem protilatkové molekula a Fab fragmenty, které mohou byt
tvofeny redukci disulfidovych mustk F(ab'), fragmentl. Alternativn€, mohou byt konstruovany
Fab expresni knihovny (Huse et al., 1989, Science, 246:1275-1281), aby se umoznila rychla a
snadna identifikace monoklonalnich Fab fragmentli s poZadovanou specifitou.

Pro snadnost detekce je obzvlasté vyhodny test typu sendvice, jehoZ existuje velké mnoZstvi va-
riaci, predpoklada se, Ze kazda z nich je zahrnovana predkladanym vynalezem.

Naptiklad v typickém pfimém testu je neznacena protilatka imobilizovdna na pevném substratu a
testovany vzorek je pfiveden do kontaktu s navazanou molekulou. Po vhodné dobé inkubace, po
¢asové obdobi dostatecné pro to, aby se umoznila tvorba binarniho komplexu protilatka—antigen,
v tomto bodé€ je pak pfidana druha protilatka, znacena reportérovou molekulou schopnou induko-
vat detekovatelny signal, a je inkubovéna po dobu dostate¢nou pro umoznéni tvorby trojitého
komplexu protilatka—antigen—znacena protilatka. VSechna nezreagovana latka je vymyta a pii-
tomnost antigenu je urena pozorovanim signilu nebo miize byt kvantifikovdna srovnanim
s kontrolnim vzorkem obsahujicim zndmd mnoZstvi antigenu. Variace pfimého testu zahrnuji
simultanni test, kdy jsou jak vzorek, tak protilatka pfidany soucasné k vazebné protilatce nebo
reverzni test, ve kterém je znacena protilatka a testovany vzorek nejprve spojeny, inkubovany a
pfidany k nezna¢ené povrchové vazané protilatce. Tyto techniky jsou odbornikiim dobte zndmy a
moZnost menSich variaci je snadno patrna. Je zamysleno, Ze termin ,sendviCovy test”, jak se
v tomto textu pouZziva, zahrnuje vSechny variace zakladni ,,dvoumistné” techniky. Co se tyce
imunotesti podle piedkladaného vynélezu, jediny limitujici faktor je, Ze neznaCené a znacené
protilatky jsou RACVF1- nebo RACVF2-specificka protilatka.

Nejbéznéji pouzivané reportérové molekuly v tomto typu testu jsou bud’ enzymy nebo molekuly
obsahujici fluorofor ¢i radionuklid. V pfipadé enzymového imunotestu je enzym konjugovan ke
druhé protilatce, obvykle pomoci glutaraldehydu nebo jodistanu. Nicméné, jak Ize snadno pfipus-
tit, existuje cela fada raznych technik ligace, které jsou odbornikovi znamy. B&zn€ pouzivané
enzymy zahrnuji kienovou peroxidazu, glukézooxidazu, B—galaktosidazu a alkalickou fosfatazu,
mimo jiné. Substraty, které se pouZzivaji se specifickymi enzymy, jsou vieobecné vybirany podle
tvorby detekovatelnych zmén barev pfi hydrolyze odpovidajicim enzymem. Napiiklad p-nitro-
fenylfosfat je vhodné pouZit pro konjugaty s alkalickou fosfatazou, pro konjugaty s peroxidazou
je obecné pouzivan 1,2—fenylendiamin nebo toluidin. Je také mozné pouZivat fluorgenni substra-
ty, které poskytuji fluorescencni produkt, spiSe nez chromogenni substraty uvedené vyse. Roztok
obsahujici vhodny substrat je pak ptidan k trojitému komplexu protildtka—RdCVF1- nebo Rd-
CVF2-znaden4 protilatka. Substrat reaguje s enzymem spojenym s druhou protilatkou za vzniku
kvalitativniho vizualniho signalu, ktery mize byt dale kvantifikovan, obvykle spektrofotometric-
Ky, za poskytnuti vyhodnoceni mnozstvi Rdevfl nebo Rdcvf2, které je ptitomné ve vzorku séra.

Alternativné mohou byt fluorescenéni sloudeniny, jako je napfiklad fluorescein a rodamin, che-
micky kondenzovany k protilatkam bez zmény jejich vazebné kapacity. Kdyz jsou aktivovany
ozafenim svétlem konkrétni vinové délky, fluorchromem znacena protilatka pohlcuje svételnou
energii, indukuje stav excitability v molekule, nasledovany emisi svétla v charakteristické dali
vlnové délce. Emise se jevi jako charakteristicka barva vizualné detekovatelnd svételnym mikro-
skopem. Imunofluorescenéni techniky a EIA techniky jsou ob& dobfe zavedené v oboru a jsou
obzvla$té vyhodné pro predkladany zpisob. Nicméné mohou také byt pouzity dalsi reportérové
molekuly, jako jsou naptiklad radioizotopy, chemiluminiscenéni nebo bioluminiscen¢ni moleku-
ly. Odbornikovi je ihned zjevné, jak 1ze ménit postup tak, aby byl vhodny pro poZzadované pouZi-
ti.
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Tento vynalez se také tyka pouZiti polynukleotidi podle pfedkladaného vynélezu jako diagnos-
tickych reagencii. Detekce mutované formy genu kodujici polypeptid vybrany ze skupiny, kterou
tvofi polypeptidy uvedené v SEKV. ID. C.2, SEKV. ID. C. 4, SEKV. ID. C. 6, SEKV. ID. C. 8,
SEKV. ID. C. 10, SEKV. ID. C. 12 a SEKV. ID. €. 14, ktera j Jje spojovéna s dysfunkci, bude
poskytovat diagnosticky nastroj, ktery se miZe pridat k diagnostice onemocnéni nebo miize defi-
novat nemoc nebo vnimavost na onemocnéni, které je disledkem nizké exprese, nadméré expre-
se nebo zménéné prostorové nebo ¢asové exprese genu. Jednotlivci nesouci mutace v genu mo-
hou byt detekovani na trovni DNA celou fadou technik.

Nukleové kyseliny pro diagnostiku mohou byt ziskany z bunék pacienta, jako naptiklad z krve,
moti, slin, tkaftové biopsie nebo pitevniho materialu. Genomova DNA miZe byt pouZita pfimo
pro detekci nebo mize byt amplifikovana enzymaticky s pouzitim PCR nebo jiné amplifikaéni
techniky pred analyzou. Podobnym zpiisobem mohou také byt pouzity RNA nebo cDNA. Delece
a inzerce mohou byt detekovany zménou velikosti amplifikovaného produktu ve srovnani
s normalnim genotypem. Bodové mutace mohou byt identifikovany hybridizaci amplifikované
DNA ke znaCenym nukleotidovym sekvencim. Dokonale komplementarni srovnané sekvence
mohou byt odliSeny od nesouhlasnych duplext $tépenim RN4zou nebo rozdily v teplotach tani.
Rozdily DNA sekvence mohou také byt detekovana zmé&nami elektroforetické pohyblivosti DNA
fragmentt na gelech, bud’ s denaturadnimi ¢inidly nebo bez nich (SSCP) nebo pfimym sekvenco-
vanim DNA (napf. Myers et al., Science, 1985, 230:1242). Zmény sekvence ve specifické lokali-
zaci mohou také byt odhaleny nukleazovymi protekénimi testy, jako je naptiklad protekce pred
RNazou a S1, nebo metodou chemického $tépeni (viz Cotton et al., Proc Natl Acad Sci USA,
1985, 85: 4397-4401). V dalsim provedeni miize byt konstruovana matice oligonukleotidovych
sond obsahujici Rdcvfl nebo Rdevf2 nukleotidovou sekvenci nebo jeji fragmenty pro provadéni
uinného screeningu napf. genetickych mutaci. Technologické metody pouZivajici matice jsou
znamy a maji obecnou pouzitelnost a mohou byt pouZity pro fedeni celé fady otazek molekularni
genetiky, véetné genové exprese, genetické vazby a genetické variability (viz napiiklad: M. Chee
et al., Science, dil 274, s. 610-613, 1996).

Diagnostické testy nabizeji postup diagnostiky nebo uréovani vnimavosti na onemocnéni pro-
stfednictvim detekce mutace Rdcvfl nebo Rdevf2 genu popsanymi metodami. Kromé toho tyto
nemoci mohou byt diagnostikovany metodami zahrnujicimi zjistovani abnormalni exprese Rd-
cvfl nebo Rdevf2 ve vzorku pochazejicim od pacienta: exprese miize byt méfena na arovni RNA
s poZzitim kterékoliv metody dobfe znamé v oboru kvantifikace polynukleotidd, jako je napiiklad
amplifikace nukleové kyseliny, napfiklad PCR, RT-PCR, protekce RN4azou, Northern blotovani a
dalsi hybridizatni metody. Techniky testovani, které mohou byt pouZity pro uréovani hladin pro-
teinu, jako je napfiklad polypeptid podle predkladaného vynalezu, ve vzorku pochazejiciho od
hostitele, jsou odbornikiim v oboru zndmy. Takové testovaci metody zahrnuji radioimunotesty,
kompetitivni vazebné testy, analyzu Western blotovanim a testy ELISA.

V dalsim aspektu se tedy pfedkladany vynalez tyka diagnostické soupravy, ktera obsahuje:

(a) polynukleotid podle predkladaného vynalezu, vyhodng nukleotidové sekvence kodujici poly-
peptid vybrany ze skupiny, kterou tvofi polypeptidy uvedené v SEKV. ID. C.2,SEKV.ID. C. 4,
SEKV. ID. C. 6, SEKV. ID. C. 8, SEKV. ID. C. 10, SEKV. ID. C. 12 a SEKV. ID. C. 14, nebo
jeho fragment,

(b) nukleotidova sekvence komplementérni k sekvenci uvedené v bodé (a),
(c) polypeptid podle predkladaného vynalezu, vyhodné polypeptid nebo jeho fragment nebo

(d) protilatka k polypeptidu podle predkladaného vynalezu, vyhodné k polypeptidu vybranému ze
skupiny, kterou tvori polypeptidy uvedené v SEKV. ID. C.2, SEKV.ID.C. 4, SEKV. ID. €. 6,
SEKV.ID. C. 8, SEKV. ID. C. 10, SEKV. ID. C. 12 a SEKV. ID. C. 14.

Je nutn¢ uznat, Ze kterdkoliv takové souprava, (a), (b), (c) nebo (d) mize zahrnovat podstatnou

slozku. Takova souprava bude pouZita pfi diagnostice onemocnéni nebo vnimavosti na onemoc-
neéni, obzvlasté retinitis pigmentosa, makularni degenerace se vztahem k véku, Bardetiiv—Biedliv
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syndrom, Basseniiv—Kornzweigtiv syndrom, Bestova nemoc, choroidom, spiralovita atrofie, kon-
genitalni amaurdza, Refsumiiv syndrom, Stargardtova nemoc a Ushertiv syndrom. Nukleotidova
sekvence podle pfedkladaného vynalezu je také cenna pro lokalizaci chromozému. Chromozdé-
mové lokalizace muze byt dosazeno pomoci PCR na DNA pripravené z panelu hybridnich bu-
néénych linii (mys$—kiecek). Chromozdmova lokalizace humanniho genu muze byt predpovézena
z lokalizace mySiho genu na zdkladé syntenie (MacCarthy et al., 1997, Genome Research, 7,
1153). Sekvence je specificky cilena do konkrétni lokalizace a mize hybridizovat s konkrétni
lokalizaci na individudlnim chromozomu, véetné mysiho nebo huméanniho chromozému. Zmapo-
véani relevantnich sekvenci k chromozémtim podle predkladaného vynalezu je dulezity prvni krok
pro korelaci téchto sekvenci s nemocemi sdruzovanymi s geny. Jakmile byla jednou sekvence
vyznagena do presné chromozomové lokalizace, fyzicka poloha sekvence na chromozoému miize
byt korelovana s daty genetickych map. Takova data lze nalézt napiiklad v praci V. McKusick,
Mendelian Inheritance in Man (dostupna on-line prostfednictvim Johns Hopkins University
Welch Medical Library, RetNet). Vztah mezi geny a nemocemi, které byly mapovany do stejné
chromozomové oblasti je pak identifikovan prostiednictvim vazebné analyzy (spole¢na dédi¢nost
fyzicky pfilehlych genti).

Mohou také byt uréeny rozdily v cDNA nebo genomovych sekvencich mezi postizenymi a nepo-
stizenymi jedinci. Jestlize mutace je pozorovana u nékterych nebo u vSech postizenych jedinci,
ale ne u kterychkoliv normalnich jedinct, pak je mutace pravdépodobné kauzativni agens one-
mocnéni.

Dalsi provedeni vynalezu se tyka podavani farmaceutického pfipravku, ve spojitosti s farmaceu-
ticky pfijatelnym nosi¢em, pro kterykoliv terapeuticky G¢inek pojednany vyse. Takové farmaceu-
tické pfipravky se mohou skladat z Rdcvfl nebo Rdcvf2, mimetik nebo agonistii. Pfipravky mo-
hou byt podavany samotné nebo v kombinaci s alespoii jednim dal§im ¢inidlem, jako je naptiklad
stabilizator, ktery miZe byt podavan ve kterémkoliv sterilnim biologicky kompatibilnim farma-
ceutickém nosici, véetné, ale bez omezeni, fyziologického roztoku, pufrovaného fyziologického
roztoku, dextrézy a vody. Pfipravky mohou byt podavany pacientovi samotné nebo v kombinaci
s dal$imi ¢inidly, 1éky nebo hormony.

Farmaceutické ptipravky zahrnované vynalezem mohou byt podavany kteroukoliv cestou: napf.
aplikaci biologicky reaktivniho proteinu pfes skléru k cévnatce a sitnici (Ambati et al., 2000,
Investigative Ophthalmology and Visual Science, 41, 1186). Formulace topickych oftalmickych
preparatii, véetné olnich roztoki, suspenzi a masti, jsou odbornikiim znamy (viz Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18. vydani, kapitola 86, stranky 1581-1592, Mack Publishing Compa-
ny, 1990). K dispozici jsou dalsi zpisoby podavani, véetn€ injekci do komor (které mohou byt
provadény piimo do pfedni komory nebo pfimo do komory sklivce), subkonjunktivalni injekce a
retrobulbarni injekce a jsou také dobfe znamy metody a prostfedky pro vyrobu o¢nich preparati
vhodnych pro takové zptisoby podavani.

Jak se pouziva v této ptihlasce, termin ,extraokularni* se tyka o¢niho povrchu a (vnéjsiho) pro-
storu mezi oéni bulvou a vickem. P¥iklady extraokularni aseki zahrnuji spojivkovou klenbu nebo
spojivkovy vak, povrch spojivek a povrch rohovky. Tato lokalizace je externi pro vSechny o¢ni
tkan& a pro pfistup do této oblasti neni vyzadovan invazivni postup. Pfiklady extraokularnich
systémii zahrnuji inzerty a ,topicky* aplikované kapky, gely nebo masti, které mohou byt pouzity
pro aplikaci terapeutické latky do téchto usekd. Extraokularni zafizeni jsou vSeobecné snadno
odstranitelnd, dokonce i pacientem.

Nasledujici patenty popisuji extraokularni systémy, které jsou pouzivany pro aplikaci léki do
extraokularnich Gsek®. Higuchi et al. popisuje v patentech Spojenych Stati 3 981 303, 3 986 510
a 3 995 635, biologicky rozlozitelny oéni inzert, ktery obsahuje 1ék. Inzert mize byt vytvoren
v riiznych tvarech pro udrZeni ve spojivkovém vaku oéni bulvy, extraokularnim prostorem mezi
olni bulvou a vickem. Nékteré b&Zné biologicky kompatibilni polymery byly popsény jako
vhodné pro pouiti pfi konstrukci tohoto zafizeni. Tyto polymery zahrnuji alginat zine¢naty, po-
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ly(mlé¢nou kyselinu), poly(vinylalkohol), poly(anhydridy) a poly(glykolovou kyselinu). Patenty
také popisuji membranou potaZzena zafizeni se sniZzenou permeaci pro Iék a duté komirky zadrzu-
jici formulaci lé€iva.

Patent Spojenych Stat 4 217 898, popisuje mikroporézni zasobniky, které jsou pouzivany pro
fizenou aplikaci léCiv. Tato zafizeni jsou umisténa extraokularné ve spojivkovém vaku. PoZado-
vané polymerové systémy zahrnuji kopolymery poly(vinylchlorid)-ko-poly(vinylacetat). Kauf-
man popisuje v patentech Spojenych Stati 4 865 846 a 4 882 150 aplikacni systém pro o¢ni 1é¢i-
va, ktery zahrnuje alesponl jednu biologicky rozrusitelnou latku nebo nosi¢ masti pro spojivkovy
vak. Patent popisuje polymerové systémy, jako je naptiklad poly(laktid), poly(glykolid), poly-
(vinylalkohol) a zesitény kolagen, jako vhodné aplika¢ni systémy.

V soucasnosti popsané pouziti RDCVF1 nebo RDCVF2 proteinového produktu pro 1é&bu one-
mocnéni nebo poranéni sitnice je také vyhodné, protoZe topicky aplikovana o&ni formulace zahr-
nuje agens pro podporu penetrace nebo transportu terapeutického agens do oka. Takova agens
Jjsou v oboru znama. Napfiklad autofi Ke et al., patent Spojenych Statd 5 221 696, popisuji pouzi-
ti latek pro zvySeni penetrace oCnich preparatii pfes rohovku.

Intraokularni systémy jsou ty systémy, které jsou vhodné pro pouziti v kterémkoliv tkafiovém
kompartmentu v tkatiovych vrstvach oka samotného, mezi nimi nebo kolem nich. Tyto lokalizace
zahrnuji subkonjunktivalni (pod oéni sliznici pfilehlé k o&ni bulvé), orbitalni (za oéni bulvou) a
intrakomorovou (v komorach samotné oéni bulvy). Na rozdil od extraokuldrnich systémii je pro
pfistup do téchto usekii vyzadovan invazivni postup skladajici se z injekce nebo implantace.

Nasledujici patenty popisuji intraokularni zafizeni. Wong, patent Spojenych Statd 4 853 224,
popisuje mikroopouzdiena lé¢iva pro zavedeni do komory oka. Polymery, které jsou pouZzity
v tomto systému, zahrnuji polyestery a polyethery. Lee, patent Spojenych Stati 4 863 457, popi-
suje biologicky rozlozitelné zafizeni, které je chirurgicky implantovano intraokularn& pro pro-
dlouzené uvoliiovani terapeutického agens. Zafizeni je uréeno pro chirurgickou implantaci pod
konjuktivu (sliznice o¢ni bulvy). Krezancaki, patent Spojenych Statd 4 188 373, popisuje farma-
ceutické vehikulum, které vytvaii gel pii télesné teploté clovéka. Toto vehikulum je vodna su-
spenze léCiva a gum nebo syntetickych derivatd na zdkladé celulozy. Haslam et al. Popisuje
v patentu Spojenych Statii 4 474 751 a 4 474 752 systém polymer—Ié¢ivo, ktery je kapalny pii
teplot¢ mistnosti a vytvari gel pfi télesné teploté. Vhodny polymery pouZité v tomto systému
zahrnuji polyoxyethylen a polyoxypropylen. Davis et al. Popisuji v patentu Spojenych Stitd
5384 333 biologicky rozloZitelny injikovatelny lékovy aplikaéni polymer, ktery zajist'uje dlou-
hodob¢ uvoliiovani Ié€iva. Kompozice Iéku je tvofena farmaceuticky u¢innou latkou v biologicky
rozloZitelné polymerové matrici, kde polymerova matrice je pevna pfi teplotach v rozsahu 20 °C
az 37 °C a je tekuta pfi teplotach v rozsahu 38 °C az 52 °C. Lékovy aplikaéni polymer neni ome-
zeny na aplikaci rozpustnych nebo kapalnych formulaci 1é¢iva. Naptiklad polymer miize byt po-
uZit jako matrice pro stabilizaci a zadrzeni mikrosfér obsahujicich 1é€ivo v misté injekce, lipozo-
mu nebo dalsich 1é¢iv navazanych na {astice.

Obzvlasteé vhodné vehikulum pro intraokuldrni injekci je sterilni destilovana voda, ve kterém
RDCVF1 nebo RDCVF2 proteinovy produkt je formulovan jako sterilni, izotonicky roztok,
vhodné konzervovany. Jesté dalsi odni pfipravek mize zahrnovat formulaci RDCVF1 nebo RD-
CVF?2 proteinového produktu s agens, jako jsou napfiklad injikovatelné mikrosféry nebo lipozo-
my, které zajistuji pomalé nebo prodlouZené uvoliiovéani proteinu, ktery pak miize byt aplikovan
jako depotni injekce. Dalsi vhodné prostiedky pro intraokularni zavedeni RDCVF1 nebo RD-
CVF2 proteinového produktu zahrnuji implantovatelna lékova aplikaéni zafizeni nebo zafizeni,
ktera obsahuji RDCVF1 nebo RDCVF?2 proteinovy produkt.

O¢ni preparaty podle piedkladaného vynalezu, obzv1aste topické preparaty, mohu zahrnovat dalsi
slozky, naptiklad oftalmicky piijatelna konzerva¢ni ¢inidla, toniza¢ni &inidla, spoleéna rozpous-
t¢dla, smacedla, komplexacni ¢inidla, pufrovaci ¢inidla, antimikrobidlni ¢inidla, antioxidanty a
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surfaktanty, jak jsou v oboru znamy. Napiiklad vhodna zesilujici toniza¢ni €inidla zahrnuji halo-
genidy alkalickych kovii (vyhodné chlorid sodny nebo draselny), mannitol, sorbitol apod. Cinidlo
zesilujici dostate¢né tonicitu je vyhodné ptidavano tak, ze formulace, ktera ma byt instilovana do
oka je hypotonickd nebo v podstaté izotonickd. Vhodna konzervacni ¢inidla zahrnuji, ale bez
omezeni, benzalkoniumchlorid, thimerosal, fenethylalkohol, methylparaben, propylparaben,
chlorhexidin, kyselinu sorbovou apod. Jako konzerva¢ni Cinidlo mize také byt pouZit peroxid
vodiku. Vhodna spolena rozpoustédla zahrnuji, ale bez omezeni, glycerin, propylenglykol a
polyethylenglykol. Vhodna komplexaéni ¢inidla zahrnuji kofein, polyvinylpyrrolidon, B—cyklo-
dextrin nebo hydroxypropyl-B—cyklodextrin. Vhodné surfaktanty nebo smacedla zahrnuji, ale
bez omezeni, estery sorbitanu, polysorbaty, jako je napfiklad polysorbat 80, tromethamin, lecitin,
cholesterol, tyloxapol apod. Pufry mohou byt b&zné pufry, jako je napiiklad borat, citrat, fosfat,
hydrouhli¢itan nebo Tris—HCI.

Slozky formulaci jsou pfitomny v koncentracich, které jsou pfijatelné pro extraokuldrni nebo
intraokularni misto podavani. Napiiklad pufry jsou pouzity pro udrzovani ptipravku ve fyziolo-
gickém pH nebo v mirné niz§im pH, typicky v rozsahu pH pfiblizn¢ od 5 do pfiblizn€ 8. Dalsi
slozky formulaci mohou zahrnovat latky, které zajistuji prodlouzeny pobyt v oku extraokularné
podavaného terapeutického agens, aby se maximalizoval topicky kontakt a podporovala absorp-
ce. Vhodné latky zahrnuji polymery nebo latky vytvafejici gel, které zajist'uji zvySenou viskozitu
o¢niho ptipravku. Chitosan je obzvlasté vhodna latka jako Cinidlo fidici rychlost uvolfiovani
v oku v tekutych formulacich oftalmickych 1é¢iv s prodlouzenym uvolfiovanim (viz patent Spo-
jenych Statd &. 5442 116, Yen, etl. Al.) Vhodnost formulaci podle predkladaného vynilezu pro
fizené uvoliiovani (napf. prodlouzené a déle trvajici aplikace) oéniho 1é¢ivého agens do oka miize
byt uréovana riiznymi postupy v oboru znamymi, napf. jak bylo popsano v Journal of Controlled
Release, 6:367-373, 1987, a také jejich variacemi.

Kromé toho G&innych slozek tyto farmaceutické ptipravky mohou obsahovat vhodné farmaceu-
ticky prijatelné nosite zahrnujici u¢innych sloudenin do ptipravki, které mohou byt pouZity far-
maceuticky. Dalsi detaily o technikich formulace a podavani mohou byt zji§tény v poslednim
vydani Remington’s Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co., Easton, Pa.).

Farmaceutické piipravky pro peroralni podavani mohou byt formulovany s pouzitim farmaceu-
ticky pfijatelnych nosi¢i v oboru dobfe znamych v ddvkéch vhodnych pro peroralni podavani.
Takové nosi¢e umozni to, ze farmaceutické ptipravky jsou formulovany jako tablety, pilulky,
drazé, tobolky, kapaliny, gely, sirupy, kase, suspenze, apod. pro uzivani pacientem.

Farmaceutické pfipravky pro peroralni pouziti mohou byt ziskany kombinaci G¢innych sloucenin
s pevnym excipientem, voliteln€ mletim vysledné smési a zpracovanim smési granuli po pfidani
vhodnych pomocnych latek, je-li zadouci, za zisku jader tablet nebo drazé. Vhodné excipienty
jsou sacharidova nebo proteinova plnidla, jako jsou napfiklad cukry, véetn¢ laktozy, sacharozy,
mannitolu nebo sorbitolu, Skrob z kukufice, pSenice, ryZe, brambor nebo dalSich rostlin, celul6za,
jako je naptiklad methylceluléza, hydroxypropylmethylcelulza nebo sodné siil karboxymethyl-
celuldzy, gumy véetnd arabské gumy a tragantu, a proteiny, jako je napiiklad Zelatina a kolagen.
Je-li zadouci, mohou byt ptidana rozvoliiovadla nebo solubilizaéni Cinidla, jako je napiiklad zesi-
tény polyvinylpyrrolidon, agar, alginova kyselina nebo jeji stil, jako je napfiklad alginat sodny.

Jadra drazé mohou byt pouZita ve spojeni s vhodnymi obaly, jako jsou napiiklad koncentrované
sacharidové roztoky, které mohou také obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidon,
karbopolovy gel, polyethylenglykol, a/nebo oxid titanigity, roztoky laki a vhodna organicka roz-
poustédla nebo smési rozpoustédel. K obalim tablet nebo drazé mohou byt pfidény pigmenty
nebo barviva pro identifikaci produktu nebo charakterizaci mnoZstvi ii¢inné slouceniny, tj. davky.

Farmaceutické pripravky, které mohou byt pouzity peroraln€, zahrnuji ,,push-fit tobolky vytvo-

fené ze zelatiny, a také mékké uzaviené tobolky vytvofené ze Zelatiny a povlaku, jako je napfi-
klad glycerol nebo sorbitol. Push—fit tobolky mohou obsahovat G€inné slozky smichané s plnid-
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lem nebo pojivy, jako je naptiklad lakt6za nebo $kroby, lubrikanty, jako je napfiklad talek nebo
stearat hofecnaty, a volitelng, se stabilizatory. V mékkych tobolkach mohou byt u¢inné sloudeni-
ny rozpustény nebo suspendovany ve vhodnych kapalinach, jako jsou naptiklad kapalné mastné
oleje, nebo kapalny polyethylenglykol se stabilizatory nebo bez nich.

Farmaceutické formulace vhodné pro parenteralni podavani mohou byt formulovany ve vodnych
roztocich, vyhodné ve fyziologicky kompatibilnich pufrech, jako je napiiklad Hanksiv roztok,
Ringeriiv roztok nebo pufrovany fyziologicky roztok. Vodna injekéni suspenze mohou obsahovat
latky, které zvysuji viskozitu suspenze, jako je naptiklad sodna sil karboxymethylcelulézy, sorbi-
tol nebo dextran. Dale mohou byt suspenze G¢innych sloudenin pfipraveny jako vhodné olejnaté
injek¢ni suspenze. Vhodna lipofilni rozpoustédla nebo vehikula zahrnuji mastné oleje, jako je
napiiklad sezamovy olej nebo syntetické estery mastnych kyselin, jako je napiiklad ethylole4t
nebo triglyceridy nebo lipozomy. Pro aplikaci mohou také byt pouzity nelipidové polykationtové
aminopolymery. Voliteln€, suspenze muze také obsahovat vhodné stabilizatory nebo &inidla,
ktera zvysuji rozpustnost slougenin, aby se umoznila pfiprava vysoce koncentrovanych roztoki.

Pro topické nebo nasalni podavani jsou ve formulaci pouZita penetrujici ¢inidla vhodna k tomu,
aby byla prestoupena konkrétni piekazka. Takova penetrujici ¢inidla jsou v oboru vieobecné
zndma.

Farmaceutické pfipravky podle predkladaného vynalezu mohou byt vyrabény zpiisobem, ktery je
v oboru zndm, napf. pomoci obvyklych postupii michani, rozpousténi, granulovani, tvorby drazé,
lesténim, emulgace, opouzdfovani, zachytavani nebo lyofilizace.

Farmaceuticky piipravek miize byt poskytovan jako sil a mize byt formulovan s mnoha kyseli-
nami, jako je napiiklad bez omezeni v¢etné, kyselina chlorovodikova, sirova, octova, mlééna,
vinna, jable¢nd, jantarova, apod. Soli inklinuji k tomu, Ze jsou rozpustnéj$i ve vodnych nebo
jinych protonovych rozpoustédlech nez jsou odpovidajici formy volnych bazi. V dalsich ptipa-
dech vyhodny pripravek miize byt lyofilizovany prasek, ktery miize obsahovat kteroukoliv nebo
vSechny nasledujici latky: 1 aZ 50mM histidin, 0,1% — 2% sacharéza a 2 aZz 7% mannitol, v pH
roztahu od 4,5 do 5,5, ktery je smichan s pufrem pfed pouzitim.

Poté, co byly farmaceutické ptipravky pfipraveny, mohou byt umistény ve vhodné nadobce a
oznaceny pro léCeni indikovaného chorobného stavu. Co se ty¢e podévani Rdcvfl nebo Rdcvf2,
takové oznaceni by zahrnovalo mnoZstvi, frekvenci a zptisob podavani.

Farmaceutické pripravky vhodné pro pouziti v tomto vynalezu zahrnuji pkipravky, kde ucinné
sloZKy jsou obsazeny v mnoZzstvi i¢inném pro dosazeni zamysleného cile. Stanoveni u¢inné dav-
ky je ve schopnosti daného odbornika.

Pro kteroukoliv slou¢eninu terapeuticky u¢inna davka mize byt stanovena zpocatku bud’ v tes-
tech na tkdfiovych kulturach, napt. neoplastickych bunék, nebo na zvitecich modelech, obvykle
mysich, kralicich, psech nebo prasatech. Zvifeci model miize také byt pouZit pro uréovani rozsa-
hu vhodnych koncentraci a zpiisobu podavani. Takové informace miize pak byt pouzita pro urée-
ni davek a zpisobii podavani pouzitelnych u lidi.

Terapeuticky uCinny davka se tyka takového mnoZzstvi G¢inné slozky, napiiklad Rdevfl nebo
Rdevf2 nebo jejich fragmenti, protilatek k Rdevfl, agonistd, které zlepsi symptomy nebo cho-
robny stav. Terapeuticka Gi¢innost a toxicita mohou byt ur&eny standardnimi farmaceutickymi
postupy na buné€nych kulturach nebo experimentalnich zvitatech, napt. ED50 (davka terapeutic-
ky 0¢innd u 50 % populace) a LD50 (davka smrtelny pro 50 % populace). Pomér dédvek mezi
toxickymi a terapeutickymi G¢inky je terapeuticky index a miize byt vyjadfen jako pomér
LD50/ED50. Farmaceutické ptipravky, které projevuji vysoké terapeutické indexy, jsou prefero-
vany. Data ziskana z testi na tkafiovych kulturéch a ze studif se zvitaty jsou pouzita pi formulaci
rozsahu davek pro huménni pouziti. Davka obsaZena v takovych pfipravcich je vyhodng v rozsa-
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hu cirkulyjicich koncentraci, které maji ED50 s malou nebo zadnou toxicitou. Davka se méni
v tomto rozsahu v zavislosti na pouzité lékové formé, senzitivité pacienta a zpiisobu podavani.

Pfesnd davka bude urCena praktickym lékafem ve svétle faktorti vztahujicich se k pacientovi,
ktery vyzaduje 1écbu. Davka a podavani jsou upraveny tak, aby poskytly dostatecné hladiny ucin-
né skupiny nebo udrzely zadany efekt. Faktory, které mohou brany do vahy, zahrnuji zdvaznost
stavu nemoci, vSeobecné zdravi pacienta, vék, hmotnost a pohlavi pacienta, stav vyzivy, ¢as a
frekvenci podavani, 1ékovou kombinaci (kombinace), citlivost reakce a toleranci/reakci na tera-
pii. Dlouhodobg pisobici farmaceutické pfipravky mohou byt podavany kazdé 3 az 4 dny, kazdy
tyden nebo jednou kazdé dva tydny v zavislosti na polocase a rychlosti clearance konkrétni for-
mulace.

Normalni davkové mnozstvi se miize ménit od 0,1 az do 100 000 mikrogramu, az do celkové
davky pfiblizné 1 g v zavislosti na zpisobu podavani. Smérnice, co se ty¢e konkrétnich davek a
zpusobu aplikace je poskytnuto v literatufe a vSeobecné dostupné odbornikim v oboru. Odborni-
ci budou pouzivat odlisné formulace pro nukleotidy nez pro proteiny nebo jejich inhibitory. Po-
dobné, aplikace polynukleotidi nebo polypeptidi bude specificka pro konkrétni buriky, chorobné
stavy, lokalizace, apod. Farmaceutické formulace vhodné pro perordlni podavani proteinil jsou
popsany napi. v patentech Spojenych Statd 5008 114, 5505962, 5641515, 5681 811,
5700 486,5 766 633,5 792 451, 5 853 748, 5 972 387, 5976 569 a 6 051 561.

Nasledujici ptiklady ilustruji pfedkladany vynalez, aniz by jakymkoliv zptsobem omezovaly
jeho rozsah.

Ptiklady provedeni vynalezu

Piklad 1
Expresni klonovani
Izolace celkové RNA z normalni sitnice mysi starych pét tydnt

Knihovna ¢cDNA byla konstruovana ze sitnic mysi C57BL/6@N starych pét tydnd obecné podle
zpiisobu autord Glissin et al., 1974, Biochemistry, 13, 2633-2637. Stru¢n€, po utraceni byla zvi-
fata enukleovana a o¢i byly nejdfive umistény ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfaty
(PBS) doplnéném 0,1% diethylpyrokarbonatem (DEPC). Nervova ¢&ast sitnice byla rychle dise-
kovana (retinalni pigmentovy epitel byl vynechavan v tomto tkanovém preparatu). Rychle po
kazdé disekci byly tkan& homogenizovany v Eerstvém 6M guanidiniumchloridu. Deset sitnic bylo
slou¢eno do 2,4 ml GC do sterilnich zkumavek o objemu 4 ml a tkan byla porusena kompletné
silnou homogenizaci po dobu 1 minuty pfi teplot€ mistnosti.

Izolace messenger RNA (mRNA) z normalni sitnice mysi starych pét tydni.

MRNA byla izolovana na oligo—dT potazenych poréznich perlickach (Oligotex, Qiagen) ve strin-
gentnich podminkach podle metody autor Kuribayashi et al., 1988, Nucleic Acids Res. Sympo-
sium series, 19, 61-64. Stru¢né, 100-150 ug celkové RNA mysi sitnice bylo michdno s 15 pl
oligo—dT perli¢ek ve vazebném pufru [10mM Tris pH 7,5, 0,3M NaCl, 0,1M EDTA, 0,5% hmot-
nost/objem dodecylsulfat sodny (SDS)] a inkubovéno 6 minut v 65 °C v kadince o objemu 0,5 1
s vodou, pak postupné ochlazeno na teplotu mistnosti po dobu asi 3 az 4 hodin, a pak stogeno pfi
teploté mistnosti, a by se znovu ziskaly agar6zové perlicky. Byly pak dvakrat promyty inkubaci
po dobu 10 minut v 0,4 ml pufru (0,1M Tris pH 7,5, 0,IM NaCl, ImM EDTA, 0,5 % hmot-
nost/objem SDS). Navazand RNA (mRNA) byla eluovana ve dvou krocich 50 pl vody o teploté
70 °C bez RN4zy, precipitovana 10 pl acetatu sodného, pH 5,2, a 0,25 ml ethanolu a inkubovéana
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12 hodin v —70 °C. mRNA byla sbirana centrifugaci (1 hodina v 15 000 rpm, nasledovano dvéma
promytimi 70% ethanolem) a resuspendovéana ve 20 pl vody bez RNazy. mRNA koncentrace
byla méfena ve 260 nm a nepfitomnost kontaminace rRNA byla kontrolovéana gelovou elektrofo-
rézou v denatura¢nich podminkach, jak uvedeno vyse.

Syntéza cDNA

Byla provadéna podle metody autorii Okayama a Berg, 1982, Mol Cell Biol., 2, 161-170. Synté-
za prvniho vlakna byla zapodata primerem, 2,5 pg Notl adaptérového oligonukleotidu (5'TGTT-
ACCAATCTGAAGTGGGAGCGGCCGACAA(T);3 3') a inkubovana po dobu 2 hodin s 50
Jjednotkami modifikované reverzni transkriptazy viru Moloneyho mysi leukémie (M-MLYV) (Su-
perscript I, Life Technology) v podminkach doporugenych dodavatelem. Co se tySe syntézy
druhého vlakna, reakce byla inkubovana 4 hodiny ve 14 °C se 4 jednotkami RNazyH a 100 jed-
notkami DNA polymerazy I v SS pufru [40mM Tris pH 7,2, 85mM chlorid draselny, 4,4mM
chlorid hofe¢naty, 3mM DTT, 5 pug/ml bovinni sérovy albumin (BSA)] v kone&ném objemu 0,25
ml. Adaptéry EcoRI (5-OH AATTCGGCACGAGG 3'-OH/3'-OH GCCGTGCTCC5'-PO,)
byly ligovany na oba konce dvojvlaknové cDNA b&hem 14 hodin v 16 °C s pouzitim 40 jednotek
T4 DNA ligazy (Promega, Madison, USA) v celkovém objemu 20 ul v podminkich doporuge-
nych dodavatelem. Produkty této reakce jsou dscDNA, které maji poloviéni misto EcoRI v 5’ a
Notl polovi¢ni misto ve 3', ktera mohou byt orientovana v klonovacim vektoru.

Ligace dscDNA do pcDNA3

Byla provadéna podle prace Maniatis T., 1992, Molecular cloning: a laboratory manual, 2. vyd.,
s pouzitim 10 pg plazmidu pcDNA3 (Invitrogen) pfipraveného §tépenim s EcoRI a Notl (Prome-
ga, Madison, USA) v podminkach doporugenych dodavatelem.

Mnozeni rekombinantnich klont

Bylo provadéno obecné podle zpiisobu autorii Birnboim et al., 1979, Nucleic Acids Res., 7,
1513-1523. Stru¢né, aby vytvotili pool 100 priméarnich klond, ptivodci mirné modifikovalo XL1
Gold (Stratagene) transformaéni protokol (poskytovany firmou Stratagene) takto. Po inkubaci
v riistovém médiu byla transformaéni reakce vloZena do 20% (objem/objem) glycerolu a 8%
(objem/objem) kotiského sérového albuminu (HAS, Life Technologies). HAS a glycerol zabréni-
ly odumfeni po zmrazeni a rozmraZeni. Titrace byla provddéna vynesenim na agarové misky (100
ng/ml ampicilin) zvySovanim objemu kazdé transformaéni reakce, aby se vypo&etl objem posky-
tujici 100 kolonii, zatimco zasoba transformaéni reakce byla uloZena v —80 °C. Rekombinantni
plazmidy z knihovny byly purifikovany po 96 najednou. Aby bylo pfipraveno 96 poolii ze
100 klond, vypocteny objem odpovidajici 100 klonim byl nanesen na agar a péstovan 20 hodin
ve 37 °C. DNA byla purifikovana pfimo z kolonii snesenych z agarovych misek. Zasobni roztok
kaZzdé kultury ve 23% glycerolu byl ulozen v —80 °C. DNA byla purifikovana s pouzitim Qiawell
ultra (Qiagen) s pouzitim protokolu doporu¢eného dodavatelem. Typicky, 10 pg purifikovaného
plazmidu bylo ziskéno, koncentrace kazdého preparatu byla méfena s pouzitim optické denzity
ve 260 nm. Pro dalsi rozdéleni vybranych pooli po 100 do poolt po 10, 50 pl fedéni 1/250 000
glycerolového zasobniho roztoku z pivodniho poolu bylo naneseno na agarovou misku s kon-
centraci ampicilinu 100 ug/ml. Po riistu po dobu 16 hodin ve 37 °C, jednotlivych 160 kolonii
bylo replikovéno na 16 agarovych miskach (10 na misku) a péstovano po dobu 16 hodin ve
37 °C. 10 kolonii z kazdé misky bylo ziskano a péstovano v tekutém médiu [Luria Broth (LB),
100 pg/ml ampicilin] po dobu 3 hodin ve 37 °C. Zasobni roztok téchto kultur ve 30% glycerolu
byl uloZen v —80 °C. Plazmidova DNA byla pfipravena tak, jak je uvedeno vyse. Pro dalsi rozdé-
leni podskupin poolii po 10 na individuélni klony, 50 ul fedéni 1/250 000 glycerolového zasobni-
ho roztoku z podskupin poolii po 10 bylo naneseno na agarovou misku s koncentraci ampicilinu
100 ug/ml. Po riistu po dobu 16 hodin ve 37 °C, 16 individualnich kolonii bylo vybrano a pésto-
vano po dobu 16 hodin ve 2 ml LB s koncentraci ampicilinu 100 pg/ml. Zasobni roztok téchto
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kultur ve 30% glycerolu byl ulozen v —80 °C. Plazmidova DNA byla pfipravena tak, jak je uve-
deno vyse.

Pfechodna (tranzientni) transfekce v burikach Cos-1

Byla provadéna s pouzitim metody autori Chen a Okayama, 1987, High—efficiency transformati-
on of mammalian cells by plasmid DNA (mol Cell Biol., 7, 2745-2752).

Tkanové kultury sitnice kufeciho embrya

Protokol byl pfizpisoben podle autorti Adler a Hatlee [1989, Science, 243m 391]. Sitnice kufeci-
ho embrya (6 dnl in ovo) byla oddélena a nanesena na misky v jednovrstevné kultufe. V téchto
kultivaénich podminkéch s nepiitomnosti diferencia¢nich signalt, ¢ipky predstavuji 60 az 80 %
bunék. Piivodci vytvofili polyklonalni protilatky v kralikovi proti visinini (marker kufecich &ip-
kt, Genbank pfistupové ¢. M84729) a ovéfili, ze podil ¢ipkit kulture byl 60 az 80 %. Jednoduché
prostiedi modelu puvodel vynalezu (chemicky definované médium, nepfitomnost bunék bunéc-
nych kontaktit) kromé& snadnosti a rychlosti metody ¢ini z néj velmi vhodny systém pro studii
trofickych faktord zapojenych do prezivani &ipkd. Struéné, sitnice embryi pochézejicich
z kontrolnich izolatl, byly pitvany po Sesti dnech vyvoje in ovo, buiiky byly rozd€leny a nanese-
ny na misky v nizké denzité (10° bungk/cm®). Béhem deseti dnii byla sledovana Zivotaschopnost
bunék (60 az 80 % cipkil) s pouzitim testu LIVE/DEAD (Molecular probes, Eugene, USA), testu,
ktery kvantifikuje zivé a mrtvé buriky. Pocet zivych bunék poklesl na 8 % pocatecniho poctu
bunék po sedmi dnech v kultufe v chemicky definovaném médiu. Kdyz byl test provadén
v pfitomnosti kondicionovaného média z COS1 bunék transfekovanych pooly klond z knihovny,
Zivé buriky byly poéitany po sedmi dnech in vitro.

Kufeci progenitorové buiiky (kmen 657 Cervené oznaleni) byly udrzovany v oddéleném kom-
partmentu pro ucel tohoto experimentu v lihni 25 km od laboratofe. Oplodnéné vejce ziskana
pfirozenou cestou byla sbirdna tydné a udrzovana v 17 °C (odpovidajici biologickd nula)
v laboratofi po vylihnuti. Denné bylo inkubovano S vajec po dobu 24 hodin ve 20 °C, pak 136
hodin ve 37 °C s intermitentnim obracenim sklonu vajec ve zvlhéované komote. V den kultivace
byl povrch vejce omyt Mucocit—A, pak byl rozbit, a kufeci embrya byla pfenesena do PBS. Bylo
ovéfeno, Ze faze vyvoje kazdého embrya odpovida stupni 29. Vizualnim srovnanim s praci autorQ
Hamburger a Halmiton, (1951, v Essential Development Biology, Stern and Holland vyd.). Dvé
embrya byla vybrana a enukleovana, o¢i byly pfeneseny do CO,—nezavislého média (Life Tech-
nologies). Sitnice byly disekovany a pfeneseny do Ringerova pufru a dvakrat promyty. Sitnice
byly nafeziny na malé kusy a oSetfovany 20 minut ve 37 °C roztok trypsinu (0,25 % hmot-
nost/objem). Reakce byla zastavena pfidanim kultivaéniho média (M199, Life Technologies)
doplnéného 10% deaktivovanym FCS. Bunééna suspenze byla oSetiena nékolik minut ve 25 pl
DNAA4zy [ v koncentraci 1 mg/ml (Sigma). Bun&&na suspenze pak byla dvakrat promyta chemic-
kym definovanym kultivaénim médiem [CDCM, stejné objemy médii DMEM a M199 (Life
Technologies) a AB s dopliiky (Spg/ml inzulin, Spg/ml transferrin, 64nM progesteron, 0,1mM
putrescin, Sng/ml selene, 3mM taurin, 2,7uM cytidin 5'—difosfoethanolamin, 5,2 uM cytidin 5'—
difosfocholin, 0,2pug/ml hydrokortison, 30nM 3,3'—5—trijodo—L~thyronin, 1mM pyruvat sodny),
0,3uM prostaglandin D,, 0,1 mg/ml linolova kyselina], aby se odstranilo FCS. Koncentrace bu-
nék obarvenych trypanovou modfi byla méfena pomoci Mallassezovy komiirky a upravena na
dvé koncentrace (5,6 a 1,12 x 10° bun&k) odpovidajici dvéma hustotdm nanaSeni na misky (2 a 4
x 10° bunék/cm?).

Kondicionovana média z Cos—1 transfekovanych bunék jsou rozmraZena na ledu a 50 pl prene-

seno se na dvé 96—jamkové desti¢ky pro tkanové kultury osetfené Cerni (Corning Costar), které
byly potazeny roztokem 100 pg/ml Poly-L~lysinu (Sigma) podle schématu:
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Prvni kolo screeningu:

1 1 1 1 2 c 2 2 2 3 3 P
C 3 3 4 4 4 C 5 5 5 5
6 c 6 6 6 7 7 C 7 7 8 8
8 8 c ) 9 9 9 10 C 10 10 10
11 |11 11 C 11 12 12 12 12 C 113 13
13 13 14 14 C 14 14 15 15 15 c 15

16 le 16 16 17 C 17 17 17 18 18 C
18 18 19 19 19 19 P 20 20 20 C 20

Kde ¢isla odkazuji na poéet poold 100 klond, C znamena kondicionovana média z Cos—1 bunék
transfekovanych prazdnym vektorem (pcDNA3) a P pozitivni kontroly (kondicionovana média
transfekovana pcDNA-my$iGDNF).

Druhé a tfeti kolo screeningu:

XoAy). ix (y) . Ix.(y). Ix. (). Ixo(y). C XoAy) . X (y) X0 (W) . IRy X0 (Y) P

01 01 01 01 02 02 02 02 03 03

C Xo{y). [x.(y) . fx(y). fxO(Y). {x.(Y). c X (y) 2.0 X (y) . 120y . [y,
03 03 04 04 04 04 05 05 05 05

x.y). IC XoAy)o Jxo(y). 12.(9). [xo(Y) . % (). C X, (Y). [ X (y). [ 2. (y). |x.(y).

06 06 06 06 07 07 07 07 08 08

x.Ay). [x.(y). |C X (y) . |x.y). jx.(y). [x. (). [x.(y). C X (y). [x.{y). 2. {y).

08 08 09 09 09 09 10 10 10 10

X (y). |Ix.(y). [x.{y). C X {y). |x.(y). Ix. ). |x.(y). [x.(y). C . (y). |x.(y).

11 11 11 11 12 12 12 12 13 13

xAy). [z (W) . | xo(y) . [x.(Y). C X (y)o [xAy). %), |29, Ix.(y). C x.(y).

13 13 14 14 14 14 15 15 15 15

XoAY) . X (y). % (y). [ x. (). {x.(y) [¢] X. (y) x.(y) x. (y) c57 c57 C

16 16 16 16

C57 |C57 |C3H |[C3H (C3H {c3H |p 0 0 0 C 0

Kde x (druhé kolo) a y (tfeti kolo) pfedstavuji podet poolti vybranych v prvnim a druhém kole,
v daném poradi. 01 az 16 piredstavuji pouité podskupiny poolii. x(3) reprezentuje parenteralni
pool, ze kterého pochézi 16 pooli. C znamena totéz, co v prvnim kole. P byl modifikovan jako
PCMVScript-CNTF v druhém kole a postupné pcDNA-939.09.08 ve tretim kole. 0 reprezentuje
kufeci buiiky ¢ipki pouze v CDCM mediu. C57 a C3H, kondicionovana média z explantatd sitnic
pfipravena tak, jak bylo popsano v ¢asti tykajici se pfipravy kondicionovanych médii z explantatl
sitnic mySi ze sitnic my3$i C57BL/6@N a C3H/He@N ve véku 5 tydni, v daném poradi.

50 pl bun&&nych suspenzi odpovidajicich dvéma hustotam (2 a 4x 10° bunék/cm?) bylo pfidano
do jamek dvou 96jamkovych desti¢ek naplnénych kondicionovanym médiem 8 kanalovou moto-
rizovanou pipetou (Biohit), aby se minimalizovaly experimentalni chyby. Buiiky byly inkubova-
ny po dobu 7 dni ve 37 °C v 5% CO,.
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Ptiprava kondicionovanych médii z explantati sitnic mysi

Druhé a tieti kolo screeningu zahrnovalo pozitivni kontroly adaptové dle Mohand—Said et al.,
1998. Mysi kmenl 5C57BL/6@N (divokého typu) a C3H/He@N (rdI) ve v€ku péti tydni byly
utraceny a enukleovany. Dv¢ sitnice byly disekovany a inkubovany po dobu 24 hodin ve 37 °C
v 5% CO, v 1,5 ml CDCM na 12jamkovych desti¢kach. Kondicionovana média byla ziskana a 40
krat koncentrovana ultrafiltraci na ptistroji Vivaspin (Sartorius, hrani¢ni velikost 10 kD). Kondi-
cionovana média byla zmrazena v kapalném dusiku a skladovana v alikvotech v —20 °C pied
pouzitim. V den pouziti byla kondicionovand média rozmraZena na ledu, nafedéna. 10 krat
CDCM a sterilizovana filtraci pres 0,22 pm filtr (Acrodisk 13, Gelman Sciences).

Funkéni test, test LIVE/DEAD

Funkgéni test je zalozen na po¢tu bun€k kufecich sitnic Zivotaschopnych po 7 dnech inkubace in
vitro. Pivodci pouzivali testovaci soupravu LIVE/DEAD (Molecular probes, Eugene, USA),
ktera je zaloZena na pouziti dvou fluorogennich barviv (Calcein AM a dimer ethidia), které barvi
7ivé a mrtvé buiiky, v daném poradi. Builka, ktera je Ziva, vyviji metabolickou aktivitu (v tomto
pripadé esterdzovou aktivitu), ktera konvertuje substrat (Calcein AM) na jeho fluorescencni pro-
dukt emitujici v 520 nm. Permeabilita membrany mrtvé buiiky je zménéna a umoziiuje DNA
barveni jadra dimerem ethidia emitujicim v 635 nm. Buiika je Ziva: emituje v 520 nm po excitaci
485 nm nebo mrtva: emituje v 635 nm po excitaci 520 nm. S pouZitim epifluorescenéni mikro-
skopie mohou byt tyto dva typy fluorescencnich bun€k zobrazeny oddélené. Po 7 dnech in vitro
byly buiiky inkubovany po dobu 30 minut pfi teplot€ mistnosti ve tmé s 2,7 uM Calcein—AM a
0,3 mM dimerem ethidia.

Ziskani snimka

Stru¢né, ziskani snimkdi sestavalo z autofokusace kazdé jamky, automatického pocitani bunek ve
dvou fluorescencich nasledovaném zpracovanim hrubych udaji s pouzitim specializovaného
software, napf. Metamorph (Universal Imaging Corporation, West Chester, USA), ¢imZ se ziskal
digitalizovany obraz kazdé jamky na desti¢ce. Piivodci pouzivaly invertovany mikroskop (Nikon
TE 200) vybaveny rtutovou epifluorescenéni lampou s dvéma excita¢nimi filtry 485 a 520 nm,
dvéma emisnimi filtry 520 a 635 nm, objektivem (x10) a poéitatem fizenym motorizovanym
stolkem (Multicontrol 2000, Martzauzer a CCD kamera (Cohu).

Pro sniméni byla desticka umisténa na motorizovaném stolku a zaostfeni bylo provadéno rucné
na prvni jamce, a tato zaostfovaci rovina byla zaznamenana (vychozi). Préh obrazu mrtvého a
Zivého je nastaven z prvni jamky.

Stfed prvni jamky je nastaven s pouzitim bilého svétla tim, Ze se ruéné nastavi dno jamky na
spodek obrazu na po¢itatovém monitoru, a pak se zarovna pravy kraj prvni jamky s pravou hra-
nou obrazu na po&itatovém na pocitaovém monitoru a tyto dvé polohy se zaznamenaji. Stfed
prvni jamky se pak vypoéte a uréi polohu stfed viech dalsich jamek na desti¢ce. Pfi vyvoji meto-
dy se pvodci povsimli, Ze existuje nepatrné vy3si denzita bun€k u okraje jamky a vyfadili proto
okraje ze sbéru dat. Je dilezité, aby obraz kazdé jamky byl perfektné vycentrovan, aby se zabra-
nilo jakymkoliv klamnym vysledkim. KdyZz je vSe nastaveno, prvni skenovaci desti¢ky zazna-
mena mrtvé bunék. Denzita mrtvych bunék je za téchto podminek méné variabilni. Program pro-
vede automatické zaostfovani tim, Ze sejme obrazy v riznych ohniskovych rovinach a vybere ten
nejjasnéjsi, pak koriguje zaostieni. Tato poloha je pak uchovéana uloZena a motorizovany stolek
kona naprogramované pohyby ve sméru os x a y a sejme celkem 4 obrazy, které po reorganizaci
do jednoho obrazu reprezentuji 2/3 povrchu jamky. Rada obrazii z ohniskovych rovin je uchova-
na pro kontrolu. Stolek vykoné automatické zaostfovani a provede Ctyfi snimky pro kazdou jam-
ku desti¢ky poéinaje jamkami Al az A12, pak B12 az B1, C1 az C12 atd. Na konci se stolek
posune mimo desti¢ku, aby se pieexponoval posledni jamka (H1). Skenovani mrtvych bunék trva
30 minut. Druhé skenovani (zivé buiiky) se provede po vyméné filtru. Toto druhé skenovani se
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provadi s pouzitim zaznamenané polohy kazdé jamky z pfedchoziho skenovani mrtvych bunék.
Pro kaZdou jamku jsou provedeny &tyti snimky stejné jako pro mrtvé buriky. Na konci druhého
skenovani (22 minut) reorganizované obrazy mrtvych a Zivych buné&k jsou uloZeny do datového
souboru, ktery je automaticky oznacen datem dne. Po&ty bunék (mrtvych a Zivych) jsou poitany
automaticky s pfedem nastavenymi morfometrickymi parametry (primérnymi) a jsou ukazovany
na pocitaci, aby bylo mozné kontrolovat, zda experiment probiha spravné. Je diilezité kontrolovat
denné, zda pocet zivych bunék neni pfili§ vysoky. Puvodci zjistili, Ze jestlize se nanese prili3
vysoka denzita bunék, bufiky kufeci sitnice pfezivaji déle pravdépodobné proto, Ze produkuji
vlastni ptezivaci faktor. Buiiky byly proto skenovany v neptitomnosti tohoto uéinku. Ped skeno-
vanim druhé desticky (stejny experimentovat, ale s dvakrat vy33i hustotou nanesenych bunék)
bylo pfidano ,,a“ na konec jména uloZeného souboru pro prvni desti¢ku. Snimky z kazdého expe-
rimentu pak byly uloZzeny na CD-ROM. Byla tak vytvoiena knihovna s vice nez 250 CD-ROM.

Pocitani bunék a poolii

Polty bunék (zivé a mrtvé) byly uréeny ze snimki archivovanych pro kazdy experiment na CD~
RM. Sbémy datovy soubor z experimentu byl nejdfive uloZzen do po&itate (pogitani off-line) a
otevfel s pouZitim softwaru Metamorph. V prvnim kroku se oteviely obrazy odpovidajici 14 jam-
kam C (kondicionovana média z Cos—1 bunék transfekovanych prazdnym vektorem). Poté, co
byl nastaven préh obrazu, ptikaz Integrated Morphometry Analysis byl pouZit ke zjisténi distri-
buce oblasti mezi 10 a 250 objekty (pocet zivych bun€k pro kazdou celkovou oblast) pro tyto
kontrolni jamky. Distribuce sledovala Gaussovu kfivku s maximalnim po&tem objektt odpovida-
jicich izolované burice. Tato standardni hodnota (SV) pak byla pouzita k vypoétu hodnot pro
oblasti vy3si, kde objekt je pocitan jako dvé buiiky (standardni fez objektu, SOC) na zakladé
vlastni empirické funkce: SOC = 29/20,74/SV. Hodnota SOC kazdé individuélni desti¢ky je pak
ur€ena k vypoftu mnozstvi Zivych bunék na destice. Tyto hodnoty se pak pfenesou do tabulky
v programu Excel.

V prvnim kole screeningu byly hodnoty ziskané pro kazdy pool vyneseny jako nasobky (zvyseni
nebo snizeni poctu Zivych bun€k) proti priméru ze 14 kontrolnich jamek + smérodatna odchylka.
Aby se potlacila variabilita zplisobena rozdilnou polohou na desti¢ce, byl vypocten priimér rozdi-
lu individulné mezi 80 jamkami odpovidajicimi poloham, kde jsou testované pooly, a 14 kon-
trolnim jamkam pro 200 nezavislych desti¢ek. V priméru byly pozorované rozdily jen diisledek
rozdilné polohy a polty bun&k pak byly korigovany takto ziskanym koeficientem. Pro piisné&jsi
diskriminaci pfi vybéru poolii byly poéty Zivych bun&k vyneseny do grafu jako nasobky rozdilu
proti kontrole a viechny hodnoty byly mensi nez 1,3 ale vétsi nez 0,4. Timto zplsobem bylo
ur€eno, Ze viechny pooly s nasobkem rozdilu proti priméru 14 jamek odpovidajicich prazdnému
vektoru lezici v intervalu od 0,4 do 1,3 byly povazovany za neucinné a byly pouzity jako kontro-
la. Po korekci nasobek rozdilu proti kontrolnim dvéma desti¢kdm vyndsoben a vysledek byl roz-
tfidén podle klesajiciho nésobku. Pooly na vrcholu tohoto seznamu byly dale vizuélné kontrolo-
vany prohlidkou grafu odpovidajiciho 20 pooliim z experimentu (ob& desti¢ky) a snimki Zivych a
mrtvych bunék, aby se zabranilo screeningu klamnych pooli.

Pro druhé a tfeti kolo screening desti¢ek na podskupiny poolti zahrnoval dalsi kontroly. Pivodci
ptipravili kondicionovana média z retinalnich explantatti my3i ve véku 5 tydni. Pavodci vybrali
experimenty, kde byly zaznamenany pozitivni u¢inky na explantty sitnic mysi C57BL/6@N, a
vylou¢ili ostatni. Vysledky byly vyneseny do grafu jako nisobek rozdilu proti 14 kontrolnim
jamkdm, nebylo provadéno zadné prepoditdvani kontrol. Nasobek rozdilu proti kontrolam ze
dvou desticek byl vynasoben a vysledky byly tiidény podle poklesu nasobku rozdilu pro 16 pod-
skupin pooli.

Izolovand ¢DNA byla sekvencovana s pouzitim T7 primeru (5 GTAATACGACTCACTATA-

GGGC 3') na kapilarnim sekvenatoru (CEQ2000, Beckman Coulter). DNA sekvence byly srov-
nany s databazemi s pouzitim programu Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
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Identifikace Rdcvf2 a huméannich homologt

S pouzitim Rdcvfl sekvence (nukleotidovéa sekvence kodujici polypeptidy uvedené v SEKV. ID.
C. 2 nebo SEKV. ID. C. 4) a programu BLAST byly identifikovany homologni mysi a huméanni
polypeptidy (obrazek 8). Byly identifikovany EST klony s homologii k my$i RACVF2 (GenBank
pistupové €. Bc016199): GenBank pfistupova ¢.: be552141, bi517442, bg707818, bi603812,
ai433287, be088414, bg297383, bg297304 (viz také obrazek 12). Byly identifikovany EST klony
s homologii k my3i Rdcvfl (SEKV. ID. C.1): GenBank pfistupové &. Bg299078, ai716631,
bg294111, be108041, bg395178 (viz také obrazek 13).

RT-PCR analyza Rdcvfl exprese v redlném Case

Retinalni exprese Rdcvfl kmeny mysi C57BL/6@N a C3H/He@N, také ve véku stejném jako
kongenni C3H (+/+ a rd/rd) 5 tydnd, byla studovana s pouzitim RT-PCR v redlném Case na cyk-
leru (Roche) PCR soupravou s barvivem sybergreen (Roche). cDNA jsou tvofeny s pouZzitim
primeru, a to ndhodnym hexamernim oligonukleotidem (pdN6, Amersham), M-MLV reverzni
transkriptazou (Superscript II, Life Technologies) a celkové RNA z mysi sitnice pfipravené jako
v bodé 1). cDNA jsou standardizovany s pouzitim vSudyptitomné messenger RNA gluk6zo—6—
fosfatdehydrogendzy (G6PDH). Syntéza 0,2 pl prvniho vldkna cDNA (ekvivalent 10 ng celkoveé
RNA) je amplifikovana 2 uM oligonukleotidy SEKV. ID. C. 24 a SEKV. ID. C. 25 v trojim opa-
kovani v celkovém objemu 25 pl s pouzitim nasledujiciho programu: 30 sekund v 95 °C a 35
cykli sledu (1 sekunda v 95 °C, 18 sekund v 55 °C, 10 sekund v 72 °C). Analyza (obrazek 16)
ukazuje, ze exprese Rdcvfl se snizuje po degeneraci ty€inek u rd1 mysi (C3H/He@N). Bylo také
ukazano pomoci RT-PCR v realném case s pouzitim RNA pfipravené z vnéjsi vrstvy sitnice
z fezi na vibratomu, Ze Rdcvf] je pfimo exprimovan fotoreceptory.

Produkty byly kontrolovany elektroforézou na agarézovém gelu. Podobné vysledky byly ziskany
s dal§im parem Rdcvfl specifickych primert. Jako pozitivni kontrola byla monitorovana exprese
arrestinu ty¢inek (klon €. M24086) ve stejnych podminkéch s primery (5" CTATTACGTCAAG-
CCTGTAGCC 3' a 5 CATCCTCATCTTTCTTCCCTTC 3'). Potvrzeni, ze Rdcvfl je protektivni
faktor ¢ipkii mize byt ziskano pfidanim vhodného mnozstvi Rdcvfl k retindlnimu explantatu z 5
tydnh staré rdl mysi (C3H/He@N). Ke vhodnému mnozstvi lze dospét nékterymi vychozimi
titranimi experimenty. Ve srovnani s vhodnymi kontrolami po 7 dnech je prezivani ¢ipki zvyse-
no.

RT-PCR analyza Rdcvf2
RT-PCR pro expresi Rdcvf2 bylo provadéno s pouzitim primerd:
5'"-GCCAGCGTTTTCTGCCTTTTAC-3"' a

5'-AAGCCCTGCCTGCTCTAACATC-3".

Analyza ukazuje, z¢ RACVF2 je exprimovan zptsobem zavislym na ty¢inkach a Ze Rdcvf2 ex-
prese neni restringovana na sitnici, ale Ze také dalsi neuronové buiiky exprimuji Rdcvf2 (obrazek
17), zatimco exprese Rdcvfl se jevi byt restringovana na buriky sitnice.
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Testy LIVE/DEAD Rdcvfl nebo Rdevf2

Buiiky COS-1 jsou transfekovany vhodnym expresnim vektorem nesoucim Rdcvfl nebo Rdcvf2
pod kontrolou indukovatelného promotoru. Kontrolni buiiky jsou transfekovéany prazdnym vekto-
rem. Buriky jsou inkubovany po vhodné ¢asové obdobi po indukci Rdevfl nebo Rdevf2 exprese.
Nasledné, pocet prezivajicich bunék &ipkd inkubovanych s kondicionovanym médiem z COS-1
bunék transfekovanych Rdcvfl nebo Rdcvf2 a podet piezivajicich kontrolnich bungk je po&itan
podle vyse popsaného zplsobu. Buiiky exprimujici Rdcvfl nebo Rdevf2 ukazuji vyznamné vyssi
mnoZzstvi piezivajicich bunek.

Faktor specificky pro ty¢inky

Analyza RT-PCR v redlném case, provadéna ve standardnich podminkéach, exprese arrestinu
tyCinek (kontrola) a Rdcvfl na 5 tydnd starych retindlnich explantatech mysi C57BL/6@N ve
véku 5 tydnti a C3H/HE@N, s pouZzitim primert:

~

SEKV. ID. C.: 24: 5' TCTATGTGTCCCAGGACCCTACAG 3'

SEKV. ID. C.: 25: 5 TTTATGCACAAGTAGTACCAGGACAG 3'

Analyza prokazala, ze RAICVF1 je exprimovan pouze v pfitomnosti ty&inek (ty¢inkovyCVF1).
Produkce polyklonalnich protilatek

Polyklonalni protilatky byly pfipraveny injekci purifikovaného fazniho proteinu s glutathion—S—
transferazou (GST) (GST-Rdcvfl), a také aminokyselin z mysi RACVF1 peptidové sekvence 11
a7 32 ze SEKV ID C. 2 (Ab &. 2) a aminokyselin peptidové sekvence 79 az 96 ze SEKV ID C. 2
(Ab ¢. 3) do krélika. Fuzni konstrukt pGST-Rdcvfl byl pfipraven amplifikaci s oligonukleotidy
SEKV. ID. C. 26 a SEKV. ID. C. 27 s pouzitim pcDNA—Rdcvf1 jako templatu ve standardnich
podminkéch. Otevieny ¢teci ramec (ORF) Rdevfl byl klonovan ve shodném &tecim ramci do
pGex2TK (Pharmacia) mezi BamHI a EcoRI restrikéni mista a transformovén do E. coli (BL21
(DE3) pLysS, Promega] standardnim postupem. Jedna kolonie byla p&stovana ve 3 litrech LB
tekutého média s ampicilinem v koncentraci 100 ug/ml ve 30 °C a produkce proteinu byla indu-
kovana pfidanim isopropylthio—3—D—galaktosidu (IPTG) v koncentraci 1 ug/ml a pokracovala po
dobu 5 hodin ve 30 °C. Buiiky byly sklizeny, lyzovany sonikaci a purifikovany na gluthation—
sefaréze podle standardniho protokolu. Fuzni protein byl eluovan 10mM redukovanym glutathio-
nem pfi teploté mistnosti. Eluovany protein byl dialyzovan do PBS pied injekci kralikiim. Cistota
proteinu byla monitorovana elektroforézou v polyakrylamidovém gelu. Dva kralici byli imunizo-
vani intradermalni injekci v 80 mistech 100 pg purifikovaného GST-Rdcvfl. Sérum bylo sklize-
no po 8 tydnech.
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SEZNAM SEKEVNCT

<210> 1

<211> 468

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS

<222> (45)..(374)
<223>

<400> 1
atcggatcec tctetgggte cccagectcct tgcatactge tacc atg gca tet cte 56
get Ala Ser Leu

ttc tct gga cgc atc ttg atc agg aac aac agc gac cag gat gaa gt 104
ghe ser Gly Arg Yle igu Ile Arg Asn Asn ggr Asp Glin Asp Glu gg

gag aca gag gca gag ctg agc cgt agg tta gag aat cgt ctg gt? ttg 152
Glu Thr Glu Ala g}u Leu Ser Arg Arg gsu Glu Asn Arg Leu gg Leu

ctg ttc ttc ggc gec gge gec tgt ccc cag tgc cag gec ttt gece cca 200
Leg phe Phe giy Ala Gly Ala Cys zgo GIn Cys GIn Ala gge g]a Pro

tC ctc aaa gac tic tic gt ctc act gac gag ttc tac gtg ct 248
8a1 Leu ggs gsp Phe Phe Va? é%g Leu Thr gsp 313 gge TYP 3a Leg

ca gca cag ctg gcc ct ¢ tat tce cag gac cct aca gag 296
2?3 g]a g1a G]g Leu Ala Leg 321 Tyr 3§? Ser GIln Asp Pro Thr Glu
70 75 80

gag caa Cag gac ctc ttc ctc agg gac atg cct gaa aaa tgg ctc trc 344
g}u GIn Gln Asp Leu Sge Leu Arg Asp Met Sgo Glu Lys Trp Leu ;88

ctg ccg ttc cat gat gaa ctg agg agg tga ggccccaggg aagaccagog 394
Leu Pro Phe His ng Glu Leu Arg Arg

agggcticct ggagaaggeca trtecctgga ggtttactgt cctggtacta cttgtgcata 454
aagaggtatt cctc 468

-30 -



CZ 305800 B6

<210> 2

<211> 109

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2
Met Ala Ser Leu Phe Ser Gly Arg Ile Leu Ile Arg Asn Asn Ser Asp
1 5 10 15

Gln Asp Glu val Glu Thr Glu Ala Glu Leu Ser Arg Arg Leu Glu Asn
20 25 30
Arg Leu Val Leu Leu Phe Phe Gly Ala Gly Ala Cys Pro Gln Cys GIn
35 40 45
Ala Phe Ala Pro val Leu Lys Asp Phe Phe val Arg Leu Thr Asp Glu
50 55 60
Phe Tyr val Leu Arg Ala Ala GIn Leu Ala Leu val Tyr val ser Gln
65 70 75 80
Asp Pro Thr Glu g}u Gin GIn Asp Leu sge Leu Arg Asp Met Sgo Glu

Lys Trp Leu Phe Leu Pro Phe His Asp Glu Leu Ar
ys 1P 100 10? 9 Arg

<210> 3

<211> 764

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS
<222> (26)..(676)
<223>
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<400> 3
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cceccagetec ttgecatactg ctacc atg geca tct ctc

ttg atc agg aac aac
i(e)u Ile Arg Asn Asn

ctg agc cgt agg tta
Lel Ser Arg Arg l§gu

g?c gce tgt ccc cag
Gly Ala cys :go Gln

ttc gtg cgg ctc act
Phe Va egg Leu Thr

cCc ct tc tat gt
gﬂa !igg 3:-11 Tyr 33?

ttc ctc agg gac atg
Sge Leu Arg Asp Met

gaa ctg agg agg gac
Glu Leu Arg Arg ﬁg

gcg gtt gt? gta ctt
Ala val va \{g} Leu

acg gag gag atc ca
Thr (gmg: ﬂg Ile G'lg

C gca gag ctc

ag gc
3 g‘la Ala Glu Leu
15%

&

gat gag cct gcg cgg
é;g Glu Pro Ala Arg

e U S
r Arg Val Asp
iy

tct ggt gaa ccc cag
ser Gly Glu ;8.:5) Gln

ctccecagggt aggagtgggg accggagetc tggtgacace aaagtaccgg tgeacgaccg

nld.et Ala Ser teu

agc gac cag gat gaa gt,c‘;
igr Asp GlIn Asp Glu \2,3

gag aat cgt ctg gtg ttg
Glu Asn Arg teu \Bfg Leu

tgc cag gcc ttt gcc cca
Cys Gln Ala l;ge Ala pPro

gac gag ttc tac gtg ctg
Asp Glu glge Tyr val Leuy

tcc cag gac cct aca gag
Ser ggn Asp Pro Thr Glu

cct gaa aaa tgg ctc ttc
Pro Glu Lys Trp Leu Phe
95 100

Ctc ggg cgc cag ttc tct
Leu Gly Arg GIn ;I;g Sser

aag cct g?t g?g gac gt?
Lys Pro Gly g3¥ Asp va

cgt ctg gga ccc gecc tgce
Arg Leu (154§ Pro Ala Cys

ctg gac cgc agc ttc ctg
Leu Aigg Arg Ser Phe teu

€gC agc atc acc gag cct
Arg ser Ile Thr Glu Pro
17 180

gat gtc g?c g agc gdg
AspVa‘leGyig;Gy

Gly Asp
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ttc
phe
5

ag
g'l u

ctg
Lteu

gtc
val

cgg
Arg

gag
Glu
85

ctg
Leu

gtc
val

ctg

tct g?a cgc atc
Ser Gly Arg Ile

aca gag gca gag
Thr Glu Ala g}u

ttc ttc ggce gce
Phe Phe gzy Ala

Ctc aaa gac ttc
Leu l5_¥s Asp Phe

gca gca cag ctg
%a Ala 6In Leu

caa cag gac ctc
GIn GIn Asp Leu

ccg ttc cat gat
Pro pPhe His li(s)

cgt caa ctg cca
Arg GIn Leu Pro
120

aca agc gac gcc

Leu Thr Ser Asp Ala

Tttt
Phe

caa
Gln
165

135
gce aac tgg cag
ﬁ% Asn Trp GIn

ccg gag gat ttg
Pro Glu Asp Leu

ctg cgc cgt cgc aag

Leu

c
A

Arg Arg Arg Lys
9 Ard 1%5

:aa :gg :gc gac
ys Arg Arg Asp
g 200

g ac gcg ggt aca agg gcg gag ctc tgg tga
?3 A Ala G?t The Argg; Ala Glu Leu Trg
215 215

52

100

148

196

244

292

340

388

436

484 .

532

580

628

676

736
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aggttgatga ccctcccgaa ggaaccgg

<210> 4
<211> 216
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 4
rfet Ala ser Leu

Gln Asp Giu val
20

Arg Leu val Leu

35
Ala phe Ala Pro
50

phe Tyr val Leu

65

Asp Pro Thr Glu

Lys Trp Leu phe
100

Arg GIn phe ser

115
Gly Gly Asp val
130

Gly Pro Ala Cys

14 4

Arg ser phe Leu

Ile Thr Glu pro
180

Gly Gly ser Gl
y 155 y

Phe ser Gly Arg Ile Leu Ile Arg Asn Asn Ser Asp

5 10 15

Glu Thr Glu Ala czf.}u Leu Ser Arg Arg lgce)u Glu Asn

teu phe phe %y Ala Gly Ala Cys :go Gln Cys G6In

val Leu Lgs Asp Phe Phe val Arg Leu Thr Asp Glu

5 60 ,
Arg Ala Ala GlIn Leu Ala Leu val Tyr val Ser GIn
70 75 80

Glu GIn GIn Asp Leu Phe Leu Arg Asp Met Pro Glu

85 Q0 95

Leu Pro Phe His Asp Glu Leu Arg Arg Asg Leu Gly
105 11

val Arg Gin Leu Pro Ala val val val Leu Lys Pro

120 125
Leu Thr Ser Asp Ala Thr Glu Glu Ile GIn Arg Leu
135 140
phe Ala Asn Trp Gln Glu Ala Ala Glu Leu Leu A568
150 155 1

Gln Pro Glu Asp Leu Asp Glu Pro Ala Arg Arg Ser

165 P 178 9 1‘:’?

Leu Arg Arg Arg Lys Tyr Arg val Asp Arg Asp Val
165 g 29

Ala Lys Arg Arg Asp Ser Gly Glu Pro Gln Gly As
y g 208 p y 508 Yy Asp
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Ala Gly thr Arg Ala Glu Leu Trp
215 215

<210> 5
<211> 353
<212> DNA

<213> Homo. sapiens

<220>

<221> Cps

<222> (24)..(353)
<223>

<400> 5
cccagcacce aacccaggtt acc atg gecc tcc ctg ttc tct g?c cgc atc ctg 53
?et Ala ser Leu ;he Ser Gly Arg Ile kgu

atc cgc aac aat agc gac cag gac gag ctg gat acg gag gct gag gtc 101
Ile Arg Asn Asn Ser Asp GlIn Asp Glu Leu Asp Thr Glu Ala Glu val

15 20 25
agt cgc agg ctg gag aac cgg ctg gtg ctg ctg ttc ttt g?t gct g?g 349
ser Arg Arg ggu Glu Asnh Arg Leu gg teu Leu Phe Phe goy Ala Gly

gct tgt cca cag tgc cag gec tte gt? CCC atc ctc aag gac ttc ttc 197
Ala Cys igo Gln Cys Gln Ala gge val pro Ile Leu %gs Asp phe phe

gtg Cgg ctc aca gat gag ttc tat gta ctg cgg gcg gct cag ctg gec 245
va esg Leu Thr Asp Glu Ege Tyr val Leu Arg 9%a Ala GIn Leu Ala

ctg gt? tac gtg tcc cag gac tcC acyg gag gag cag cag gac ctg ttc 293
%gu val Tyr val ser gAn Asp ser Thr Glu g}u GlIn Gln Asp Leu gge

ctc aag gac atg cca aag aaa tgg ctt ttc ctg ccc ttt gag gat gat 341
Leu Lys Asp Met ggo Lys Lys Trp Leu ;88 teu Pro phe Glu ggg Asp

ctg agg agg tga : 353
Leu Arg Arg

<210> 6

<211> 109

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 6
Met Ala Ser Leu phe Ser Gly Arg Ile Leu Ile Arg Asn Asn Ser Asp
1 5 10 15

Gln Asp Glu Leu Asp Thr Glu Ala Glu val ser Arg Arg Leu Glu Asn
20 25 30
Arg Leu val Leu Leu phe Phe Gly Ala Gly Ala Cys Pro GIn Cys GIn
35 40 45
Ala phe val pro Ile Leu L¥S Asp phe phe val Arg Leu Thr Asp Glu
50 5 60
Phe Tyr val Leu Arg Ala Ala GIn Leuy Ala Leu val Tyr val ser Gin
65 70 75 80
Asp Ser Thr Glu Glu GIn Gln Asp Leu phe Leu Lys Asp Met Pro Lys
85 90 95

Lys Trp Leu Phe Leu Pro Phe Glu Asp Asp Leu Arg Ar
Y 100 10? P 9 ATS

<210> 7
<211> 686
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<220>

<221> Cps

<222> (48)..(686)
<223>
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<400> 7
cgccgege tgtccccage acccaaccca ggttace atg gec tec
ccggggacca cacgecgege tg ag a9 a{et 275 Ser

ctg ttc tct ggc cge atc ctg atc cge aac aat agc gac cag gac gag
Leu I;he Ser Gly Arg Ile (igu Ile Arg Asn Asn g;r Asp GIn Asp Glu

ct t acg gag gct gag gtc agt cgc agg ctg gag aac cgg ctg gt
12.83 2sap 'rhg tgs‘lg 2‘!a %}3 3a1 ser Arg Arg !igu Glu Asn Arg Leu \Blg?

ctg ctg ttc ttt

t gct ggg got tgt cca cag tgc cag goc ttc gt
Leu Leu phe phe %?)y Ala Ggy Ala cys zgo Gln Cys Gln g

la phe Va‘(l’
50

ccc atc ctc aag gac ttc ttc gtg cgg ctc aca gat gag ttc tat gta
Pro Ile Leu ls.)srs Asp Phe Phe Va egg teu Thr Asp Glu gge Tyr val

Ctg Cgg gcg gct cag ctg gcc ctg gtg tac gtg tcc cag gac tcc ac
Leu Arg e;l)a Ala GIn Leu Ala ly.gu v:zslJ Tyr val Ser ggn'gsp Ser Thg

gag gag cag cag gac ctg ttc ctc aag gac atg cca aag aaa tgg ctt
Glu g‘;u Gin GIn Asp Leu glse Leu Lys Asp Met sxs'o Lys Lys Trp Leu

tic ctg ccc ttt gag gat gat ctg agg agg gac ctc ggg cgc cag ttc
Phe Leu Pro Phe Glu Asg Asp teu Arg Arg Asp Leu G’?? Arg GIn phe
100 10 110 115

tca gtg gag cgc Ctg ccg gecg gtc gtg gtg ctc aag ccg gac g?g gac
Ser val Glu Arg tigg Pro Ala val va ‘J,.gs Leu Lys Pro Asp 23 % Asp

gtg Ctc act cgc gac ggc gecc gac gag atc cag cge ctg ggc acc gec
val teu Thr égg Asp Gly Ala Asp tgl;ig Ite GIn A?‘g Leu gi Thr ?ﬂa

tgc ttc gecc aac tgg cag gag gcg gcc gag gtg ctg gac cgc aac ttc
Cys Phe ?}3 Asnh Trp Gln Glu ﬁg Ala Glu val Leu ?.28 Arg Asn Phe

cag ctg cca gag gac ctg gag gac cag gag cca €gg agc ctc acc gag

GIn Leu Pro Glu Asp Leu Glu Asp GIn Glu Pro Arg Ser tLeu Thr Glu
165 170 17

tgc Ctg cgc cgc cac aag tac cgc gtg gaa aa gcg cga ggc gag
:clzs:) Leu Arg Arg His '1'%? TYr Agg Va? Glu :ligg 2%2 Ala Arg G?y ({h

C gac ¢cc ggg gga t gag ga C ggg gcc ggg ggg ctg
X.gg gsp Pro g ).r go% Gly cg;?y g?g G'Ig §3§ g?y g?y Ala g?y %ig Leu

ttc tga
Phe

=36 -

56

104

152

200

248

296

344

392

440

488

536

584

632

680

686
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<210> 8

<211> 212

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
get Ala Ser Leu ghe Ser Gly Arg Ile :ligu Ile Arg Asn Asn igr Asp

Gln Asp Glu lz.gu Asp Thr Glu Ala tzs}u val Ser Arg Arg la.gu Glu Asn

Arg Leu val Leu Leu Phe Phe Gly Ala Gly Ala Cys Pro Gln Cys GIn

35 40 45

Ala phe val Pro 1le Leu Lgsrs Asp Phe phe val Arg Leu Thr Asp Glu
50 5 60

Phe Tyr val Leu Arg Ala Ala Gln Leu Ala Leu Val Tyr val Ser Gln
65 70 75 80

Asp ser Thr 6lu Glu GIn GIn Asp Leu Phe Leu Lys Asp Met Pro Lys

85 90 g5

Lys Trp Leu pPhe Leu Pro Phe Glu Asp Leu Arg Arg Asp Leu G]
y P 100 ?Sg P g fre 118 y

Arg Gln Phe ser val Glu Arg Leu Pro Ala val val val Leu Lys Pro

115 120 125
Asp Gly Asp val Leu Thr Arg Asp Gly Ala Asp Glu Ile GIn Arg Leu
P 13% P 138 P O P 140 9

G?g Thr Ala Cys Phe Ala Asn Trp GlIn Glu Ala Ala Glu val Leu ASp
14 150 155 » 160

Arg Asn phe GIn Leu Pro Glu Asp Leu Glu Asp GIn Glu Pro Arg Ser

' 165 170 17
Leu Thr Glu Cys Leu Arg Arg His Lys Tyr Arg val Glu Lys Ala Ala
ggo 9 Arg 1¥5 4 9 130
Arg Gly Gly Arg Asp Pro Gly Gly Gly Gly Gly Glu Glu Gly Gly Ala
195 200 205

Gly Gly teu phe
Y3
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<210> 9
<211> 600
<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>

<221> CDS

<222> (265)..(570)
<223>

<400> 9
ataaaataga gggtgggaga ggrtgatgge gtggctctge tttttggtge ggggcaccca

gctgtcatcg ctgctgtcage agcttctgga gtggccactg tgetctctee teecttegge

tcaaggtgag ctgttccagc agaaggceggg getgagagge gcctagtget gcgggagget

Cagtgtcatc ttccagctaa caggtggecg tgcagcccag ggetcgtctce tccactgtgt

cetertcacy ceqagereat auco St Vil 25 VaT cen &7 &9 o 2

1 5

Ctg gtg acc cgg gag ggc acg gt? gtg gag gcc gag gtg gcg ctg cag
15

teu val Thr Arg Glu Gly Tthr Val val Glu Ala Glu val Ala Leu Gln
10 20 25

aac aag gtg gta gct ttg tac ttt gcg geg g?c €gg tgc tcg ccc age
Asn Lys val val gga Leu Tyr phe Ala gga Gly Arg Cys ser zgo ser

cgc gac ttc acg ccé ctg ctc tgc gac ttc tac acg gag ctg gtg agc
Agg Asp phe Igr Pro Leu Leu cgs ggp Phe Tyr Thg glg ggg 33? sgr

gag gcg €gg cgg ccc get ccc ttc gag gtg gtt ttc gtg tcg gea gac
Glu Ala 259 Arg Pro Ala pro gge Glu val val phe g% ser Ala Asp

g?c agt gcg gag gag atg ttg gac ttc atg cgc gag ctg cac ggc tcc
Gly ggr Ala Glu Glu Met gsu Asp Phe Met Arg g}u teu His Gly Ser

tgg ctg gca ttg ccc tiC cac gac ccc tac cgg cag tga gtggggaccc
gap teu Ala Leu Pro Sge His Asp Pro Tyr 258 Gin

aggggtcatg gggctggcge
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180

240

291

339

387

435

483
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<210> 10

<211> 101

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10
get val Asp val g.eu Gly Gly Arg Arg iigu val Thr Arg Glu ﬂy Thr

val val Glu Ala Glu val Ala Leu GlIn Asn Lys val val Ala Leu Tyr
20 25 30
phe Ala g}a Gly Arg Cys Ser :So Ser Arg Asp Phe Zgr Pro Leu Leu

Cys e(s,p phe Tyr Thr Glu lggu val ser Glu Ala %g Arg Pro Ala Pro

phe Glu val val phe val Ser Ala Asp Gly Ser Ala Glu Glu Met Leu
65 70 75 80

Asp Phe Met Arg g}u Leu His Gly Ser ‘;ap Leu Ala Leu Pro gisue His

Asp Pro Tyr Arg Gln
100

<210> 11
<211> 1164
<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>

<221> Cps

<222> (300)..(770)
<223>
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<400> 11

ttgactctgg tgggtagaga gggtttgcaa ggcaggataa aatagagggt gggagaggtt
gatggcgtgg ctctgetttt tggtgegggg caccagetgt catcgetget gtcgcagett
ctggagtggc cactgtgctc tctcctcect teggctcaag gtgagetgtt ccagcagaag
gcggggetga gaggegecta gtgctgeggg aggetcagtg tcatcttcca getaacaggt

ggccgtgeag cccagggete gtctctecac tgtgtectct tcacgecgag ctegtggeg

atg gtg gac gtg ct c €gg cgc ctg gtg acc ¢ al C ac
l:llle1g: va Ag\sp \g!a Is.eg g?y 2?3 A?'g Arg'g igg \g/a Thr Agrg 2‘13 %s?y Th?'

gtg gtg gag gcc gag gtg gcg ctg cag aac aag gt a gct ttg tac
va? Va? Glu %a Glu val Ala Leu ggn Asn Lyg va \%1 g;l)a Leg Tyr

ttt gcg gcg gge €gg tgc tcg €cc age cge gac tte acg ccg ctg cte
phe Ala g}a G‘?y Arg Cys ser zgo Ser Arg Asp Phe Ilgr ng Leg Leu

tgc gac ttc tac acg gag ctg gtg agc gag gcg €gg €gg ccc gct ccc
c§§ ggp Phe Tyr Thr Glu l§§u 33? Sgr 213 g‘!g 2%3 A?-S Pro gﬂa Pro

ttc tt ttc gtg t ca gac ggc agt gc ag atg tt
i 0 50 KT SR G50 5 0L B O O e D R v 1

ac ttc atg cgc gag ctg cac ggc tcc tgg ctg gca ttg ccc ttc cac
Phe Met Arg g}u Leu His Gly Ser g?r;g Leg g’la Leg Pro glsae His

gac ccc tac cgg cat gaa ctg aag aag agg tac gaa atc acc gec atc
Asp Pro Tyr 258 His Glu Lteu Lys lizg Arg Tyr Glu Ile Ihlg Ala 1le

ccc aag ctg gtg gtc atc aag cag aac gga gct gt¢ atc acc aac aaa
Pro Lyg Letgsx 3a val Ile Lyg gg Asn Gly Ala val ﬂg Thr Asn Lys
11

cgg aag cag atc cga gag cgc ggg cta gct tgc ttt cag aac tgg
3?3 Ag% Lyg G'lg Ile Arg %tss Arg G?)g( Leu Ala %{g Phe GIn Asn Trp
1

tg gaa gca gcc gat gtt ttc caa aac ttc tcg ggg tga ccagggcagt
%412 g‘lu g’la g.'la gsp \{as% Phe Gln Asn phe igg G?y

- 40 -

60
120
180
240
299
347
395
443
491

539
587
635
683

731

780



CZ 305800 B6

tgctggaagt tcagggcaac tatcttcaaa aagggcttag ctggttccct tctctgetga
ggaatgtcat tgtagagtca ccatgctgtg acagagagca taaactgetc aggaaagaac
tacgtctgec ccctgtgggt cctagagctc cgttgaatgt ttatttctta cacctttctc
caccggtgee taggatccag gacacatcag ccacgagtta acagaactct atgcaagatg
ctctttccta caggaaattt ctttgataaa ttgacctatg gaggtgatac attttctgat
gacatttttg tgatgctttg gtaaacgtat ttattactcg ggtttgtaga ctgtgtaatt
taataaacca acactcacac tttg

<210> 12
<211> 156
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12
filet val Asp val ls.eu Gly Gly Arg Arg ligu val Thr Arg Glu g}y thr

val val Glu Ala Glu val Ala Leu Gln Asn Lys val val Ala Leu Tyr
20 25 30 .

phe Ala g}a Gly Arg Cys Ser :50 ser Arg Asp phe Ilgr Pro Leu Leu

Cys lsx(s’p Phe Tyr Thr Glu lggu val Ser Glu Ala ggg Arg Pro Ala Pro

Phe Glu val val phe val Ser Ala Asp Gly Ser Ala Glu Glu Met Leu

65 70 75 80

Asp Phe Met Arg Glu Leu His Gly Ser Trp Leu Ala Leu Pro Phe His
8s 90 a5

ASp Pro Tyr Asg His Glu Leu Lys Lzs Arg Tyr Glu Ile Thr Ala Ile
1 105 110
Pro Lys Leu val val Ile Lys Gln Asn Gly Ala val Ile Thr Asn Lvs
115 y 120 y 125 Y
Gly Arg Lys Gln Ile Arg Glu Arg Gly Leu Ala Cys Phe GIn Asn T
138 135 9 8l ﬁ'o P

val Glu Ala Ala Asp val phe GIn Ash Phe S
145 P 150 As lgg cly

-41 -
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900
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1020
1080
1140
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<210> 13

<211> 1472

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> ¢S

<222> (33D)..(738)
<223>

<400> 13
gtgtgggcgg ggcgcagttg ggggagggtg cagagacctg agggettgag gttgectgge

tggcecccget cccagaggeg ggtgccgege tgtcgeccag gtatctgggyg tctctggtgt
ctgagtgtct cattgtcggc gcgaacacaa ttgctccage cacaggegag gectggecaa
ggtgtgogcg catctagggc aggtcttgag aggtccageg cccggtggty cggacagagg
cggggcaccg cggegetege cgecgectec cocgeaggtga teatcctect geaggtgtee

tcgggtctca ggtggctgeg tgtctgegee atg gtt gac att ctg g?c gag cgg
get val Asp Xle gs.eu Gly Glu Arg

gag gcc gag gcg g¢g cty
Tu Ala G a Ala Leu

cac ctg gt? acc tgt aag g?c gcg acg gt? g 2g gg:
15

His ligu val Thr Cys Lys Gly Ala Thr va

cag aac aag gtg gtg gca ctg tac ttc gc CC cgg tgc g¢g c¢
ggn Asn Lys Va Va? g;l)a Leg Tyr Phe glg gﬁg la Agg cgs ?\lg :5?;

agc €gc gac ttc acg ccg ctg ctc tge gac ttec tat acg gcg ctg gt
Ser Arg Asp Phe Ilgr Pro Leu teu cgs %gp phe Tyr Thlg‘ ng |§§g \g/a

gcc gag gcg €gg €gg ccc gecg ccc ttc gaa gtg gte ttc tca gce
Ala thn glg e%% A?'g Pro g.'lg. Pro glge ?ﬂu 8a %al Phe g'tg? ser g‘la

gac ggc agc tgc cag gag atg ctg gac ttc atg cgc gag ctg cat g?c
Asp Gly ;gr Cys GIn Glu Met légu Asp Phe Met Arg g}u Leu His Gly

gce tgg ctg geg ctg ccc tte cac gac ccc tac cgg caa Cgg agt ctc
Ala 19’51: Leu Ala Leu Pro Slsw His Asp Pro Tyr 258 GIn Arg Ser Leu

gct ctg ttg ccc agg ctg gag tgc agt ggc gtg atc tta gct cac tgc
Ala Leu Leu Pro Arg Leu Glu Cys Ser Gly val Ile Leu Ala His %s
105 110 115 0

aac ctt tgc ctc ctg g?t tca agt gat tct cta gec tta gee tec tga
Asn Leu Cys Leu !igg Gly Ser ser Asp S’igg Lteu Ala Leu Ala igg

12 -

120
180
240
300
354

402

450

498

546

594

642

690

738



gcatctggga
ggacactccg
tctgtgctca
tacccgaaag
attgcagcac
gaatggataa
atgagattct
taagccaggc
caaaacaatt
aaagtggogt
ataagaccta
catttaaaaa

aaaaaaaaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

14
135
PRT

<400> 14

CZ 305800 Bo

ctacagccat tgctgtgaat
agagtgcagc tgttctecce
ttaacaatgt gctgtgacca
aaaggaaaag gaagccagta
tgttcacaac agccaagatt
agaaaacgtg gtacatatac
gtcatttgca ataatataga
acagaaagac aaacatcaca
gaactcttgg acatagagag
tgggaggaag gtgggaatgg
atatttgata gcacaacagt
taactataat tgcattgttt

aaaa

Homo sapiens

tacgtgaggg aaagatattg aagaggagtt
ccgeaccate cgtgtectge attctgegag
tgtgactcag caatcctgct getgggtata
tattgaagag gtatctgcac ccccatgttt
tggaagcaac ctaagtgtcc atcaacagat
acaatggagt actcttcagc cattaaaaaa
tggaaaagga ggcccttatg tgaagtgaaa
tgttctcact tatttgtggg atctaatgat
tagaaggttg gttaccagaa gctggaaagg
ttaataggta caaaaaaata caaagaataa
gtgactactg tcaataatca tttaattgta
gtaacacaaa agataaatgc ttgaggagaa

get val asp Ile %eu Gly Glu Arg His tsu val Thr Cys Lys g}y Ala

Thr val Glu gga Glu Ala Ala Leuy g}n Asn Lys val val g%a Leu Tyr

Phe Ala Ala Ala A s Ala Pro Ser Arg Asp Phe Thr Pro Leu Leu
35 i 40 g Asp 45

-43 -
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978
1038
1098
1158
1218
1278
1338
1398
1458
1472



CZ 305800 B6

Cys Asp Phe Tyr Thr Ala Leu val Ala Glu Ala Arg Arg Pro Ala Pro
50 55 60

phe Glu val val phe val Ser Ala Asp Gly Ser Cys Gin Glu Met Leu

65 70 75 80

Asp Phe Met Arg Glu Leu His Gly Ala Trp Leu Ala Leu Pro Phe His

85 20 95

Asp Pro Tyr Arg Gln Arg Ser Leu Ala Leu Leu Pro Arg Leu Glu Cys
103 105 110 o

ser Gly val Ile Leu Ala His §§s Asn teu Cys Leu Leu Gly Ser Ser

115 0 125

Asp Ser Leu Ala Leu Ala Ser
130 135

<210> 15

<211> 702

<212> ONA

<213> Mus musculus

<400>- 15
atcggatcct ctctgggtcc ccagctectt gcatactgct accatggcat ctctcttctc

tggacgcatc ttgatcagga acaacagcga ccaggatgaa gtggagacag aggcagagct
gagecgtagg ttagagaatc gtctggtgtt gotgttcttc ggcgecggeg cctgtececa
gtgccaggee ttgccccagt cctcaaagac ttcttcgtge ggetcactga cgagttctac
gtgctgeggg cagcacagct ggecctggtc tatgtgtcce aggaccctac agaggageaa
caggacctct tcctcaggga catgcctgaa aaatggetct tcctgecgtc ccactgatga
actgaggagg tgaggcccca gggaagacca gggagggctt cctggagaag geatttcect
ggaggtttac tgtcctggta ctacttgtgc actaaagagg tattcctcca caccaaccac
aggcgacaac aacacacaag aggtgtccca tcecgetctte catcacagec cactgacgec
agacagcatc gcgacgctca cggetcagaa aaacacaggt agtctcacag gectgecatc
ctaatactgg ccaccctgag cacaagagcg atggctacaa gectcaagge tagaatctaa
aaccacgagg tggggaccgt aggccccact cccegggage ge

_44 -
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<210> 16
<211~ 387
<212> DNA

CZ 305800 B6

<213> Rattus norvegicus

<400> 16
cggecgetta

catcttgatc
ccggttagag
ggccttcgec
acgggcagca
cctgttectc
gagagacctc

<210>
<211>
<212>
<213>

17
759
DNA

Mus

<400> 17
cagctecttg

caacagcgac
tctggtgtge
tcaaagactt
ccctggteta
tgcctgaaaa
agttctcrgt
caagcgacge
aggccgcaga
ggcgcagcat

attaagacgg atccccgact acgtagtcgg gaattcggca
aggaacaaca gcgaccagga tgaagtggag acagaggcag
aatcgrcttg tgctactgtt cttcggtgct ggggectgtc
ccagtcctca aagacttctt cgtgcggetce actgatgagt
cagctggcece tggtetatgt gtcccaggac cctacagagg
cgggacatgc ctgaaaagtg gctcttcetg ccgttccatg
gggcgecagt tctcegt

musculus

catactgcta ccatggcatc tctcttctct ggacgcatct
caggatgaag tggagacaga ggcagagctg agccgtaggt
tgttettegg cgccggegee tgtccccagt gecaggectt
cttcgtgegg ctcactgacg agttctacgt getgogggea
tgtgtecccag gaccctacag aggagcaaca ggacctcttc
atggctctte ctgccgttcec atgatgaact gaggagggac
ccgtcaactg ccagceggttg togtacttaa gectggtogg
cacggaggag atccagcgtc tgggaccecge ctgetttgec
gctcctggac cgcagettce tgcaaccgga ggatttggat
caccgagcct ctgegecgte gcaagtaccg agtagaccgg

€gaggggecg
agctgagcecg
cccagtgeca
tctacgtget
agcaacagga

atgacctgag

tgatcaggaa
tagagaatcg
gccecagtec
gcacagetgg
ctcagggaca
ctcgggcgc C
gacgtgctga
aactggcagg
gagcetgcge
gatgtcggcg

ggagegggge gaaacggege gactciggtg aaccccaggg ggacgcgggt acaagggedd
agctctggty actcccaggg taggagtggg gaccggaget ctggtgacac caaagtaccg

gtgcacgacc

gaggttgatg accctcccga aggaaccgg

-45-
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<210> 18

<211> 443

<212> DNA

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> rGzné viastnosti
<222> (46)..(46)

<223> jakykoliv nukieotid

<400> 18
acgaggtcaa ccttggctac acagggagtc tgaggacagc atgggntaca agaaaccctc

tctcaaaacc aaacaaggcec tggcagtact agtgcacttg ggaggeagag gaacaacage
gaccaggatg aagtggagac agaggcagag ctgagccgcc ggttagagaa tcgtcettgtg
ctactgttct tcggtgctyg ggcctgtccc cagtgccagg ccttcgecce agtcctcaaa
gacttcttcg tgcggctcac tgatgagttc tacgtgctac gggcagcaca getggecctg
gtctatgtgt cccaggaccc tacagaggag caacaggace tgttcctccg ggacatgect
gaaaagtggc tcttcctgec gttccatgat gacctgagga gtaataaaaa ttagaggttg

' tggctcaaaa aaaaaaaaaa aaa

<210> 19
<211> 889
<212> DNA
<213> Homo sapiens

- 46 -

120
180
240
300
360
420
443
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<400> 19
acgecegeget gtccccageca cccaacccag gttaccatgg cetcectgtt ctetggecge

atcctgatcc gcaacaatag cgaccaggac gagctggata cggaggctga ggtcagtcge
aggctggaga accggetggt gctgctgttc tttggtgctg gggcettgtec acagtgccag
gecttegtge ccatcctcaa ggacttcttc gtgeggetca cagatgagtt ctatgtactg
cgggeggete agectggecet ggtgtacgtg tcccaggact ccacggagga geagcaggac
ctgttcctca aggacatgce aaagaaatgg cttttcctgc cctttgagga tgatctgagg
agggacctcg ggcgecagtt ctcagtggag cgectgecgg cggtcgtggt getcaagecg
gacggggacg tgctcactcg cgacggcgee gacgagatcc agegectggg caccgectge
ttecgecaact ggcaggagge ggccgaggtg ctggaccgea acttccaget gecagaggac
ctggaggacc aggagccacg gagcctcace gagtgectge gecgecacaa gtaccgegtg
gaaaaggcgg cgcgaggegg cgegaccegg gggagggget ggggacggag gecggggeee
ggggggetgt actgaccgct gogtggagea gagggagggg gattggtgga agaacaacaa
ccacacgcag ccagcaccag gtatcccgac taggggagac agggegaaga cctgacccaa
agcacaacca ccggggacac taaacgactc aactcaatce tgtgggcace aggacacege

aaaaaaaaaC aaaaaaagca aaatgcaaaa aaagacagga catacgacg

<210> 20

<211> 348

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 20

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840

tgtccteggg tctcaggtgg ctgegtgtct gegecatggt tgacattcty ggcgagegge
acctggtgac ctgtaagggce gegacggtgg aggecgagge ggegctgcag aacaaggtgg

tggcactgta cttcgeggeg geccggtgcg cgecgagecg cgacttcacg cegetgetcet

gcgacttcta tacggcgetg gtggccgagg €geggeggce cgegecctte gaagtggtet
tcgtgtcage cgacggcage tcccaggaga tgcetggactt catgcgcgag ctgcatggeg

cctggetgge getgeccttc cacgacccct accggeacca ttgetgtg

<210> 21
<«211> 340
<212> DNA

<213> Homo sapiens

-47-
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180
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<400> 21
tgtccteggg tctcaggtgg ctgegtgtet gegecatggt tgacattctyg ggegagegge

acctggtgac ctgtaagggc gcgacggtgg aggcecgagge ggegctgcag aacaaggtyg
tggcactgta cttcgeggeg gecggtgege gecgageege gattcacgee getgetctge
gacttctata cggcgctggt ggccgagege ggggecgege cttcgaagtg gtettegtgt
cagccgacgg cagctcccag gagatgctgg acttcatgcg cgagctgatg gegectgget
ggcgetgect tccacgacce ctaccggeac agecggagee ‘

<210> 22

<211> 348

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 22
tgtccteggg tctcaggtgg ctgegtgtct gegecatggt tgacattctg ggcgagegge

acctggtgac ctgtaagggc gcgacggtgg aggecgagge ggcgctgeag aacaaggtag

tggcactgta cttcgcggcg geccggtgcg cgecgagecg cgacttcacg cegetgetct
gcgacttcta tacggcgetg . gtggeegagg €geggeggee cgcgecctte gaagtggtct
tcgtgtcage cgacggeagc tgecaggaga tgctggactt catgcgegag ctgeatggeg
cctggetgge getgecctte cacgaaccct accggcaacg gagtctceg

<210> 23

<211> 350

<212> DNA

<213> Homo sapiens

-48 -
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<400> 23
tgtccteggg tctcaggtgg ctgcgtgtet gegecatggt tgacattctg ggegagegge 60

acctggtgac ctgtaagggc gcgacggtgg aggecgagge ggegetgcag aacaaggtgg 120
tggcactgta cttcgcggeg geccggtgeg cgecgagecg cgacttcécg ccgetgetct 180
gcgacttcta tacggcgctg gtyggecgagg €gegygcggee cgegecctte gaagtggtet 240
tcgtgtcage cgacggcagé tgccaggaga tgcttggact tcatgcgega getgeattge 300
gcctggettg gegetgoect tccacgacce ctaccggcaa cggagtcteg 350 -

<210> 24
<211> 24
<2125 DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer

<400> 24

tctatgtgte ccaggaccct acag 24
<210> 25

<211> 26

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>
<223> primer

<400> 25
tttatgcaca agtagtacca ggacag 26

<210> 26
<211> 32
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

=49 -
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<220>
<223> Primer

<400> 26
cgggatccat ggcatctctc ttctctggac go

<210> 27
<211> 31
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<220>

<223> Primer

<400> 27

ggaattctca cctcctcagt tcatcatgga a
<210> 28

<211> 50

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Adaptérova sekvence

<400> 28
tgttaccaat ctgaagtggg agcggccgac aatttttttt tttttrtttt
<210> 29
<21 14
<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Adaptérova sekvence

<400> 29
aattcggcac gagg

<210> 30
<«?1>> 10
<212> DNA

-50-

32

31

50

14



<213> Uméla sekvence
<220>

<223> Adaptérova sekvence

<400> 30
cctegtgecg
<210> 31
<211> 22
<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<223> Primer

<400> 31

gtaatacgac tcactatagg gc
<210> 32

<211> 22

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<223> Primer
:tawg:acg%c aagcctgtag cc
<210> 33

<211 22

<212> DNA

<213> Uméla sekvence
<220>

<223> Primer

<400> 33

catcctcatc tttcttcect tc
<210> 34

<211> 22

<212> DNA

CZ 305800 B6

-51-
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<213> Uméla sekvence

<400> 34
gccagegttt tcrgectttt ac 22

<210> 35
Q21> 22
<212> DNA

<213> Uméla sekvence

<400> 35
aagccctgec tgctctaaca tc 22

PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceuticka kompozice, vyznacujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky G¢inné
mnozstvi polypeptidu zvoleného ze souboru zahrnujiciho SEKV. ID. ¢. 2, SEKV. ID. ¢. 4,
SEKV. ID. ¢. 6, SEKV. ID. ¢&. 8, SEKV. ID. ¢. 10, SEKV. ID. ¢. 12 a SEKV. ID. ¢. 14 a farma-
ceuticky prijatelny nosic.

2. Farmaceuticka kompozice, vyznacdujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky u€inné
mnozZstvi nukleové kyseliny zvolené ze souboru sestavajiciho ze SEKV. ID. €. 1 nebo jeji koduji-
ci oblasti, SEKV. ID. &. 3 nebo jeji kdodujici oblasti, SEKV. ID. €. 5 nebo jeji kodujici oblasti,
SEKV. ID. €. 7 nebo jeji kddujici oblasti, SEKV. ID. €. 9 nebo jeji kodujici oblasti a farmaceu-
ticky pfijatelny nosic.

3. Zpusob diagnostiky retinalni dystrofie u ¢lovéka, vyznaéeny tim, Ze zahrnuje:

detekcei in vitro nebo ex vivo transkripce mediatorové RNA transkribované z DNA kddujici RD-
CVF1 nebo RDCVF2 ¢cDNA, uvedené v SEKV. ID. ¢&. 5 nebo jeji kodujici oblasti, SEKV. ID. ¢&.
7 nebo jeji kédujici oblasti nebo SEKV. ID. &. 13 nebo jeji kodujici oblasti v oku ¢loveka, pfi-
Cemz snizena transkripce vzhledem ke transkripci v oku individua netrpiciho retinalni dystrofii
znamena, Ze uvedeny Clovek je diagnostikovan jako trpici retinalni dystrofii, nebo alternativne
zahrnuje

méfeni in vitro nebo ex vivo mnoZstvi polypeptidu RDCVF1 nebo RDCVF2 obsahujiciho ami-
nokyselinovou sekvenci uvedenou v SEKV. ID. &. 6, SEKV.ID.¢. 8 nebo SEKV. ID.¢. 14
v ty¢inkach oéni sitnice ¢lovéka, ptiGemZ ptitomnost snizeného mnozstvi uvedeného polypeptidu
vzhledem k mnozZstvi polypeptidu v normalni o¢ni tkani znamena, ze uvedeny ¢lovék je diagnos-
tikovan jako trpici retinalni dystrofii.

4. Rekombinantni polypeptid sestavajici z aminokyselinové sekvence uvedené v SEKV. ID. €.
2 nebo z rekombinantniho polypeptidu kédovaného nukleotidovou sekvenci SEKV. ID. €. 1 nebo
jeji kédujici oblasti, nebo sestavajici z aminokyselinové sekvence uvedené v SEKV. ID. €. 4 nebo
z rekombinantniho polypeptidu kodovaného nukleotidovou sekvenci SEKV. ID. €. 3 nebo jeji
kodujici oblasti.

-50-
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5. Zpisob produkce RDCVF polypeptidu podle naroku 4, vyznacéujici se tim, Ze
zahrnuje

kultivaci hostitelské butiky obsahujici inkorporovany expresni vektor obsahujici exogenné—
odvozeny polynukleotid kddujici uvedeny polypeptid za podminek dostateénych k expresi uve-
deného polypeptidu v hostitelské burice, ¢imz dojde k produkci exprimovaného polypeptidu, a
izolaci polypeptidu produkovaného buiikou.

6. Rekombinantni protilatka nebo jeji fragment, ktery specificky vaze aminokyselinovou sek-
venci uvedenou v SEKV. ID. ¢. 2, SEKV. ID. ¢. 4, SEKV. ID. €. 6, SEKV. ID. €. 8, SEKV. ID. ¢&.
10, SEKV. ID. €. 12 nebo SEKV. ID. ¢. 14.

7. Fragment protilatky podle naroku 6, kterym je fragment Fab nebo F(ab')2.

8. Rekombinantni protilatka podle naroku 6, kterou je monoklonalni protilatka.

15 vykresi
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Obr. 1

Mysi RACVFI cDNA: SEKV. ID. C. 1

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

ATCEGATCCCTCTCTGEGGTCCCCAGCTCCTTGCATACTGCTACCATGGCR 50
TCTCTCTTCTCTGGACGCATCTTGATCAGGAACARCAGCGACCAGGATGA 100
AGTGGAGACAGAGGCAGAGCTGAGCCGTAGETTAGAGRATCGTCTGGTGT 150
TGCTGCTTCTTCCGECGCCEGCECCTGTCCCCAGTGCCAGGCCTTTGCCCCA 200
GTCCTCAAAGACTTCTTCGTGCGGCTCACTGACGAGTTCTACGTGCTIGCG 250
GGCAGCACAGCTEGCCCTGETCTATGTGTCCCAGGACCCTACAGAGGAGC 300
AACAGGACCTCITCCTCAGGGACATGCCTGAARARTGGCTCTTCCTGCCG 350
TTCCATGATGAACTGAGGAGGTGAGGCCCCAGGGAAGACCAGGGAGEGCT 400
TCCTGGAGAAGGCATTTCCCTGGAGGTTTACTGTCCTGGTACTACTTGTG 450
CATAAAGAGGTATTCCTC 468

Polypeptid: ATG k TGA: SEKV. ID. C. 2

1 MASLFSGRIL IRNNSDQDEV ETEAELSRRL ENRLVLLFFG AGACPQCQAF
51 APVLKDFFVR LTDEFYVLRA AQLALVYVSQ DPTEEQQDLF LRDMPEKWLF

i01

Obr. 2

LPFHDELRR

Mysi RACVF1L cDNA: SEKV. ID. C. 3

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751

ccccaacree
TCTTGATCAG
CTGAGCCGTA

- CECCTGTCCC

TGCGGCTCAC
GTCTATGTGT
GGACATGCCT
GGGACCTCGG
CTTAAGCCTG
GCGTCTGGGA
TGGACCGCAG
AGCATCACCG
CGGCGGGAGC
CGGGTACAAG
GAGCTCTGGT
CCCGAAGGAAR

TTGCATACTG
GAACAACAGC
GGTTAGAGAA
CAGTGCCAGG
TGACGAGTTC
CCCAGGACCC
GABRAAATGGC
GCGCCAGTTC
GTGGGGACGT
CCCGCCTGCT
CTTCCTGCAA
AGCCTCTGCG
GGGGCGRAAC
GGCGGAGCTC
GACACCAAAG
CCGG

CTACCATGGC
GACCAGGATG
TCGTCTGGTG
CCTTTGCCCC
TACGTGCTGC
TACRAGAGGAG
TCTTCCTIGCC
TCIGTCCGTC
GCTGACAAGC
TTGCCAACTG
CCGGAGGATT
CCGTCGCAAG
GGCGCGACTC
TGGTGACTCC
TACCGGTGCA

Polypeptid: ATG k TGA: SEKV. ID. C. 4

MASLEFSGRIL IRNNSDQDEV ETEAELSRRL
APVLKDFFVR LTDEFYVLRA AQLALVYVSQ
LPFHDELRRD LGRQFSVRQL PAVVVLKPGG
NWOQEAAELLD RSFLQPEDLD EPARRSITEP
DSGEPQGDAG TRAELW

1
51
101
151
201

_54-

ATCTCTCTTC
AAGTGGAGAC
TTGCTGTTCT
AGTCCTCARA
GGGCAGCACA
CAACAGGACC
GTTCCATGAT
AACTGCCAGC
GACGCCACGG
GCAGGAGGCC
TGGATGAGCC
TACCGAGTAG
TGGTGAACCC
CAGGGTAGGA
CGACCGAGGT

ENRLVLLFFG
DPTEEQQDLF
DVLTSDATEE
LRRRKYRVDR

TCTGGACGCA
AGAGGCAGAG
TCGGCGCCGG
GACTTCTTCG
GCTGGCCCTG
TCTTCCTCAG
GAACTGAGGA
GGTTGTGGTA
AGGAGATCCA
GCAGAGCTCC
TGCGCGGCGC
ACCGGGATGT
CAGGGGGACG
GTGGGGACCG
TGATGACCCT

AGACPQCQAF
LRDMPEKWLF
IQRLGPACFA
DVGGSGAKRR



Obr.
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3

Humanni RACVFI cDNA: SEKV. ID. C. 5

1
51
101
151
201
251
301
351

CCCAGCACCC AACCCAGGTT ACCATGGCCT CCCTGTTCTC TGGCCGCATC
CTGATCCGCA ACAATAGCGA CCAGGACGAG CTGGATACGG AGGCTGAGGT
CAGTCGCAGG CTGGAGAACC GGCTGGTGCT GCTGITCTTT GGTGCTGGGEG
CTTGTCCACA GTGCCAGGCC TTCGTGCCCA TCCTCAAGGA CTTCTTCGTG
CGGCTCACAG ATGAGITCTA TGTACTGCGG GCGGCTCAGC TGGCCCTGGT
GTACGTGTCC CAGGACTCCA CGGAGGAGCA GCAGGACCTG TTCCTCARAGG
ACATGCCAAA GAAATGGCTT TTCCTGCCCT TTGAGGATGA TCTGAGGAGG
TGA

Polypeptid: ATG k TGA: SEKV. ID. C. 6

1
51
101

Obr.

MASLFSGRIL IRNNSDODEL DTEAEVSRRL ENRLVLLFFG AGACPQCQAF
VPILKDFFVR LTDEFYVLRA AQLALVYVSQ DSTEEQQDLF LKDMPKKWLF

LPFEDDLRR

4

Huménni RACVF1L cDNA: SEKV. ID. C. 7

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651

CCGGGGACCA
GCCTCCCTGT
CGAGCTGGAT
TGCTGCTIGIT
CCCATCCTCA
GCGGGCGGCT
AGCAGCAGGA
CCCTTTGAGG
GCGCCTGCCG
GCGACGGCGC
TGGCAGGAGG
CCTGGAGGAC
AGTACCGCGT
GGTGGGGAGG

CACGCCGCGC
TCTCTGCCCE
ACGGAGGCTG
CTTTGGTIGCT
AGGACTTCTT
CAGCTGGCCC
CCTGTTCCTC
ATGATCTGAG
GCGGTICGTGG
CGACGAGATC
CGGCCGAGGT
CAGGAGCCAC
GGAARAGGCG
AGGGCGGGGC

TGTCCCCAGC ACCCAACCCA
CATCCTGATC CGCAACAATA
AGGTCAGTCG - CAGGCTGGAG
GGGGCTTGTC CACAGTGCCA
CGTGCGGCTC ACAGATGAGT
TGGTGTACGT GTCCCAGGAC
ARGGACATGC CAAAGAAATG
GAGGGACCTC GGGCGCCAGT
TGCTCAAGCC GGACGGGGAC
CAGCGCCTGG GCACCGCCTG
GCTGGACCGC AACTTCCAGC
GGAGCCTCAC CGAGTGCCTG
GCGCGAGGCG GACGCGACCC
CGGGGGGCTG TTCTGA

Polypeptid: ATG k TGA: SEKV. ID. C. 8

1
51
101
151
201

GGTTACCATG
GCGACCAGGA
AACCGGCTGG
GGCCTTCGTG
TCTATGTACT
TCCACGGAGG
GCTTTTCCTG
TCTCAGTGGA
GTGCTCACTC
CTTCGCCAAC
TGCCAGAGGA
CGCCGCCACA
CGGGGGAGGG

MASLFSGRIL IRNNSDODEL DTEAEVSRRL ENRLVLLFFG AGACPQCQAF
VPILKDFFVR LTDEFYVLRA AQLALVYVSQ DSTEEQQDLF LKDMPKKWLF
LPFEDDLRRD LGRQFSVERL PAVVVLKPDG DVLTRDGADE IQRLGTACFA

NWQEAAEVLD RNFQLPEDLE DQEPRSLTEC LRRHKYRVEK AARGGRDPGG
GGGEEGGAGG LF
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Obr. 5

Mys$i RACVF2 cDNA: SEKV. ID. C. 9

1
51

101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

CZ 305800 Bo

ATAAAATAGA
GGGGCACCCA

TGCTCTCTICC
GCTGAGAGGC
CAGGTGGCCG
CCGAGCTCGT
CGGGAGGGCA
AGCTTTGTAC
CGCTGCTCTG
GCTCCCTTCG
GTTGGACTTC
ACGACCCCTA

GGGTGGGAGA
GCTGTCATCG

TCCCTTCGGC
GCCTAGTGCT
TGCAGCCCAG
GGCGATGGTG
CGGTGGTGGA
TTTGCGGCGE
CGACTTCTAC
AGGTGGTTTT
ATGCGCGAGC
CCGGCAGTGA

GGTTGATGGC
CTGCTGTCGC

TCAAGGTGAG
GCGGGAGGCT
GGCTCBTCTC
GACGTGCTGG
GGCCGAGGTG
GCCEGETGCTC
ACGGAGCTGG
CGTGTCGGCA
TGCACGGCTC
GTGGGGACCC

GTGGCTCTGC
AGCTTCTGGA

CTGTTCCAGC
CAGTGTCATC
TCCACTGTGT
GCGGGCGGCG
GCGCTGCAGA
GCCCAGCCGC
TGAGCGAGGC
GACGGCAGTG
CTGGCTGGCA
AGGGGTCATG

Polypeptid: ATG k TGA: SEKV. ID. €. 10

MVDVLGGRRL VTIREGTVVEA EVALONKVVA LYFAAGRCSP
FYTELVSEAR RPAPFEVVFV SADGSAEEML DFMRELHGSW

1
51
101

TTTTTGGTGC
GTGGCCACTG

AGAAGGCGGE
TTCCAGCTAA
CCTCTITCACG
CCTGGTGACC
ACAAGGTGGT
GACTTCACGC
GCGGCEGLCT
CGGAGGAGAT
TTGCCCTICC
GGGCTGGCGC

SRDFTPLLCD
LALPFHDPYR

Q

Obr. 6:

Mysi RACVF2L cDNA: SEKV. ID. C. 11

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151

TTGACTCTGG
GGGAGAGGTT
CATCGCTGCT
TCGGCTCAAG
GTGCTGCEGG
CCCAGGGCTC
TGGTGGACGT
GTGGAGGCCE
GGCGGGCCGT
TCTACACGGA
GTTTTCGTGT
CGAGCTGCAC
ATGAACTGAA
ATCAAGCAGA
AGAGCGCGGG
TCCAAAACTT
TATCTTCAAA
TGTAGAGTCA

TACGTCTGCC

CACCTTTCTC
ACAGAACTCT
TTGACCTATG
GTAAACGTAT
ACACTCACAC

TGGGTAGAGA
GATGGCGTGG
GTCGCAGCTT
GTGAGCTGTT
AGGCTCAGTG
GTCTCTCCAC
GCTGGGCGGGE
AGGTGGCGCT
TGCTCGCCCA
GCTGGTGAGC
CGGCAGACGG
GGCTCCTGGC
GAAGAGGTAC
ACGGAGCTGT
CTAGCTTGCT
CTCGGGGTGA
AAGGGCTTAG
CCATGCTGTG
CCCTGTGGGT
CACCGGTGCC
ATGCAAGATG
GAGGTGATAC
TTATTACTCG
TTTG

GGGTTTGCAA
CICTGCTTTT
CTGGAGTGGC
CCAGCAGAAG
TCATCTITCCA
TGTGTCCTCT
CGGCGCCTGG
GCAGAACAAG
GCCGCGACTT
GAGGCGCGGTC
CAGTGCGGAG
TGGCATTGCC
GAAATCACCG
CATCACCAAC
TTCAGAACTG
CCAGGGCAGT
CTCGTTCCCT
ACAGAGAGCA
CCTAGAGCTC
TAGGATCCAG
CTCTTTCCTA
ATTTTCTGAT
GGTTTGTAGA

GGCAGGATAA
TGGTGCCGEG
CACTGTGCTC
GCGGGGCTGA
GCTARCAGGT
TCACGCCGAG
TGACCCGGGA
GTGGTAGCTT
CACGCCGCTG
GGCCCGCTCC
GAGATGTTGG
CTTCCACGAC
CCATCCCCAA
AAAGGGCGGA
GGTGGAAGCA
TGCTGGAAGT
TCTCTGCTGA
TARACTGCTC
CGTTGAATGT
GACACATCAG
CAGGAAATTT

AATAGAGGGT
CACCAGCTGT
TCTCCTCCCT
GAGGCGCCTA
GGCCGTGCAG
CTCGTGGCGA
GGGCACGGTG
TGTACTTTGC
CTCTGCGACT
CTTCGAGGTG
ACTTCATGCG
CCCTACCEGC
GCTGGTGETC
AGCAGATCCG
GCCGATGTTT
TCAGGGCAAC
GGAATGTCAT
AGGAAAGAAC
TTATTTCTTA
CCACGAGTTA
CTTTGATAAR

GACATTTTTG
CTGTGTAATT

Polypeptid: ATG k TGA: SEKV. ID. C. 12

1  MVDVLGGRRL

TGATGCITTG
TAATAAACCA

VIREGTVVEA EVALQNKVVA LYFAAGRCSP SRDFTPLLCD

51 TFYTELVSEAR RPAPFEVVFV SADGSAEEML DFMRELHGSW LALPFHDPYR
101 HELKKRYEIT AIPKLVVIKQ NGAVITNKGR KQIRERGLAC FQONWVEAADV
151 FQNFSG
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Obr. 7

CZ 305800 B6

Humanni RACVF2 cDNA: SEKV. ID. €. 13

1
51
101
151"
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
201
951
l001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451

GTGTGGCGCGG
GTTGCCTGGC
GTATCTGGGG
TTGCTCCAGC
AGGTCTTGAG
CGGCGCTCGC
TCGGGTCTCA
GCGGCACCTG
TGCAGAACAA
AGCCGCGACT
CGAGGCGCGG
GCAGCTGCCA
CTGGCGCTGC
GCCCAGGCTG
TCCTGGGTTC
ACAGCCATTG
ACACTCCGAG
TCTGCGAGTC
ATCCTGCTGC
TTGAAGAGGT
CCAAGATTTG
AAAACGTGGT
GAGATTCTGT
AAGTGAAATA
TTTGTGGGAT
GAAGGTTGGT
GGGAATGGTT
ATTTGATAGC
TTTAADADLTA

GGCGCAGTTG
TGGCCCCGCT
TCTCTGGTGT
CACAGGCGAG
AGGTCCAGCG
CGCCGCCTCC
GGTGGCTGCG
GTGACCTGTA
GGTGGTGGCA
TCACGCCGCT
CGGCCCGCEL
GGAGATGCTG
CCTTCCACGA
GAGTGCAGTG
AAGTGATTCT
CTGTGAATTA
AGTGCAGCTG
TGTGCTCATT
TGGGTATATA
ATCTGCACCC
GAAGCAACCT
ACATATACAC
CATTTGCAAT
AGCCAGGCAC
CTAATGATCA
TACCAGAAGC
AARTAGGTACA
ACAACAGTGT
ACTATAATTG

GGGGAGGGTG
CCCAGAGGCG
CTGAGTGTCT
GCCTGGCCAA
CCCGGTGGTG
CCGCAGGTGA
TGTCTGCGCC
AGGGCGCGAC
CIGTACTTCG
GCTCTGCGAC
CCTTCGAAGT
GACTTCATGC
CCCCTACCGG
GCGTGATCTT
CTAGCCTTAG
CGTGAGGGAA
TTCTCCCCCC
AACAATGTGC
CCCGAAAGAA
CCATGTTTAT
AARGTGTCCAT
AATGGAGTAC
AATATAGATG
AGARAGACAA
AAACAATTGA
TGGAAAGGAA
ARAABATACA
GACTACTGTC
CATTGTTTGT

GAGGAGAAAA AAAAAAAAAA AA

CAGAGACCTG
GGTGCCGECGC
CATTGTCGGC
GGTGTGGGCE
CGGACAGAGE
TCATCCTCCT
ATGGTTGACA
GGTGGAGGCC
CGGCGECCCS
TTCTATACGG
GGTCTTCGTC
GCGAGCTGCA
CAACGGAGTC
AGCTCACTGC
CCTCCTGAGC
AGATATTGAA
GCACCATCCG
TGTGACCATG
AGGAAMAGGA
TGCAGCACTG
CAACAGATGA
TCTTCAGCCA
GARAAGGAGG
ACATCACATG
ACTCTTGGAC
AGTGGGGTTG
AAGAATAAAT
AATAATCATT
AACACAAAAG

Polypeptid: ATG k TGA : SEKV. ID. C. 14

1 MVDILGERHL VICKGATVEA EAALQNKVVA LYFAAARCAP SRDFTPLLCD
51 FYTALVAEAR RPAPFEVVFV SADGSCQEML DFMRELHGAW LALPFHDPYR
101 QRSLALLPRL ECSGVILAHC NLCLLGSSDS LALAS
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AGGGCTTGAG
TGTCGCCCAG
GCGAACACAA
CATCTAGGGC
CGGGGECACCG
GCAGGTGTCC
TTCTGGGCGA
GAGGCGGCGC
GTGCGCGCCG
CGCTGETGGC
TCAGCCGACG
TGGCGCCTGE
TCGCTCTGTT
AACCTTTGCC
ATCTGGGACT
GAGGAGTTGG
TGTCCTGCAT
TGACTCAGCA
AGCCAGTATA
TTCACAACAG
ATGGATAAAG
TTAAAAARAT
CCCTTATGTG
TTCTCACTTA
ATAGAGAGTA
GGAGGARGGT
AAGACCTAAT
TAATTGTACA
ATAAATGCTT



Obr.

8

CZ 305800 B6

Analyza programem ,Pile up“ kratkych sekvenci:

mRACVF1
hRACVF1
WRACVF2
hRACVF2

mRACVE1
hRACVF1
mRACVE2
hRACVF2

mRACVE1
hRACVF1
mRACVF2
hRACVF2

1

50

MASLFSGRIL IRNNSDQDEV ETEAELSRRL ENRLVLLFFG AGACPQCQAF
MASLFSGRIL IRNNSDQDEL DTEAEVSRRL ENRLVLLFFG AGACPQCQAF

MVDVLGGRRL VTREG.
MVDILGERHL VTCKG..

51

APVLKDFFVR LTDEFYVLRA AQLALVYVSQ DPTEEQQDLF
VPILKDFFVR LTDEFYVLRA AQLALVYVSQ DSTEEQQDLF
TPLLCDFYTE LVSE..ARRP APFEVVFVSA DGSAEEMLDF
TPLLCDFYTA LVAE..ARRP APFEVVFVSA DGSCQEMLDF

101

LPFHDELRR
LPFEDDLRR
LPFHDPYRQ

LPFHDPYRQR SLALLPRLEC SGVILAHCNL: CLLGSSDSLA

.. .T VVEAEVA. .L, QNKVVALYFA AGRCSPSRDF
..A TVEAEAA..L ONKVVALYFA AARCAPSRDF

100

LRDMPEKWLF
LXDMPKKWLF
MRELHGSWLA
MRELHGAWLA

143

Analyza programem ,Pile up* dlouhych sekvenci:

mRACVF1L
hRACVF1L
MRACVF2L

hRACVF2

MRACVF1Ls
hRACVF1L
mRACVF2L

hRACVF2

mRACVF1L
hRACVF1Ls
WRACVF2L

hRACVF2

MRACVF1L
bRACVF1L
mRACVF2L

hRACVF2

mMRACVF1L
hRACVF1L
WRACVF2L

hrdcvr2

1

MASLFSGRIL
MASLFSGRIL
MVDVLGGRRL
MVDILGERHL

51

APVLKDFFVR
VPILKDFFVR
TPLLCDFYTE
TPLLCDFYTA

101
LPFHDELRRD

LPFEDDLRRD .

LPFHDPYRHE
LPFHDPYROR

151

CFANWQEAAE
CFANWQEAAE
CFQNWVEAAD

201
KRRDSGEPQG
. .RDPGGGGG

IRNNSDQDEV
IRNNSDQDEL
VIREG....T
VTCKG....A

LTDEFYVLRA
LTDEFYVLRA
LVSE. .ARRP
LVAE. .ARRP

.« . LGRQFSV
. « LGRQFSV
.« -LKKRYEI
SLALLPRLEC

LLDRSFLOPE
VLDRNFQLPE
VFONFSG

219 .
DAGTRAELW
EEGGAGGLF

ETEAELSRRL
DTEAEVSRRL
VVEAEVA. .L
TVEAEAMA. . L

AQLALVYVSQ
AQLALVYVSQ
APFEVVFVSA
APFEVVFVSA

RQLPAVVVLK
ERLPAVVVLK
TAIPKLVVIK
SGV...ILAH

DLDEPARRSI
DLEDQEPRSL

-58-

ENRLVLLFFG
ENRLVLLFFG
ONKVVALYFA
QONKVVALYFA

DPTEEQQDLF
DSTEEQQDLF
DGSAEEMLDF
DGSCQEMLDF

PGGDVLTSDA
PDGDVLTRDG
QNGAVITNKG
CNLCLLGSSD

TEPLRRRKYR
TECLRRHKYR

LAS

50
AGACPQCQAF
AGACPQCQAF
AGRCSPSRDF
AARCAPSRDF

100
LRDMPEKWLF
LKDMPKKWLF
MRELHGSWLA
MRELHGAWLA

150
TEEIQRLGPA
ADEIQRLGTA
RKQIRERGLA
SLALAS

200
VDRDVGGSGA
VEKAARGG. .



Obr. 9

SEKV. ID.
SEKV. ID.

CZ 305800 B6

& 26 5’ cgggatccATGGCATCTCTCTTCTCTGGACGC 3°

C. 27

Obr. 10

RACVF1
RACVF2

RACVF1
RACVF2

RACVF1
RACVF2

MASLFSGRIL IRNNSDQDEV
MVDVLGGRRL V....TREGT
51

APVLKDFFVR LTDEFYVLRA
TPLLCDFYTE LVSE. .ARRP
101

LPFHDELRR

LPFHDPYRQ

Obr. 11

bc016199
bg707818

bc016199
bg707818

bc016199
bg707818

bc016199
bg707818

my5i RACVF2
huméanni RACVF2

1
MVDVLGGRRL: VIREGTVVEA
MVDILGERHL VTCKGATVEA

5T
FYTELVSEAR RPAPFEVVFV
FYTALVAEAR RPAPFEVVEV

101
Q*
QRSLALLPRL: ECSGVILAH*

120

ETEAELSRRL
VVEAEVA..L

AQLATLVYVSQ
APFEVVFVSA

EVALQNKVVA
EAALQNKVVA

SADGSAEEML
SADGSCQEML

-59.

ENRLVLLFFG
ONKVVALYFA

DPTEEQQDLF
DGSAEEMLDF

LYFARGRCSP
LYFAAARCAP

DFMRELHGSW
DFMRELHGAW

5’ ggaattcTCACCTCCTCAGTTCATCATGGAA 3°

50
AGACPQCQAF
AGRCSPSRDF

100
LRDMPEKWLF
MRELHGSWLA

50
SRDFTPLLCD
SRDFTPLLCD

100
LALPFHDPYR
LALPFHEPYR



Obr. 12

Jméno:
Jmeéno:
Jmeéno:
Jméno:
Jméno:

MRACVF2

be552141
bi517442
bg707818
bi603812

mRACVF2

bes52141
bis17442
bg707818
bi603812

MRACVE2

be552141
bi517442
bg707818
bis03812

MRACVEF2
be552141
bi517442
bg707818
bi603812

mRACVF2

beb552141
bi517442
bg707818
bi603812

MRACVE2

be552141
bi517442
bg707818
bi603812

mRACVF2

be552141
bib17442
bg707818
bi603812

mRACVF2
be552141
bi517442
bg707818
bi603812

CZ 305800 B6

mys$i sekvence

homo sapiens
homo sapiens
homo sapiens
homo sapiens

TGTCCTCGGG
TGTCCTCGGG
TGTCCTCGEG
TGTCCTCGGG

GGCGGGECGGT
GGCGAGCGGC
GGCGAGCGGC
GGCGAGCGGC
GGCGAGCGGC

GGCGCTGCAG
GGCGCTGCAG
GGCGCTGCAG
GGCGCTGCAG
GGCGCTGCAG

CGCCCAGCCG
CGCCGAGCCG
CGCCGAGCCG
CGCCGAGCCG
CGCCGRGCCG

GTGAGCGAGG
GTGGCCGAGG
GTGGCCGAG.
GTGGCCGAGG
GTGGCCGAGG

AGACGGCAGT
CGACGGCAGC
CGACGGCAGC
CGACGGCAGC
CGACGGCAGC

TCCTGGC. TG
GCCTGGC. TG
GCCTGGC. TG
GCCTGGC. TG
GCCTGCCTTG

TCTCAGGIGG
TCTCAGGTGG
TCTCAGGTGG
TCTCAGGTGG

GCCTGGTIGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC
ACCTGGTGAC

AACAAGGTGG
AACAAGGIGG
AACAAGGTGG
AACAAGGTGG
AACAAGGTGG

CGACTTCACG
CGACTTCACG
CGA.TTCACG
CGACTTCACG
CGACTTCACG

CGCGGCGEGLT
CGCGGECGECC
- . . CGCGGGG
CGCGGCGGCC
CGCGGCGGCC

GCGGAGGAGA
TCCCAGGAGA
TCCCAGGAGA
TGCCAGGAGA
TGCCAGGAGA

GCATTGCCCT
GCGCTECCCT
GCGCTG.CCT
GCGCTGCCCT
GCGCTGCCCT

CTGCGTGICT
CTGCGTGTCT
CTGCGTGTCT
CTGCGTGTCT

CCGGGAGGGC
CTGTAAGGGC
CTGTAAGGGC
CTGTAAGGGC
CTGTAAGGGC

TAGCTTTGTA
TGGCACTGTA
TGGCACTGTA
TGGCACTGTA
TGGCACTGTA

CCGCTGCTICT
CCGCTGCTCT
CCGCTGCTCT
CCGCTGCTCT
CCCCTGCTCT

CGCTCCCTTC
CGCACCCTTC
CCGCGCCTTC
CGCGCCCTTC
CGCGCCCTTC

TGT.TGGACT
TGC.TGGACT
TGC.TGGACT
TGC.TGGACT
TGCTTGGACT

TCCACGACCC
TCCACGACCC
TCCACGACCC
TCCACGAACC
TCCACGACCC

- 60 -

ATGGT
GCGCCATGGT
GCGCCATGGT
GCGCCATGGT
GCGCCATGGT

ACGGTGGTGG
GCGACGGTGG
GCGACGGTGG
GCGACGGTGG
GCGACGGTGE

CTTTGCGGCG
CITCGCGGCG
CTTCGCGECG
CTTCGCGGCG
CTTCGCGGCG

GCGACTTCTA
GCGACTTCTA
GCGACTTCTA
GCGACTTCTA
GCGACTTCTA

GAGGTGGTTT
GAAGTGGTCT
GARGTGGTCT
GAAGTGGTCT
GAAGTGGTCT

TCATGCGCGA
TCATGCGCGA
TCATGCGCGA
TCATGCGCGA
TCATGCGCGA

CTACCGGCAG
CTACCGGCAC
CTACCGGCAC
CTACCGGCAA
CTACCGGCAA

bc016199

GGACGTGCTG
TGACATTCTG
TGACATTCTG
TGACATTCTG
TGACATTCTG

AGGCCGAGGT
AGGCCGAGGC
AGGCCGAGGC
AGGCCGAGGC
AGGCCGAGGC

GGCCGGTGCT
GCCCGGTGCG
G.CCGGTGCG
GCCCGGTGCG
GCCCGGTGCG

CACGGAGCTG
TACGGCGCTG
TACGGCGCTG
TACCGGCGCTG
TACGGCGCTG

TCGTGTCGGC
TCGTGTCAGC
TCGTGTCAGC
TCGTGTCAGC
TCGTGTCAGC

GCTGCACGGC
GCTGCATGGC
GCTG.ATGGC
GCTGCATGGC
GCTGCATTGC

TGA

CATTGCTGTG
AGCCGGAGCC
CGGAGTCTCG
CGGAGTCTCG



Obr. 13

Analyza programem ,Pile up”

Jméno:
Jméno:
Jméno:
Jméno:
Jméno:
Jméno:;

RACVF1
bg299078
ai7ie631
bg294111
bel08041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai716631
bg294111
be108041
bg395178

RACVF1
bg299078

CZ 305800 B6

Vaha mezery: 5

Vaha délky mezery: 1

RACVFI
bg299078
ai716631

bg294111
be108041
bg395178

0 ot et et ot ot S o

" s st G g e o e et Bt

Tt ot 0 P 0 et

CCCCAGCTCC
TAAGACGGAT

Rev

OO D Pt Bt 0 ot 0 P2 g 8 O ot e ot Bk ) o0 B kSl Bt o P Ik k. D Pt 0 P P P e P ek b

~~~~~~~~~~~~ ATCGGATC CTCTCTGGGT
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ CG_GCCGCTTAAT

SINE

D B P 0 NS DS BN Tl R et P P g D B ) s P ot Pt P P s It S Bt Bt b PP S ot S

CCTTGGCTAC ACAGGGAGTC TGAGGACAGC ATGGGNTACA
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ A CGCCGCGCTG

100
~~~~~~~~~~~~~~ ATGGC ATCTCICTITC TCTGGACGCA
TTGCATACTG CTACCATGGC ATCTCTCTTC TCTGGACGCA
CCCCGACTAC GTAGTCGGGA ATTCGGCACG AGGGGCCGCA

~~~CAGCTCC
AGARAACCCTC
TCCCCAGCAC

101
TCTTGATCAG
TCTTGATCAG

TTGCATACTG CTACCATGGC ATCTCTCTTC TCTGGACGCA
TCTCAAAACC AAACAAGGCC TGGCAGTACT AGTGCACTTG
CCAACCCAGG TTACCATGGC CTCCCTGTITC TCTGGCCGCA

150
GAACAACAGC GACCAGGATG AAGTGGAGAC AGAGGCAGAG
GRAACAACAGC GACCAGGATG AAGTGGAGAC AGAGGCAGAG
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ai716631
bg294111
bel08041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai7l16631
bg294111
bel08041
bg395178

RACVF1
bg2339078
ai716631
bg294111
bel08041
bg395178

RACVF1
bg295078
ai716631
bg294111
be108041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai716631
bg294111
be108041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai716631
bg294111
be108041
bg395178

RACVF1
bg299078
2i716631
bg294111
bel08041
bg395178

RACVF1
bg299078
2i716631
bg294111
be108041
bg395178

TCTTGATCAG
TCTTGATCAG
GGAGGCAGAG
TCCTGATCCG

151

CTGAGCCGTA
CTGAGCCGTA
CTGAGCCGCC
CTGAGCCGTA
CTGAGCCGCC
GTCAGTCGCA

201

CGCCTGTCCC
CGCCTGTCCC
GGCCTGTCCC
CGCCTIGTCCC
GGCCTGTCCC
GGCTTGTCCA

251

TGCGGCTCAC
TGCGGCTCAC
TGCGGCTCAC
TGCGGCTCAC
TGCGGCTCAC
TGCGGCTCAC

301

GTCTATGTGT
GTCTATGTGT
GTCTATGTGT
GTCTATGTGT
GTCTATGTGT
GTGTACGTGT

351

GGACATGCCT
GGACATGCCT
GGACATGCCT
GGACATGCCT
GGACATGCCT
GGACATGCCA

401

CZ 305800 B6

GAACAACAGC
GAACAACAGC
GAACRACAGC
CARCAATAGC

GGTTAGAGAA
GGTTAGAGAA
GGTTAGAGAA
GGTTAGAGAA
GGTTAGAGAA
GGCTGGAGAA

CAGTGCCAGG
CAGTGCCAGG
CAGTGCCAGG
CAGTGCCAGG
CAGTGCCAGG
CAGTGCCAGG

TGACGAGTTC
TGACGAGTTC
TGATGAGTTC
TGACGAGTTC
TGATGAGTTC
AGATGAGTTC

CCCAGGACCC
CCCaGGACCe
CCCAGGACCC
CCCAGGACCC
CCCAGGACCC
CCCAGGACTC

GARARATGGC
GAAAAATGGC
GBARAGTGGC
GARAAATGGC
GRAAAGTGGC
AAGRAATGGC

GACCAGGATG
GACCAGGATG
GACCAGGATG
GACCAGGACG

TCGTCTGGTG
TCGTCIGGTG
TCGTCITGTG
TCGTCTGGTG
TCGTCTTGTG
CCGGCTGGTG

CCTTTGCCCC
€c. TTGCCCT
CCTTCGCCCC
€C. TTGCCCC
cerTesccee
CCTTCGTGCC

TACGTGCTGC
TACGTGCTGC
TACGTGCTAC
TACGTGCTGC
TACGTGCTAC
TATGTACTGC

TACAGAGGAG
TACAGAGGAG
TACAGAGGAG
TACAGAGGAG
TACAGAGGAG
CACGGAGGAG

TCTTCCTGCC
TCTTCCTGCC
TCTTCCTGCC
TCTTCCTGCC
TCTTCCTGCC
TTTTCCTGCC

AAGTGGAGAC
AAGTGGAGAC
AAMGTGGAGAC
AGCTGGATAC

TTGCTGTTCT
TTGCTGTTCT
CTACTGTTCT
+TGCTGTICT
CTACTGTTCT
CTGCTGTTCT

AGTCCTCAAA
AGTCCTCAAA
AGTCCTCARZA
AGTCCTCAAA
AGTCCTCAAD
CATCCTCARAG

GGGCAGCACA
GGGCAGCACA
GGGCAGCACA
GGGCAGCACA
GGGCAGCACA
GGGCGGCTCA

CAACAGGACC
CAACAGGACC
CAACAGGACC
CAACAGGACC
CAACAGGACC
CAGCAGGACC

GTTCCA.TGA
GTCCCACTGA
GTTCCA.TGA
GTTCCA.TGA
GTTCCA.TGA
CTTTGA.GGA

AGAGGCAGAG
AGAGGCAGAG
AGAGGCAGAG
GGAGGCIGAG

200
TCGGCGCCGE
TCGGCGTCCGG
TCGGTGCTGG
TCGGCGCCGG
TCGGTGCTCG
TTGGTGCTGG

250
GACTTCTTCG
GACTTCTTCG
GACTTCTTCG
GACTTCTTCG
GACTTCTTCG
GACTTCTTCG

300
GCTGGCCCTG
GCTGGCCCTG
GCTGGCCCTG
GCTGGCCCTG
GCTGGCCCTG
GCTGGCCCTG

350
TCTTCCTCAG
TCTTCCTCAG
TGTTCCTCCG
TCTTCCTCAG
TGTTCCTCCG
TGTTCCICAA

400
TGAACTGRAGG
TGAACTGAGG
TGACCTGAGG
TGAACTGAGG
TGACCTGAGG
TGATCTGAGG

AGGTC A m o e orm s v s e e o0t b o o P e e b 2 0

AGGTGAGGCC
AGAGACCTCG
AGGGACCTCG
AGTAATAAAA
AGGGACCTCG

CCAGGGAAGA
GGCGCCAGTT
GGCGCCAGTT
ATTAGAGGTT
GGCGCCAGTT

CCAGGGAGGG

CTTCCTGGAG

AAGGCATTTC

CTCCGT =~ mommemmocn —mmm

CTCTGTCCGT
GTGGCTCAAA
CTCAGTGGAG

CAACTGCCAG
AARARAAADA
CGCCTGCCGG

O g et ot g o e et s g S g o T T NS AP et 0 et b P BB Vb ot o0 s P et P ek B A 8 ot o Pt s o Pt e

ACTTAAGCCT

GGTGGGGACG

TGCTGACAAG

CGACGCCACG

GAGGAGATCC

s b Pt P Gt Pt O PP 0 UG N o e Gt g s Bt b I g et D Pt Tt T R T b ot B Tl p B Gk P T Ot Ok Ot 0o Gt o 0 b Pt s

GCTCAAGCCG

GACGGGGACG

TGCTCACTCG

-62 -

CGACGGCECC

GACGAGATCC



RACVF1
bg299078
ai716631
bg294111
be108041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai716631
bg294111
bel08041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai716631
bg294111
bel08041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai716631
bg254111
be108041
bg395178

RACVF1
bg295078
ai716631
bg254111
be108041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai716631
bg294111
be108041
bg395178

RACVF1
bg299078
ai716631
bg294111
be108041
bg395178

RACVF1
bg299078
21716631
bg294111

CZ 305800 B6

ety g B o s s

CACAGGCGAC

Al I 0 g 20t P O O 0 P g i et Ot s D i ot ot ot et P 0 D Pt i S o0 o NP ot o Bt s g 0 g g g b

N s > B B P 0 P P g P Dt e P g g B b Pt s g T2 P e B

B s D ot B B Mt nF el g e e B Bt PP b 0 s St Bk P g e o

T 8t e Mt Bt 8 d Bt o g P8 Pt Ot ot ot B At ol g ot ot S s Tt et e Py g e o o ot P 8 ot Pk 0 s Sod e g g o Pt e

hntadadedadedeteded e it e e e St T e L P PR U PO U P

S 4 s g ey e OV PG et o o0 Tt T Pt ot et et 8 b Bp ) o8 B et S 08 U o op o Gt ot Pt 8 g P Ot ot i

T O S Sl M A DR P S T O P Y et D Pt Bk g T N B o o 0 Pt e 0 P o o e 0 P9 0 Al a0 PP s B Pt e B

S R 0 s S P T et S b b Sty D st et o o Wt et N 0 B ot P ol B b g o N 0t Pt Pt P g I Pub P g

T Al 8t S ot ot A o s ot Pt Tl O P b ot e D e 8 P P D s el Bt Bk ot o P P S Pt o e P ot

O e et Bt T e Pt NS s it ot b et kP8 0 20 et o Bl s s e P ot o Vs B S P B8 D 0 e Pt Bt ' it b g S ot

A 0 S g s Ok Okl Pt p G Y B 0 Bt By a0 0 st P bt PG P s Gt Oed S A U B e B g o V0 o P 40 e e P20 0 D i

P Ol o 0 Ot st B G 0 S b ot o o e 8 St 8 Yt s G b b b B I B 0 o 0 ot P e et 8 B s e 0 a0 o9t

N S DL e S W B o 0 s g T e > ¢t et B P ot ) et b g et B Mt A0 o ot Pt o et P i i 0

751 800
GGAGCTCTGG TGACACCAAA GTACCGGTGC ACGACCGAGG TTGATGACCC
AGAACAACAR CCACACGCAG CCAGCACCAG GTATCCCGAC TAGGGGAGAC
801 850
TCCCGAAGGA ACCEG~=mm~ mommmmmmnn oo o et
AGGGCGAAGA CCTGACCCAA AGCACAACCA CCGGGGACAC TBRAACGACTC
851 900
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bel0B04l srmmmmeccon mmemm e v o e s e e g e
bg395178 AACTCAATCC TGTGGGCACC AGGACACCGC ARRARAAANC AAAAARAGCA
901 929
RACVF]l «~~e~~~ e i tadid e g o e
bg289078 ~~emmme o e r————— o e
ai71663]1 ~~mmmmmmnm e v oy - oo o o ~——
bg294111 ~~mmmmm e O

DRL0B04] ~mmmmmmmme mmmmymcmn e
bg395178 AAATGCAARA AAAGACAGGA CATACGACG

Obr. 14

BG299078
ATCGGATCCTCTCTGGGTCCCCAGCTCCTTGCATACTGCTACCATGGCATCTCTCTTCTC
1 weevnnnme o ———— o m—— g e m e e, ————— Frmme - + 60

TAGCCTAGGASAGACCCAGGGGTCGAGGAACGTATGACGATGGTACCGTAGAGAGAAGAG

TGGACGCATCTTGATCAGGAACAACAGCGACCAGGATGAAGTGGAGACAGAGGCAGAGCT
6L —cevwmow- e et DL b T e LR Rl e et S AL S DL D + 120
ACCTGCGTAGAACTAGTCCTTGTTGTCGCTGGTCCTACTTCACCTCTGTCTCCGTCTCGA

GAGCCGTAGGTTAGAGAATCGTCTGGTGTTGCTGTTCTTCGGCGCCGGCECCTETCCCCA
121 --—m e Fommmm———— B il Fom e —— e ———— e ————— + 180
CTCGGCATCCAATCTCTTAGCAGACCACAACGACAAGAAGCCGCGGCCGCGGACAGEGET
+T
GTGCCAGGCCTTGCCCCAGTCCTCARAGACTTCTTCGTGCGGCTCACTGACGAGTTCTAC
181 ~=-ne——w- Frmmmem——— B el Fom - D R el Frmme .- + 240
CACGGTCCGGAACGGGGTCAGCGAGTTTCTGAAGARGCACGCCCAGTGACTGCTCAAGATG

.. GTGCTGCGGGCAGCACAGCTGGCCCTGGTCTATGTGTCCCAGGACCCTACAGAGGAGCAA
241 ~--rmm- - AL B DL LR L LR it D bommmm e - ——— + 300
CACGACGCCCGTCGTGTCGACCGGGACCAGATACACAGGGTCCTGGGATGTCTCCTCGTT

.removed
CAGGACCTCTTCCTCAGGGACATGCCTGAAAAATGGCTCTTCCTGCCGTCCCACTGATGA
301 - m s R et Fo-—mmm - Frmm e L + 360
GTCCTGGAGAAGGAGTCCCTGTACGGACTTTTTACCGAGAAGGACGGCAGGGTGACTACT

ACTGAGGAGGTGAGGCCCCAGGGAAGACCAGGGAGGGCTTCCTGGAGAAGGCATTTCCCT

361 —c—cmmme U Py + 420
TGACTCCTCCACTCCGGGGTCCCTTCTGGTCCCTCCCGAAGGACCTCTTCCGTAAAGGGA

GGAGGTTTACTGTCCTGGTACTACTTGTGCACTAAAGAGETATTCCTCCACACCAACCAC
421 wmmemaena o ————— R bl o L AR L + 480
CCTCCAAATGACRGGACCATGATGAACACGTGATTTCTCCATARGCGAGGTGTGGTTGCIG

AGGCGACAACARACACACAAGAGGTGTCCCATCCGCTCTTCCATCACAGCCCACTGACGCC
481 wmwmmm——— Fommm————— e pom i ————— R ] - + 540
TCCGCTGTIGTIGTGTGTTCTCCACAGCGTAGGCCAGANGGTAGTGTCGGGTGALTGCCG

AGACAGCATCGCGACGCTCACGGCTCAGAAAAACACAGGTAGTCTCACAGGCCTGCCATC
541 ~rmmeme e ———— e e e e e e r e e e - - ——— + 600
TCTGTCGTAGCGCTGCGAGTGCCGAGTCTTTTTGTGTCCATCAGAGTGTCCGGACGGTAG

CTAATACTGGCCACCCTGAGCACAAGRGCGATGGCTACAAGCCTCAAGGCTAGARTCTAR
601 ~---mm-e- D Dt e e e m———— Frr e ——— + 660
GATTATGACCGGTGGGACTCGTGTITCTCGCTACCGATGTTCGGAGTTCCGATCTTAGATT

ARCCACGAGGTGGGGACCGTAGGCCCCACTCCCCGGGAGCGE
6EL ~mmmmmmmmdmm e - PR +-- 702
TTGGTGCTCCACCCCTGGCAT CCGGEGTCAGEGGCCCTCGCE
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Obr. 15

BG2

C

94111

AGCTCCTTGCATACTGCTACCATGGCATCTCTCT TCTCTGGACGCATCTTGATCAGGAA

1l wcrmmnma e m———————— e —- e ———-— frmmam——— B S VU + 60

G

TCGAGGAACGTATGACGATCGTACCGTAGAGAGAAGAGACCTGCGTAGAACTAGTCCTT

CAACAGCGACCAGEGATGAAGTGGAGACAGAGGCAGAGCTGAGCCCTAGGTTAGAGAATCE

6l —--mmmre dommmm—aen dom v e ke e it L + 120

121

181

241

301

361

421

481

GITGTCGCTGGTCCTACT TCACCTCTGTCTCCGTCTCGACTCEGCATCCAATCTCTTAGC
+T +T
TCTGGTGTGCTGTTCTTCGBCGCCGECECCTGTCCCCAGTACCAGGCCTTGCCCCAGTCC
--------- et A U
AGACCACACGACAAGARAGCCGECGECCECGGACAGGEGTCACGGTCCGCAACCEGEGTCAGS

TCAARGACTTCTTCGTGCGGCTCACTGACGAGTTCTACGTGCTGCGEECAGCACAGCTEE
--------- R e i T T TSy
AGTTTCTGAAGAAGCACGCCGAGTGACTGCTCAAGATGCACGACGCCCGTCGTETCEACT

CCCTGGTCTATGTGTCCCAGGACCCTACAGAGGAGCAACAGGACCTCTTCCTCAGGGACA
--------- it e e e L U U U
GGGACCAGATACACAGGGTCCTGEGATGTCTCCTCGTTGTCCTCRAGAAGGAGTCCCTGT

TGCCTGAAAAATGGCTCTTCCTGCCGTTCCATGATGAACTGAGGAGGGACCTCGGGCGCC
ACGGACTTTTTACCGAGAAGGACGGCAAGGTACTACTTGACTCCTCCCTGGAGCCCGCGG
AGTTCTCTGTCCGTCAACTGCCAGCGGTTGTGGTACTTAAGCCTGGTGGGGACGTGCTGA
TR CACAGGCA G TA GO TCOCCAACACCATGAN I COGACCACCOToeACACT
CAAGCGACGCCACGGAGGAGATCCAGCGTCTGGGACCCGCCTGCTTTGCCAACTGGCAGS
OGO T aa T OO T TA G TG CASACCCTaOaCEaACEARACORTT Aok
AGGCCGCAGAGCTCCTGGACCGCAGCTTCCTGCARCCGEGAGGATTTGGATGAGCCTGCGC
--------- L e T T IS

TCCGGCGTCTCGAGGACCTGGECGTCGAAGGACGTTGGCCTCCTAAACCTACTCGGACGCG

GGCGCAGCATCACCGAGCCTCTGCGCCGTCCCAAGTACCGAGTAGACCGEGATETCGECE

541 -v--come- Fommm e ——— frr e ———— Fomm - domemm———— e +

601

CCGCGTC’GTAGTGGCTCGGAGACGCGGCAGCG‘ITCATGGCTCATCTGGCCCTACAGCCGC
GGAGCGGGGCGAAACGGCGCGACTCTGGTGAACCCCAGGGGGACGCGGGTACAAGGGCGG
--------- e e e e e ——————
CCTCGCCCCGCTTTGCCGCGCTGAGACCACTTGGGGTCCCCCTGCGCCCATGTTCCCGCC

AGCTCTGGTGACTCCCAGGGTAGGAGTGGGGACCGGAGCTCTGGTGACACCAAAGTACCG

66l ——m e e e e e e N N i +

TCGAGACCACTGAGGGTCCCATCCTCACCCCTGGCCTCGAGACCACTGTGGTTTCATGGC

GTGCACGACCGAGGTTGATGACCCTCCCGAAGGAACCGG

721 —eceemmn e D LT T T T 759

CACGTGCTGGCTCCAACTACTGGGAGGGCTTCCTTGGCC
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Obr. 16
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Obr. 17
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Obr. 18

Nasobek rozdilu

Nasobek rozdilu
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Konec dokumentu
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