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Aminokyseliny ve specifickych mistech lidského faktoru VIII
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DNA kédujici faktor VIII, proteinovy produkt exprimovany
touto DNA a modifikovany faktor VIII.

Tato pfihlaska vynadlezu se dovolavéd priority z patentoveé
pfihlasky Spojenych Statd &. 08/037 601 podané 10. Dbfezna
1998.

Uznéni federalni podpory vyzkumu: Vladda ma prava na
tento vynalez dand tim, Ze byl vytvofen na zakladé vyzkumuy,
ktery byl z&&sti financovan granty Narodniho dustavu zdravi

(NIH) ¢&. HL40921, HL46215 a HL35094.

Oblast techniky

" Pfedkladany vynalez se tvkd hybridniho faktoru VIII,
ktery m& aminokyselinovou sekvenci lidského & =zvifeciho
faktoru VIII, nebo m& lidskou aminokyselinovou sekvenci
faktoru VIII a sekvenci Jjinou neZ sekvenci £faktoru VIII,

a také se tykd zplsobu p¥ipravy a pouZiti tohote faktoru.

Dosavadni stav techniky

Koagulace (sraZeni) krve =zacind tim, Ze se desticky
pfichycuji na ¢fez ve sténé poranéné krevnl cévy v misté
poskozeni. Pak jsou v kaska&dé enzymaticky regulovanych reakci
rozpustné molekuly fibrinogenu preménény pusobenim enzymu
trombinu na nerozpustné feté&zce fibrinu, které drZi desticky
pohromadé ve sraZeniné&. V kaZdém kroku této kaskady Je
proteinovy prekurzor pfeménén na proteadzu, ktera Stépil
nidsledujici proteinovy prekurzor v fadé. Ve vét35iné krokul

jsou nutné kofaktory.

U Zoe0



Faktor VIII cirkuluje jako inaktivni prekurzor v krvi,
vazany tésn& a nekovalentnim zpusobem na von Willebrandav
faktor. Faktor VIII je proteolyticky aktivovan trombinem nebo
faktorem Xa, ktery ho discciuje od von Willebrandova faktoru
a aktivuije Jjeho prokoaguladni funkce v kaskade. Ve své
aktivni formd& je proteinovy faktor VIIIa kofaktorem, ktery
zvy3uje katalytickou i&innost faktoru IXa pro aktivaci
faktoru X aZ o nékolik radu.

Lidé s nedostatkem faktoru VIII nebo s protilatkami
proti faktoru VIII, ktefi nejsou lécenil faktorem VIII, trpil
nekontrolovatelnym vnit#nim krvacenim, které zpusobuje celou
fadu vaZnych symptoml od z&nétlivych reakci v kloubech aZz po
pfed&asnd umrti. Lidé trpici silnou hemofilil (hemofilici),
kterych je v USA asi 10 000, mohou byt léceni infuzemi
lidského faktoru VIII, ktery obnovi normédlni koagulacdni
schopnost krve, pokud Je poddvédn v dostatelném mnozZstvi
a frekvenci. Klasickd definice faktoru VIII Jje skutecne
takova, Ze je to latka pritomnd v normdlni krevni plazmég,
kterd opravi defekty srazlivosti v plazm& pochézejici
z Jjedinclh trpicich hemofilii A.

Rozvo]j protiléatek (inhibicénich protilédtek  neboli
inhibitor?), které inhibuji aktivitu faktoru VIII, Je vazZnou
komplikaci pri 1éc¢eni pacientua trpicich hemofilii.
Autoprotilatky se vyvijeji asi u 20 % pacientld s hemofilii A
jako reakce na terapeutické infuze faktoru VIII. U dfive
nelédenych pacientli s hemofilii A, ktefi tvori inhibitory, se
inhibitor vyvine pfibliZné za Jjeden rok 1léceni. Navic
autoprotilatky,  které  inaktivuji  faktor  VIII,  se
pfileZitostnd vyvijeji 1 u jedincd s pfedtim normé&lni
hladinou faktoru VIII . KdyZ je titr inhibitoru dostatecné
nizky, lze zvléadat potizZe z&yéujicimi se davkami faktoru

VIII. AvSak &asto je titr inhibitoru tak vysoky, Ze ho nelze
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ptekonat davkami faktoru VIII. Alternativni strategil Je
obejit potfebu faktoru VIII v prubéhu normédlni hemostéazy
uZitim komplexnich pfipravka faktoru IX (napf. KONYNE®,
Proplex®) nebo rekombinantnim lidskym faktorem VIIIa. Navic
jelikoZ prasedi faktor VIII m& obvykle podstatné nizsi
reaktivitu s inhibitory neZ lidsky faktor VIII, uZiva se
pfipravek obsahujici <&astecné purifikovany praseCi faktor
VIII ((HYATEC®). Mnoho pacientl, u kterych se vyvinuly
inhibiéni protilatky k lidskému faktoru VIII, bylo uspésné
lédeno prasecim faktorem VIII, a tolerovalo tuto 1lécbu po
dlouhy &as. Av3ak podavani praseciho faktoru VIII neni uplné
¥efeni, nebot 1 na praseCi faktor VIII se po Jjedné nebo
nékolika infuzich mohou vyvinout inhibitory.

N&kolik pripravkl faktoru VIII ziskaného z plazmy ruzné
Eistoty je komerZné dostupnych pro léceni hemofilie A. Patrfi
k nim c¢&astedné purifikovany faktor VIII ziskany 2z plazmy
sloucdené z nékolika darcl, kterd je oSetfena tepelné a také
detergentem proti virtm, ale obsahuje znac¢né mnoistvi
antigennich proteing, faktor - VIII purifikovany pomoci
monoklondlnich protiladtek, ktery obsahuje nizkou hladinu
antigennich nedistot a virovych kontaminaci, a nakonec
rekombinantni lidsky faktor VIII, ktery Je nyni klinicky
zkouSen. Naned3té&sti Jje lidsky faktor VIII za fyziologickych
koncentraci a pH nestabilni, je pfitomen v krvi v mimoradné
nizké koncentraci (0,2 ug/ml plazmy) a ma velmi nizkou
specifickou koagulacni aktivitu.

Hemofilici vyZaduji denni néhradu faktoru VIII, aby se
zabranilo krvaceni a vysledné deformujici artropatii
hemofilikd. Av3ak dodavky Jjsou nedostatecné a objevujl se
problémy pfi terapeutickém pouZiti v disledku obtiZi pfi
izolaci a purifikaci, imunigenicity, a také nutnosti

odstranit riziko infekce AIDS a hepatitidy. Av3ak ani pouZiti
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rekombinantniho lidského faktoru VIII nebo Zastecné

purifikovaného praseciho faktoru VIII nefedi zcela tyto

problémy.
Problémy spojené s v3eobecné uZzivanymi komercné
dostupnymi pfipravky faktoru VIII ziskanymi z plazmy

stimulovaly vyznamny zajem na Vyvojil lep3iho pfipravku
faktoru VIII. Existuje potfeba uZinnéj3i molekuly faktoru
VIII, tak aby Jjedna molekula poskytla vice koagulacni
aktivity, aby pfitom tato molekula faktoru VIII byla stabilni
pfi vybraném rozsahu pH a fyziologickych koncentracich, aby
dile méla sniZenou schopnost indukovat tvorbu inhibiénich
protilatek a Jje3té navic, aby tato molekula faktoru VIII
unikla rozpoznéni imunitnim systémem pacienta, ktery Jiz
vyvinul protilatky proti lidskému faktoru VIII.

pPredklédany vyndlez proto poskytuje faktor VIII, ktery
napravuje hemofilii u pacientd s deficitem faktoru VIII nebo
s inhibitory faktecru VIIIL.

Predkladany vynadlez se dale tykéd léceni hemofilie.

Vynalez také poskytuje faktor VIII, ktery Jje stabilni
pfi vybraném pH a fyziologické koncentraci. '

Predkladany vynalez poskytuje faktor VIII, ktery ma
vy35i koagulacéni aktivitu neZ lidsky faktor VIII.

A déle vynalez poskytuje faktor VIII, proti kterému se

tvori méné protilatek.

Podstata vynalezu

pPredkladany vynalez poskytuje izolovanou purifikovanou
hybridni molekulu faktoru VIII a Jjeji fragmenty s koagulacni
aktivitou, vCetne hybridniho faktoru VIII, ktery ma

aminokyselinovou sekvenci faktoru VIII odvozenou 2z Clovéka a
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prasete nebo Jjiného savce odlisného od ¢lovéka (dale
oznacovaneho struéhé jako "zvife"). A také, ve druhém
provedeni vynalezu, v&etné hybridniho ekvivalentu faktoru
VIII, ktery m& aminokyselinovou sekvenci faktoru VIII
odvozenou z &lovéka nebo zvifete nebo obou a aminokyselinovou
sekvenci, kterd nemé& Zadnou sekvencni identitu s faktorem
VIII (aminokyselinova sekvence Jjind neZ sekvence faktoru
VIII), vvhodné substituovanou v antigennim a/nebo imunogennim
useku faktoru VIII. Odbornik sezna, Ze na zékladé
pfedkladaného vynédlezu Jje moZno pfipravit cetné konstrukty
hybridniheo faktoru VIII, Jjako Jje napf. (pficemZ tento vycet

neni omezujici) lidsky/zvifeci faktor VIII s vy531 koagulalni

aktivitou neZ m& 1lidsky faktor VIII ("vy33i koaguladni
aktivita"), neimonogenni lidsky/ekvivalentni faktor VIII,
neantigenni lidsky/ekvivalentni faktor VIII nepo

/

lidsky/zvifeci faktor VIII, neimunogenni lidsky/zvifeci nebo

lidsky/ekvivalentni faktor VIII majici vyS5i koagulaclni

aktivitu, neantigenni lidsky/zvifeci nebo
lidsky/zvifeci/ekvivalentni faktor VIII majici vyssi
koagulacéni aktivituy, neantigenni neimunogenni

lidsky/ekvivalentni a/nebo lidsky/zvifeci/ekvivalentni faktor
VIII, a neantigenni neimunogenni 1lidsky/zvifeci/ekvivalentni
faktor VIII majici vy$8i koagulacni aktivitu.

Molekula hybridniho faktoru VIII je pfipravena 1izolaci
a rekombinaci podjednotek nebo domén lidského a zvifeciho
faktoru VIII, nebo metodami genového inZenyrstvi =z genu
lidského a zvifecilho faktoru VIII.

Ve vyhodném provedeni pfedkladaného vyndlezu jsou metody
genového inZenyrstvi uZity k nahradé elementd lidského
faktoru VIII pfisluSnymi elementy zvifeciho faktoru VIII,
&imZ vznikne hybridni molekula 1lidského/zvireciho faktoru

VIII. V druhém vyhodném provedeni vynadlezu Jsou metody
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genového inZenyrstvi uZity k nahrazeni jedné nebo nékolika
aminokyselin v lidském nebo zvifecim faktoru VIII nebo
v hybridnim lidském/zvitecim faktoru VIII aminokyselinami,
které nemaji znamou sekvenéni identitu s faktorem VIII,
vyhodné sekvencl aminokyselin, ktera ma men3i imunoreaktivitu
s pfirozend se vyskytujicimi inhibilnimi protildtkami proti
faktoru VIII (neantigenni aminokyselinové sekvence) a/nebo Je
mén& nachylnad k vyvolani tvorby protilédtek proti faktoru VIII
(neimunogenni aminokyselinovd sekvence) neZ sekvence lidského
faktoru VIII. Pfikladem aminokyselinové sekvence, ktera muZe
byt uZita k nahrazeni imunogenni nebo antigenni sekvence Je
sekvence alaninovych zbytku.

"Alternativné, Jjedna nebo n&kolik domén nebo Ccastelnych
domén faktoru VIII jsou izolovéany a purifikovany z lidské
nebo zvifeci plazmy a hybridni lidsky/zvifeci faktor VIII se
pripravi smichédnim domén nebo <Céastelnych domén =z Jednoho
druhu s doménami nebo &astednymi doménami druhého druhu.
Hybridni molekuly se pak izoluji ilontovou vymeénnou
chromatografii.

Vynalez popisuje zpusoby pfipravy vysoce purifikovaného
faktoru VIII, které obsahuji nésledujici kroky:

a) izolace podjednotek lidského faktoru VIII ziskaného
z plazmy a 1izolace podjednotek =zvifeciho faktoru VIII
ziskaného z ©plazmy, po které mnéisleduje rekonstituce

koagulacni aktivity smichénim lidskych a zvifecich

podjednotek, a dale nasleduje izolace hybridniho
lidského/zvifeciho faktoru VIII iontovou vyménnou
hromatografii,

b) izolace domén nebo &astelnych domén lidského faktoru VIII
ziskaného z plazmy a domén nebo Casteénych domén zvireciho
faktoru VIII ziskaného =z ©plazmy, po které mnasleduje

rekonstituce koagulacni aktivity smichénim lidskych
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a zvifecich domén, a dale néasleduje 1zolace hybridniho
lidského/zvifeciho faktoru VIII iontovou vyménnou
hromatografii,

c) konstrukce domén nebo <&éstelnych domén zvifeciho faktoru
VIII technologii rekombinantni DNA a rekombinantni vyména
domén zvifeciho a 1lidského faktoru VIII, aby wvznikla
hybridni molekula lidského/zvifeciho faktoru VIII
s koagulac¢ni aktivitou,

d) vytvoreni hybridniho lidského/zvifeciho faktoru VIII
nahrazeninm specificchh aminokyselinovych zbytkua faktoru
VIII jednoho druhu odpovidajicimi Jjedinecénymi
aminokyselinovym zbytky faktoru VIII druhého druhu, nebo

e) vytvofeni hybridniho ekvivalentu molekuly faktoru VIII
majici lidskou nebo zvifeci aminokyselinovou sekvenci nebo
ob&, kde specifické aminokyselinové zbytky <faktoru VIII
jsou nahrazeny aminokyselinovymi zbytky, kferé nemajil
Zadnou znamou sekvenéni identitu s faktorem VIII, metodou
mistné cilené mutageneze.

Stanoveni celé DNA sekvence kbédujici praseci faktor
VIII, kterd je zde uvedena, poprvé umoinilo syntézu praseciho
faktoru VIII plné délky expresi DNA kddujici praseci faktor
VIII ve vhodné hostitelské bufice. Purifikovany rekombinantni
praseci faktor VIII je proto jednim aspektem predkladaného
vynédlezu. DNA kédujici kaZdou z domén praseciho faktoru VIII
stejné& tak Jjako kazidy Jjeji specificky fragment mohou byt
podobné exprimovany, budto samostatné nebo v kombinaci s DNA
kédujici  lidsky faktor VIII, ¢imZ se vytvori hybridni
lidsky/zviteci faktor VIII popsany v predklddaném vynalezu.
Kromé& toho prasec¢i faktor VIII (fVIII) majici deletovanou
(odstranénou) celou nebo C¢ast B-domény (praseci fVIII bez

B domény) je dostupny Jjako dals$i aspekt predkladaného



vynadlezu, a sice uZitim exprese DNA kédujicil praseci fVIII,
kterd ma deleci jednoho nebo nékolika kodonu v B-doméné.

Nékteréa provedeni hybridniho nebo hybridniho
ekvivalentniho faktoru VIII podle pfedkladaného vynalez majil
specifickou aktivitu vy33i neZ praseci faktor VIII. Néktera
provedeni hybridniho nebo hybridniho ekvivalentniho faktoru
VIII maji stejnou nebo niZ3i imunoreaktivitu s inhibiclnimi
protildtkami proti faktoru VIII a/nebo menSi imunogenicitu
pro &lovéka nebo zvife, ve srovnani s lidskym nebo prasecim
faktorem VIITI.

Predkladany vynalez take poskytuje farmaceuticky
pfipravek pro 1léceni pacientd trpicich deficienci faktoru
VIII, ktery obsahuje hybridni nebo hybridni ekvivalentni
faktor VIII.

Popis obrazkid

Obrazky 1A aZ 1H spolecné& poskytuji porovnani sekvencil

nukleovych kyselin lidského, prase&iho a mySiho faktoru VIII.

Podrobny popis vynéalezu

Pokud neni vyslovné uvedeno Jjinak, termin ,faktor VIII™
v pfedkladané ptihlasce oznacuje jakoukoliv funkéni
proteinovou molekulu faktoru VIII =z Jjakéhokoliv zvifete,
jakykoliv hybridni faktor VIII nebo modifikovany faktor VIII,
terminy ,hybridni faktor VIII“ nebo ,hybridni pfotein“
oznacuji jakoukoliv funkéni proteinovou molekulu faktoru VIII
nebo jeji fragment obsahujici aminokyselinovou sekvenci
faktoru VIII &lovéka, prasete a/nebo jiného druhu savce kromé
&lovéka nebo prasete. K takovym kombinacim patfi (pficemZ

tento vy&et neni omezujici) Jjakykoliv z hybridnich molekul



faktord VIII nebo Jjejich fragmentda: 1) lidské&/praseci,
2)lidské&/savci kromé lidské a praseci, jako nap#.
lidska/my§i, 3) praseli/ savcéi kromé& lidské a prasedi, jako
napf. mnySi/psi. K takovym kombinacim patfi také napf.
hybridni ekvivalentni molekuly faktoru VIII nebo 3jejich
fragmenty, jak budou definovany dale, obsahujici
aminokyselinovou sekvenci faktoru VIII hybridniho, 1lidského,
praseciho, savCiho Jjiného neZ lidského, savéiho jiného ne?Z
praseCiho puvodu, kde byla provedena substituce sekvenci,
ktera nem& Zadnou znamou sekvencéni identitu s faktorem VIII.
K takovym hybridnim kombinacim patfi také aminokyselinova
sekvence faktoru VIII odvozend z vice neZ dvou druha, jako je
napf. lidskd/prasei/mysi, nebo ze dvou a vice druhu, kde
bvla provedena substituce sekvenci, kterd nemd Z&dnou znamou
sekvenc¢ni identitu s faktorem VIII. Pokud neni vvyslovné
uvedeno Jjinak, termin ,hybridni faktor VIII“ =zahrnuje
i fragmenty hybridniho faktoru VIII, které mohou byt uZity,
jak bude popsano dale v jednom provedeni vyndlezu, jako sondy
pro vyzkumné ucCely nebo jako diagnostickéd &inidla.

Termin ,savci faktor VIIIY v tomto popisu zahrnuje
faktor VIII s aminokyselinovou sekvenci odvozenou
z kteréhokoliv savce kromé Cclovéka. Termin ,zvife“ zde
oznacCuje prase a Jjakéhokoliv jiného savce kromé &lovéka.

Termin ,faznl protein“ nebo ,fuzni faktor VIII nebo jeho
fragment™ oznacuji produkt hybridniho genu, kde Jje kddujici
sekvence pro Jjeden protein extenzivné zménéna, nap?¥. fuzi
jeji <&asti s kddujici sekvenci druhého proteinu 2z Jiného
genu, aby vznikl hybridni gen, ktery kdédduje fuzni protein.
Flizni protein je tedy v tomto popisu podsoubor celého souboru
hybridnich proteint faktoru VIII zde popisovanych.

»Odpovidajici™ sekvence nukleové kyseliny, nebo

aminokyselinovd sekvence nebo obé, Jje sekvence pFfitomna
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v misté molekuly faktoru VIII nebo hybridniho faktoru VIII
nebo jeho fragmentu, které mé& stejnou strukturu a/nebo funkci
jako misto molekuly faktoru VIII jinéno druhu, ackoliv pocet
nukleotidld nebo aminokyselin nemusi byt nutné identicky.

w

Sekvence ,odpovidajici“ jiné sekvenci faktoru VIII v podstaté
odpovida takové sekvenci, a hybridizuje za stringentnich
podminek s takovou sekvenci, kterd je uvedena v tomto popisu
vynélezu. Sekvence ,odpovidajici“ jiné sekvenci faktoru VIII
zahrnuje také sekvenci, kterd vede k expresi faktoru VIII
nebo hybridniho prokoaqulaéniho faktoru podle predkladaneho
vynadlezu nebo jeho fragmentu a hybridizovala by se sekvencl
podle vyndlezu nebyt redundance v genetickém kodu.

,Jedinecna™ aminokyselina nebo aminokyselinovy =zbytek
nebo aminokyselinova sekvence znamena aminokyselinovou
sekvenci nebo zbytek v molekula faktoru VIII jednoho druhu,
kteréd Jje odlidnéd od homologniho zbytku nebo sekvence
v molekule faktoru VIII jiného druhu.

~Specifickad aktivita“™ oznacuje aktivitu, kterd napravi
koaguladni defekt v plazmé s nedostatkem 1lidského faktoru
VIII. Specifickd aktivita je mé¥ena v jednotkédch sriaZlivosti
krve na miligram celkového ©proteinu faktoru VIII wve
standardnim testu, kde 'se koagulac¢ni cas 1lidskée plazma
deficitni na faktor VIII srovnadva s koagulacnim Ccasem
normélni lidské plazmy. Jedna Jjednotka aktivity faktoru VIII
je aktivita pfitomnd v Jjednom mililitru normé&lni 1lidske
plazmy. V testu ¢im Jje kratsSi c¢as vytvofenil sraZeniny tim
véts$i je aktivita faktoru VIII, ktery je testovén. Hybridni
lidsky/praseci faktor VIII projevuje koagulacni aktivitu
v testu na lidsky faktor VIII. Tato aktivita, stejné Jjako
aktivita ostatnich molekul hybridniho faktoru VIII nebo

jejich fragmentll, je men$i, shodnd nebo 1 vét3i neZ aktivita
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faktoru VIII ziskaného z plazmy nebo rekombinantniho faktoru
VIII.

Nukleotidova sekvence CDNA lidského faktoru VIII
a predikovanad aminokyselinovd sekvence jsou zde uvedeny jako
sekvence id. &. 1 a sekvence 1id. ¢&. 2. Faktor VIII Je
syntetizovan Jjako Jjednofetézcovy protein pfibliZné velikosti
300 kba s vnitfni sekvenéni homologii, kterd definuje
sekvenci ,domény™ NH--A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH. V - molekule
faktoru VIII termin ,doména“ oznacuje souvislou sekvenci
aminokyselin, ktera je definovana vnitfni aminokyselinovou
identitou a misty proteolytického 3tépeni trombinem. Pokud

neni uvedeno jinak, domény faktoru VIII zahrnuji nasledujici

D)

aminokyselinové zbytky, kdyZ Jje sekvence pfifazena
aminokyselinové sekvenci lidského faktoru VIII (sekvence 1id.
&. 2): Al, zbytky Alal-Arg372, A2, zbtky Ser373-Arg740,
B, zbytky Ser741-Argl6d48, A3, zbytky Serl1690-I1e203z, C1,
zbytky Arg2033-Asn2172, C2, zbytky Ser2l173-Tyr2332. Sekvence
A3-Cl-C2 zahrnuje zbytky Serl690-Tyr2332. Zbyvajicl sekvence,
zbytky Glulé49-Arglé89, Jje oznaCovana obvykle Jako lehky
Fetézec aktivadniho peptidu faktoru VIII. Faktor VIII Je
proteolyticky aktivovén trombinem nebo faktorem Xa, ktery ho
disociuje od von Willebrandova faktoru a vytvari faktor
VIIIa, ktery mé& prokoagulacni funkci. Biolcgicka funkce
faktoru VIIIa Jje zvySovat katalytickou ucinnost faktoru IXa
pro aktivaci faktoru X o nékolik F¥Adh. Trombinem aktivovany
faktor VIIIa Je heterotrimer Al/A2/A3-Cl-C2 velikosti 160
kDa, ktery tvofi komplex s faktorem IXa a faktorem X na
povrchu desti¢ek nebo monocyti. Termin ,Castelna doména"
oznacuje v popisu predkladdaného vyndlezu souvislou sekvenci
aminokyselin tvoricil cast domény.

"Podjednotky" 1lidského a zvifeciho faktoru VIII Jsou

tézké a lehké Fetézce proteinu. TéZiky fetézec proteinu
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obsahuje tfi domény, Al, A2 a B. Lehky Ffetézec faktoru VIII
obsahuje také tfi demény, a sice 23, Cl a C2Z.

Hybridni faktor VIII nekc Jeho fragment muZs Doyt

podjednotkami izolovanych z plazmy,

2) nahrazenim lidskych nebo zvifecich domen (A1, A2, A3, B,
Cl, C2) odpovidajicimi zvifecimi nepo lidskymi doménami,

3) nahrazenim Ccasti lidskych nebo zvifecich domén <castmi
zvifecich nebo lidskvych domén,

4) nahrazenim odpovidajicich lidskvch nebo zvifecich
aminokyselin alespon jednou specifickou sekvenci
obsahujicil jednu nebo nékolik jedinecnych zvifecich neko
lidskych aminokyselin, nebo

5) nahrazenim alespofl jedné sekvence zahrnujici jednu nebo
nékolik specifickych aminokyselin v lidském, zvifecim
nebo  hybridnim faktoru VIII nebo jehc fragmentu
aminokyselinovou sekvenci, kterd nemé& Zadnou znamocu
sekvencni identitu s faktorem VIII.

"Hybridni faktor VIII bez B-doménvy", "hybridni
ekvivalentni faktor VIII" nebo Jjejich fragmenty Jjsou

Jjakékoliv faktory VIII poplsované v této pfihlasce

postradajicl B-doménu nebo jeiich fragment

f

Terminy "epitop", "antigenni misto" a "antigenni

determinanta"” Jjsou wuZivdny v tomto popisu Jjako synonyma

a definuji usek lidského, zviteciho, hybridrniho nebo
hybridniho ekvivalentniho fakrtoru VIII nebo jeho fragmentuy,
ktery je specificky rozpoznavan protilatkou. Obsahuje

jakykoliv pocCet aminokyselin a Je =zavisly na primarni,

\V4

€]
[

=)

sekunddrni 1  terciérni struktufe proteinu. Ve s u

predkladdaného vynédlezu, hybridni faktor VIII, ekvivalentni



se .e «e oo LX) oo

sses
cens
eses

L

L]

L 4

»
[ XX K J
IR XN ]
LA R X ]
[ R R X

s .o .o .o LR .o

hybridni faktor VIII nebo jejich fragmenty, které obsahujl
alespoii Jjeden epitop, mohou byt uZity Jjako diagnosticka
&inidla v testech, které budou popsany déle. V nékterych
provedenich  predkladaného vynédlezu neni hybridni nebo
ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo Jejich fragment
k¥iZové reaktivni nebo je méné kfiZové reaktivnl s pfirozené
se vyskytujicimi protilatkami inhibujicimi faktor VIII ve
srovnani s lidskym nebo prase&im faktorem VIII.

Termin "imunogenni misto” je definovan Jjako usek
lidského nebo zvifeciho faktoru VIII, hybridniho nebo
ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo jejich fragmentu,
které specificky vyvold tvorbu protiléatek proti lidskému nebo
zviftecimu faktoru VIII, hybridnimu nebo ekvivalentnimu
hybridnimu faktoru VIII nebo jejich fragmentu u &lovéka nebo
zvifete, jak se da& zjistit rutinnim testem, Jjako Jje napt.
radioimunoétest, ELISA nebo test "Bethesda" popsany
v ptedkladaném vynéalezu. Obsahuje jakykoliv pocet
aminokyselin a je z&visly na primérni, sekundarni i terciarni
struktufe proteinu. V nékterych provedenich predkléadaného
vynalezu neni hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII
nebo jejich fragment imunogenni nebo je méné imunogennl pro
Elovéka nebo zvife ve srovnadni s lidskym nebo prasecim
faktorem VIII.

Terminy "molekula hybridniho faktoru VIII nebo jeji
fragment" nebo "hybridni faktor VIII nebo jeho fragment”
a "ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo Jeho fragment”
oznauji aktivni faktor VIII nebo molekulu hybridniho faktoru
VIII nebo Jjejich fragmenty, kde alesponn jedna sekvence
obsahujici jeden nebo né&kolik specifickych aminokyselinovych
zbytkl lidského nebo zvifeciho faktoru VIII nebo Jjejich
fragmentu byla nahrazena alespofl jednou sekvenci obsahujici

jeden nebo nd&kolik aminokyselinovych zbytkd, kterd nema
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74dnou znémou sekvencéni identitu se sekvenci 1lidského nebo
zvifeciho faktoru VIII. Sekvence obsahujici Jjednu nebo vice
aminokyselin, kterd nemé& Z&dnou znamou sekvencni identitu se
sekvenci lidského nebo zvifeciho faktoru VIII je oznacovana
také jak "aminokyselinova sekvence odlisnd od faktoru VIII".

Ve vyhodném provedeni je aminokyselinovd sekvence, ktera nema

N¢

ddnou znédmou sekvendni identitu s faktorem VIII, sekvence
alaninovych zbytkua. V jiném vyhodném provedeni vynalezu
specifické sekvence faktoru VIII, kterd je nahrazena sekvencl
bez znamé sekvenéni identity s faktorem VIII, obsahuje
antigenni misto, které je imunoreaktivnl s pfirozené se
vyskytujicimi inhibi&nimi protildtkami proti faktoru VIII,
takZe vyslednéd ekvivalentni hybridni molekula faktoru VIII
nebo Jjeji fragment Jjsou méné imunoreaktivni nebo vibec
nereagujl s inhibicénimi protilétkami proti faktoru VIII.
Je3té v daldim vyhodném provedeni specifickéa sekvence faktoru
VIII, kterd Jje nahrazena sekvenci bez zndmé sekvencni
identity s faktorem VIII, obsahuﬁe imunogenni misto, které
vyvolavéd tvorbu inhibiénich protildtek proti <faktoru VIII
u c¢lovéka nebo zvirtete, takze vyslednéd molekula
ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo jeji fragment
jsou méné imunogenni.

"Deficience faktoru VIII" nebo "nedostaték faktoru VIII"
oznacuji nedostatecnou sréZlivost zplAsobenou tvorbou
defektniho faktoru VIII, nedostatednou ¢&i nulovou tvorbou
faktoru VIII nebo c&astelnou ¢i Uplnou inhibici faktoru VIII
inhibié&nimi faktory. Hemofilie A Jje typ deficience faktoru
VIII, ktery je dasledken poruchy X-vazaného genu
a nepritomnosti nebo nedostatku proteinu faktoru VIII, ktery
je timto genem kddovan.

"Diagnosticky test" oznacuje testy, které néjakym

zplsobem vyuZivaji interakce antigen-protilatka pro detekci
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a/nebo  kvantifikaci mnoZstvi konkrétni protilatky, ktera je
pfitomna v testovaném vzorku jako pomocny prostfedek k vybéru
vhodné terapie. DNA hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho
faktoru VIII nebo jeji fragment, nebo pfisluiny protein z ni
exprimovany mohou byt pouZity k nahrazeni odpovidajicich
reakénich Cinidel v dosud znamych testech, pticem?Z
medifikovany test se uzije k detekci a kvantifikaci

protilatek proto faktoru VIII. Je to pravé uZiti téchto

(@K

inidel, a sice DNA hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho
faktoru VIII nebo jejiho fragmentu, nebo p¥isluiného proteinu
z ni exprimovaného, které dovoluji modifikovat dosud znamé
testy pro detekci protilatek proti lidskému nebo zvifecimu
faktoru VIII nebo hybridnimu lidskému/zvifecimu faktoru VIII.
K takovym testim patfi, aniZ by vyéet byl limitujici, ELISA
test, imunodifuzni test a imunopfenos ("imunoblot"). Metody
vhodné k provaddni téchto testl jsou odbornikim dostatecné
znamy. Hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo
jeho fragment, ktery obsahuje alespoil jeden epitop proteinu,
miZe byt uZit jako diagnostické &inidlo. P¥iklady testd, kde
se uziva hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo

jeho fragment jsou test "Bethesda" a antokoagulacnl test.
Obecny popis pouZitych postupu

Patentovad prihlé3ka USA ¢&. 07/864004 popisuje novou
molekulu hybridniho lidského/praseciho faktoru VITI
s koagula&ni aktivitou, ve které byly urcité prvky molekuly
lidského nebo zvifeciho faktoru VIII nahrazeny odpovidajicimi
prvky molekuly faktoru VIII jiného druhu. Patentové prihléasky
US 08/212133 a PCT/US94/13200 popisujil prokoagulacni hybridni
lidsky/zvifeci ekvivalentni faktor VIII, kde byly urcité
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prvky molekuly faktoru VIII Jjednoho druhu nahrazeny
odpovidajicimi prvky molekuly faktoru VIII jiného druhu.
Predkladany vynalez poskytuje molekuly hybridniho
lidského/zviteciho, zvifeciho/zvifeciho a ekvivalentniho
faktoru VIII a Jjejich fragmenty, a dale nukleovou kyselinu
kédujici takové hybridni molekuly, z nichZ nékteré maji vétsi
koaguladni aktivitu ve standardnich koagulacénich testech nei
vysoce purifikovany lidsky faktor VIII a/nebo Jjsou méne
imunoreaktivni s inhibic¢nimi protildtkami proti lidskému nebo
praseCimu faktoru VIII neZ lidsky nebo praseci faktor VIII
a/nebo jsou méné imunogenni pro <¢lovéka nebo zvife nei
lidsky nebo praseci faktor VIII. Tyto hybridni molekuly
faktoru VIII lze zkonstruovat uZitim nésledujicich postupu.
Pfedkladany vynédlez popisuje pfinejmen3im pét typu
aktivnich molekul hybridniho lidského/praseciho neko
ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo jejich fragmenty
a sekvence nukleové kyseliny, které kéduji tyto hybridni

faktory VIII a také zpusoby jejich pfipravy:

1

1) nahrazenim 1lidskych nebo prasecich podjednotek (téZiké 1
lehké fetézce) odpovidajicimi prasecimi nebo lidskymi
podjednotkami,

2) nahrazenim Jjedné nebo nékolika lidskych nebo prasecich
domén (Al, A2, A3, B, Cl, C2) odpovidajicimi prasecimi
nebo lidskymi doménami,

3) nahrazenim souvislé <&asti Jjedné nebo nékolika lidskych
nebo prasedich domén odpovidajicimi Castmi prasecich nebo
lidskych domén,

4) nahrazenim odpovidajicich lidskych nebo praseCich sekvencil
alespon Jjednou specifickou sekvenci obsahujicl jeden nebo
nékolik Jjedinednych aminokyselinovych zbytkld lidského. nebo

prasediho faktoru VIII, nebo
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5) nahrazenim alespoll jedné specifické sekvence obsahujicich
jednu nebo nékolik aminokyselin v lidském, prasecCim nebo
hybridnim lidském/praseim faktoru VIII alespon jédnou
aminokyselinovou sekvenci obsahujici Jjednu nebo nékolik
aminokyselin, kterd nema Zadnou zndmou sekvencni identitu
s faktorem VIII (tj. aminokyselinovcu sekvenci odlisSnou od
sekvence faktoru VIII).

Stejnymi postupy lze ptipravit pfinejmensim pét typu
aktivnich molekul hybridniho lidského/savéiho Jjinéhc nei
lidského a prasec¢iho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru
VIII nebo jejich fragmenty a sekvence nukleové kyseliny,
které koéduji tyto hybridni faktory VIII a také zpusoby Jjejich
pfipravy: |
1) nahrazenim lidskych nebo savcich jinych neZ lidskych

a prasecCich podjednotek (tezké i lehké fetézce)
odpovidajicimi savéimi Jjinymi neZ lidskymi a prasecimi
nebo lidskymi podjednotkami,

2) nahrazenim Jjedné nebo nékolika 1lidskych nebo savcich
jinych neZ lidskych a prasecich domén (Al, A2, A3, B, CIl,
C2) odpovidajicimi prasecimi nebo lidskymi doménami,

3) nahrazenim souvislé céasti Jjedné nebo nékolika lidskych
nebo savcich Jjinych neZ lidskych a prasecich domén
odpovidajicimi Castmi savcich jinych nez lidskych
a prasecich nebo lidskych domén,

4) nahrazenim odpovidajicich lidskych nebo savéich jinvch nez
lidskych a praselich sekvenci alesponl Jjednou specifickou
sekvenci obsahujici jeden nebo nékolik Jedinecnych
aminokyselinovych zbytkd lidského nebo savciho Jjinéhc nei
lidského a praseciho faktoru VIII, nebo

5) nahrazenim alesponl jedné specifické sekvence obsahujicl
jednu nebo nékolik aminokyselin v lidském, savéim Jjiném

ne? lidském a prasecim nebo hybridnim lidském/savcim jiném
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ne? lidském faktoru VIII alespoil jednou aminokyselinovou
sekvenci obsahujici jednu nebo nékolik aminokyselin, které
nemé Zadnou znamou sekvendni identitu s faktorem VIII (tJ.
aminokyselinovou sekvenci odlisnou od sekvence faktoru
VIII).

Déle je odbornikovi ihned zfejmé, Ze stejné postupy lze
uzit k pfipravé alesponn péti typu aktivnich molekul
hybridniho faktoru VIII nebo Jjejich fragmentu, které
odpovidajli typum uvedenym Vv bodech 1 az S wve dvou
pfedchazejicich odstavcich, kdy hybridni faktor VIII obsahuje
aminokyselinové sekvence faktoru VIII ze dvou nebo vice savcu
vyjma élovéka,‘ napf. hybridni praseci/mysi faktor VIII,
a déle obsahuje aminokyselinové sekvence odlisné od sekvence
faktoru VIII.

Hybridni lidské/zvifeci, zvifeci/zvifeci a ekvivalentni
molekuly faktoru VIII nebo Jjejich fragmenty uvedené pod body
1 a? 3 se pripravuji 1izolaci podjednotek, domén nebo
souvislych &asti domén z faktoru VIII ziskaného z plazmy, po
které nésleduje rekonstituce a purifikace. Hybridni
lidské/zviteci, zviteci/zvifeci a ekvivalentni molekuly
faktoru VIII nebo jejich fragmenty uvedené pod body 3 aZ 5 se
pfipravujil technikami rekombinantni DNA (t3. genového
inZenyrstvi). Hybridni molekuly mohou obsahovat mensi ¢i
vétsi procento lidské sekvence ve srovnani se zvifeci
sekvenci, v zavislosti na puvodu jednotlivych usekl, Jjak bude
popsano jesSté podrobné&ji dale.

Jeliko? soudasné udaje ukazuji, Ze B doména nemé& Zadny
inhibiéni epitop a nemd& Zadny znémy vliv na funkci faktoru
VIII, Vv nékterych provedenich ptfedkladdaného vynédlezu Je
B doména odstranéna z aktivniho hybridniho nebo

ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo Jeho fragmentu
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(faktor VIII Jje pak oznalovan Jako "B(-)faktor VIII")
pfipraveného zpusoby podle vynalezu.

V pfikladu 4 Jje wukéazano, Ze hybridni lidsky/praseci
faktor VIII obsahujici prase&i téZky retézec a 1lidsky lehky
Fetdzec, ktery odpovidéd prvnimu typu hybridi uvedenych vyse,
ma vét3i specifickou koagulacéni aktivitu ve standardnim
koagulacnim testu nez lidsky faktor VIII. Hybridni
lidsky/zvifeci nebo ekvivalentni faktor VIII, at JiZ ma
vy33i, stejnou nebo niZsi aktivitu neZ lidsky faktor VIII, Je
uZite&ny pro lécZeni pacientld s tvorbou inhibitorld, nebot tyto
inhibitory reaguji méné s hybridnim nebo ekvivalentnim
faktorem VIII neZ s pivodnim lidskym nebo prasecim faktorem

VIII.

Priprava molekuly hybridniho faktoru VIII rekonstituci

izolovanych podjednotek lidského a zvifeciho faktoru VIII

Predkladany vynalez poskytuje molekuly hybridniho
lidského/zvi¥eciho faktoru VIII nebo Jjejich  fragmenty,
sekvence nukleovych kyselin kédujici tyto hybridni molekuly
a zplUsoby Jjejich pfipravy a 1i1zolace a dale metody pro
charakterizaci Jjejich koagulaéni aktivity. Jedna 2z metod,
kterd je modifikovanym postupem publikovanym Fay, P.J. et
al., J. Biol. Chem. 265: 6197, 1990 a Lollar, J.S. et al., J.
Biol. Chem. 263: 10451, 1988, obsahuje izolaci podjednotek
(tj. t&Zky *tetézec a lehky fetézec) lidského a =zvireciho
faktoru VIII, po které nésleduje rekombinace lidského téik
fetézce a zvifeciho 1lehkého fetézce nebo 1lidského lehkého
fetézce a zvifeciho téZkého retézce.
| Izolace Jjak 1lidskych tak 1 zvirecich Jjednotlivych
podjednotek zahrnuje disociaci dimeru té&Ziky Fetézec/lehky

Feté&zec. To 1lze provést napt. chelataci vapniku pomoci
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kyseliny etylendiamnitetraoctové (EDTA) nésledované monoS™
HPLC (Pharmacia-LKB, Piscataway, NJ). Hybridni molekuly
lidského/zvifeciho faktoru VIiI se pak rekonstituujl
z izolovanych podjednotek v pfitomnosti vépniku. Hybridni
faktory VIII lidsky lehky fetézec/zvifeci téZiky fetézsc nebo
zvifeci téZky Fetézec/lidsky lehky Fetézec Jsou izclovany od
nezreagovanych té&zZkych Ffetézcl pomoci postupu monos™ HPLC
(Pharmacia-LKB, Piscataway, NJ) pro izolacli praseciho faktoru
VIII, jak bvl popsén v Lollar, J.S. et al., Blood 71: 137-
143, 1988.

Tyto metody, které byly pouZity v jednom provedeni

predkladaného vynalezu k ptipraveé aktivniho hybridniho

lidského/praseciho faktoru VIII (coZ Je popééno
v nasledujicich pfikladech) poskytly aktivni hybridni
molekulu faktoru VIII lidsky 1lehky ~fetézec/prasell téziky
fetézec, ktera vykazovala vice nez Sestkrat vyS3i

prokoagulacni aktivitu neZ lidsky faktor VIII.

Jiné hybridni molekuly faktoru VIII, napf. lidské/ savci
Jjiné nez lidské a praseci, lze ptipravit, izolovat
a chérakterizovat stejnym zplhsobem. D&le je odbornikovi ihned
zfejmé, Ze stejné postupy lze uZit k prfiprave, 1zolaci
a charakterizaci aktivity hybridniho zvifeciho/zvifeciho
faktoru VIII, Jjako Jje napf. hybridni praseci/my&i faktor
VIII, ktéry obsahuje lehky fetézec nebo téZky retézec jednoho
biologického druhu kombinovany s téZkym fetézcem nebc lehkym

fetézcem jiného druhu.

Priprava molekuly hybridniho faktoru VIII rekonstituci

izolovanych domén lidského a zvireciho faktoru VIII

Predkladany vynalez poskytuje molekuly hybridniho

lidského/zvifeciho faktoru VIII se substitucemi domén nebo
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jejich fragmenty, sekvence nukleovych kyselin kédujici tyto
hybridni molekuly a zpusoby jejich pfipravy a izolace a dale
metody pro charakterizaci jejich koagulaéni aktivity. Jedna
z metod obéahuje izolaci jedné nebo nékolika domén lidského
a jedné nebo nékolika domén zvifreciho faktoru VIII, po které
nasleduje rekombinace 1lidskych a zvifecich domén, takZe
vznikne hybridni 1lidsky/zvifeci faktor VIII s koagula&ni
aktivitou, jak to popsali Lollar, P. et al., J. Biol. Chemn.
267(33): 23652-23657 (25. listopadu 1992) pro hybridni
lidsky/praseci faktor VIII.

Predkladany vynalez specificky poskytuje hybridni
lidsky/prase&i faktor VIII, kde lidsk& doména A2 Je nahrazena
prasedi doménou A2, coZ 1ilustruje pfiklad, jak se muaie
konstruovat doménové substituovany hybridni lidsky/savEi jiny
nez lidsky a prasecil faktor VIII. Sav&i, jiné neZ lidské
a prase&i dimery a lidské dimery A1/A3-Cl-C2 ziskané z plazmy
jsou izolovany disociaci domény A2 =z faktoru VIIIa. To se
provaddi nap¥. v pfitomnosti NaOH a poté zfedénim smési
a eluci dimert pomoci monoS™ HPLC (Pharmacia-LKB, Piscataway,
NJ). Doména A2 je izolovana od faktoru VIIIa jako men3inova
slo?ka v monoS™ HPLC. Hybridni molekuly lidského/zvifeciho
faktoru VIII Jjsou pak rekonstituovany smichédnim stejného
objemu domény A2 Jjednoho biologického druhu a dimerd Al/A3-
Cl-C2 jiného druhu.

Hybridni 1lidské/zvifeci faktory VIII nebo jejich frty
jsou izolovany =ze smési nezreagovanych dimerd a domen A2
pomoci postupu monoS™ HPLC (Pharmacia-LKB, Pilscataway, NJ)
pro izolaci praseciho faktoru VIII, jak byl popsén~v Lollar,
J.S. et al., Blood 71: 137-143, 1988. Rutinni postupy lze
také uzit %k izolaci domén Al, A3, Cl, C2 a B faktoru VIII
jednoho biologického druhu, =z nichZ pak jedna nebo nékolik

mohou nahradit odpovidajici doménu faktoru VIII jiného druhu.
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Odbornikovi je ihned zfejmé, Ze stejné postupy lze uzit
k pfipravé, 1izolaci a charakterizaci aktivity hybridniho
sviteciho/zvifeciho faktoru VIII, Jjako Jje napf. hybridni
praseci/mysi faktor VIII.

Tyto postupy, popsané Jje3té podrobnéji v nasledujicich
prikladech, poskytly molekuly hybridniho faktoru VIII

s prokoagulacni aktivitou.

Pfiprava molekul hybridniho faktoru VIII metodami genové
infenvyrstvi rekombinaci sekvenci kédujicich podjednotky,
domény nebo <&asti domén lidského, =zvifeciho a hybridniho

faktoru VIII
Nahrazovani podjednotek, domén nebo souvislych casti domén

Predkladany vwvynadlez poskytuje aktivni rekombinantni
hybridni lidsky/zvifeci a hybridni ekvivalentni faktor VIII
a jeho fragmenty, kde byly nahrazeny podjednotky, domény nebo
aminokyseliny, sekvence nukleovych kyselin kdédujicich tyto
hybridni molekuly, zpusoby Jjejich pfipravy a izolace a dale
zplisoby charakterizace Jjejich koagula&nich, imunoreaktivnich
a imunogennich vlastnosti.

Lidsky gen faktoru VIII byl 1izolovan a exprimovan
v sav&ich bufikdch, jak popsali Toole, J.J. et al., Nature
312: 342-347, 1984 (Genetics Institute), 1984, Gitschier, J.
et al., Nature 312:326-330, 1984 (genetech), Wood, W.I.
et al., Nature 312: 330-337, 1984 (Genetech), Vehar, G.A.
et al., Nature 312:337-342, 1984 (Genentech), a dale
v patentovych  ptrihlaskédch WO 87/04187, WO 88/08035,
WO 88/03558 a v patentu USA ¢&. 4 757 006, a na zakladé znamé
cDNA byla dedukovana aminokyselinova sekvence. Patent USA

&. 4 965 199 ud&leny Caponovi et al. popisuje rekombinantni



metodu pfipravy saviiho faktoru VIII v savcich hostitelskych
bufikdch a purifikaci 1lidského faktoru VIII. Byla popséana
exprese lidského faktoru VIII v CHO bunkach (buinky ovaril
Ginského kFedka) a BHKC (fetdlni ledvinné krecci bunky).
Lidsky faktor VIII byl modifikovédn tak, Ze byla odstranéna
celd nebo &&st B-domény (patent USA ¢.4 868 112) a byl ucinén
pokus nahradit tuto doménu B faktoru VIII B doménou lidského
faktoru V (patent USA ¢&. 5 004 803). Sekvence cDNA kédujici
lidsky faktor VIII a predikovand aminokyselinova sekvence
jsou zde uvedeny Jjako sekvence id. ¢. 1 a 2.

Prasedi faktor VIII byl izolovén a purifikovan z plazmy
(Fass, D.N. et al., Blood 59: 594, 1982). Castecna
aminokyselinova sekvence praseCiho faktoru VIII odpovidajici
useku N-konce lehkého tetézce majici homologii
s ceruloplazminem a koagulac¢nim faktorem V a zcela nespravné
umistény byl'popsén Church et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81l: 6934, 1984. Toole J.J. et al., Nature 312: 342-347, 1984
popsal castecCné sekvencovéani fragmentt ze Ctyrech
aminckyselin z N-koncového useku praseliho faktoru VIII, ale
nijak necharakterizoval polohu téchto <fragmentu v molekule
faktoru VIII. aminokyselinové sekvence domén B a casti domeny
A2 byly publikovany v Toole, J.J. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA-83: 5939-5942, 1986. cDNA kbédujici uplnou doménu A2
praseiho faktoru VIII a predikované aminokyselinové sekvence
a také  hybridni lidsky/praseci  faktor VIII, kde Jjsou
substituovany " v8echny domény, vsechny pocdjednotky
a specifické sekvence aminokyselin byly popsany v pfihlasce
vyndlezu USA &. 07/864 004 nazvané "Hybridni lidsky/praseci
faktor VIII" podané 7. dubna 1992 puvodci John §S. Lollar
a Marshall S. Runge, na JjejimZ =za&kladé byl wudélen 105.
listopadu 1994 patent USA ¢&. 5 364 771 a dale take
WO 93/20093. Sekvence <cDNA koédujici doménu A2 praseciho
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faktoru VIII majici sekvenéni idnetitu se zbytky 373-740
zralého 1lidského faktoru VIII uvedeného Jjako sekvence 1id.
¢. 1, Je zde uvedena jako sekvence id. . 3 a predikovana
aminokyselinova sekvence jako sekvence id. &. 4. Nedé&vnc byly
popsény Vv mezindrodni pfihlasce WO 94/11503 nukleotidové
a odpovidajici aminokyselinové sekvence domén Al a A2
praseciho faktoru VIII a chiméricky faktor VIII, kde praseci
Al a/nebo A2 doména nahrazuje odpovidajici lidskou doménu.

Jak praseci tak 1 1lidsky <faktor VIII Jsou izolovéany
z plazmy jako protein sloZeny ze dvou podjednotek.
Podjednotky, znémé jako lehky a téZiky fetézec, jsou navzajem
spojeny nekovalentnimi vazbami, které vyZaduji pfitomnost
védpniku nebo jiného divalentniho iontu kovu. Té&Zky Fetdzec
faktoru VIII obsahuje tri domény Al, A2 a B, které jsou
spojeny kovalentné. Lehky fetézec obsahuje také tfi domény,
oznaCované A3, Cl a C2. B doména nemé& Zadnou znamou
biologickou funkci a 1lze Jji =z molekuly odstranit budto
proteolyticky nebo metodami rekombinantni DNA, aniZ by se
méritelné zménily vlastnosti faktoru VIII. Lidsky
rekombinantnl faktor VIII m& obdobnou strukturu a funkci jako
lidsky faktor VIII izolovany z plazmy, 1 kdyz neni
glykosylovan, pokud neni exprimovan v sav&ich bufikéch.

Lidsky a praseci akti&ovany faktor VIII (tj. faktor
VIIIa) maji tfi podjednotky diky 3tépeni téZkého Ffetézce mezi
doménami Al a A2. Tato struktura se oznacuje Al/A2/A3-Cl-C2.
Lidska faktor VIIIa neni stabilni v podminkéch, ktere
stabilizuji praseci faktor VIIIa, pravdépodobné diky slabii
asociacl podjednotky A2 1lidského faktoru VIIIa. Disociace
podjednotky A2 lidského i praseciho faktoru VIIIa je spojena
se ztratou aktivity molekuly faktoru VIII. k

PouZitim sond pro dosud znémé sekvence Casti molekuly

praseciho faktoru VIII Je moZné standardnimi postupy



sekvencovat ty ¢&asti prasec¢iho faktoru VIII, které JeSté
nebyly sekvencovany. tyto standardni postupy 3Jjsou popsany
napt. v publikacich Weis, J.H., Construction of Recombinant
DNA Libraries, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, John Willey & Sons, Inc.,1991, a Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989, jejichZ pomoci lze
konstruovat hybridy plné délky.

Predkladany vynélez specificky poskytuje jako prfiklad
vyhodného provedeni aktivni rekombinantni hybridni
lidsky/prase¢i faktor VIII se substituovanou doménou A2,
sekvenci nukleové kyseliny kédujici tento hybridni faktor
VIII a zplUsoby jeho pfipravy, 1zolace a charakterizace jeho
aktivity. Postupy, kterymi byly pripraveny tyto hybridni
molekuly lze uZit také k pripravé rekombinantniho hybridniho
lidského/prasec¢iho faktoru VIII nebo jeho fragmentl, ktery mé
nahrazeny podjednotky, souvislé Casti domén nebo domény jiné
neZ A2. Odbornikovi je také zfejmé, Ze tyto postupy ukazuji,
jak je moZné prfipravit i jiné dalsSi molekuly rekombinantniho
hybridniho lidského/sav&iho jiného neZ lidského a praseciho
nebo rekombinantniho hybridnihoc zvifeciho/zvifeciho £faktoru
VIII, kde Jjsou nahrazeny podjednotky, domény nebo souvislé
casti domén.

Rekombinantni hybridni 1lidsky/praseci faktor VIII byl
pfipraven z lidské cDNA (Biogen, Inc.) a praseCl cDNA popsané
v predklédanem vynalezu, které kdéduji relevantni sekvence
faktoru VIII. Ve vyhodném provedeni vyndlezu faktor VIII
kdéovany cDNA obsahuje domény Al-A2-A3-Cl-C2, postrada celou
doménu B a odpovidid tak aminokyselinovym zbytkum 1-740
a 1649-2332 jednotretézcového 1lidského faktoru VIII (viz
sekvence id. &. 2) podle <Zislovani dle Wood et al., Nature

312:330-337, 1984. -
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Jednotlivé podjednotky, domény nebo souvislé casti
domén 1lidského nebo prasec¢iho faktoru VIII 1lze nahradit
odpovidajicimi prasecimi neko lidskymi podjednotkami,
doménami nebo souvislymi ¢é&stmi domén, které byly klonovéany
a byly k takové substituci pouZity pomoci odbornikovi znamych
technik mutageneze. Nap?¥. Lubin, I.M. et al., J. Bioll Chem.
269(12):8639-8641, 1994 popisuji metody substituce lidské
domény A2 prasell doménou s vyuZitim vhodnych restrikénich
mist. Dal3i metody pro substituci jakéhckoliv zvoleného Useku
cDNA faktoru VIII Jjednoho biologického druhu uUsekem cDNA
faktoru VIII Jjiného druhu Jsou napf. metoda "splicing by
overlap extension" (SOE), kterou popsali Horton et al., Meth.
Enzymol. 217: 270-273, 1993.

cDNA kédujici podjednotky, domény nebo casti domén
faktoru VIII nebo celé hybridni cDNA byly klonovény do
vektord pro docCasnou eXpresi aktivni proteinovée molekuly
hybridniho lidského/praseciho faktoru VIII v buné&cénych
kulturdch, a sice v oboru znadmymi metodami, které Jjsou
popséany napf. v Selden, R.F., Introduction of DNA into
mammalian cells, v Ausubel et al., Current Protocols in
Molecular BRiology, John Willey & Sons, Inc.,1991.

Ve vyhodném provedeni cDNA kédujici hybridni
lidsky/prasec¢i faktor VIII, kde prasecl sekvence kdduje
doménu nebo ¢ast domény, napf. doménu A2 nebe jejl c&ast, byla
vlioZena do savéiho expresniho vektoru Jjako Je napf. ReNeo,
a byl tak vytvofen konstrukt hybridniho faktoru VIII.
Pfedbézna charakterizace hybridniho faktoru VIII byla
provedena tak, Ze hybridni c¢DNA byla vloZena do savciho
expresniho vektoru ReNeo a hybridni protein byl pfechodné
exprimovan v bunkéch CO0S-7. Pak bylo moZno stanovit, zda jJe
exprimovan aktivni hybridni protein. Expresnil vektorovy

konstrukt se pak dale wuZil k trvalé transfekci bunék
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v buné&éné kultufe, napf. bunék fetdlnich kfe&fich ledvin,
a sice metodami v oboru znémymi, Jjako Je napf. liposomy
zprostfedkovanid transfekce (Lipofectin™, Life Technologies,
Inc.). Exprese proteinu rekombinantniho hybridniho faktoru
VIII se ové&¥i napf. pomoci sekvencovani, northernového
a westernového prenosu (northern blot, western blot) nebo
polymerdzovou Feté&zovou reakci (PCR). Protein hybridniho
faktoru VIII se z kultiva&niho média, ve kterém se kultivuji
transfekované bufiky trvale exprimujici protein, precipituje,
pak se péletuje, oplachne a resuspenduje ve vhodném pufruy,
a pak se rekombinantni Thybridni faktor VIII purifikuje
standardnim =zpGsobem, napf. imunocafinitni chromatogrtafii
pomoci nap?. Sepharose™ s monoklondlni protilatkou anti-AZ.

V dal3im vvhodném provedeni Je hybridni faktor VIII
obsahujici substituované podjednotky, domény nebo Casti
domén, exprimovan Jjako fuzni protein z rekombinantni
molekuly, kde Jje na misto sousedici se sekvenci kdédujici
faktor VIII vloZena sekvence kdédujici protein, ktery naprf.
zvy3uje stabilitu, sekreci nebo zlep3uje detekci, 1izolaci
apod. Odbornikiim jsou zndmé postupy pro pouZiti homolognich
nebo heterolognich sekvenci ?idicich expresi, jako Jsou napf.
promotory, operdtory a reguldtory pfi pfiprave fuznich
proteind a jsou v oboru rutinné vyuZivany (viz napf. Ausubel
et al., Current Protocols in Molecular Biology, John
Willey & Sons, Inc.,1991).

Purifikovany hybridni faktor VIII nebo Jeho fragment se
testuje na imunoreaktivitu a koagulacéni aktivitu standardnimi
testy, ke ktervm patfi napf. test s plazmou bez faktoru VIII,
jednostupniovy koagulacni test, nebo ELISA test
s purifikovanym rekombinantnim faktorem VIII jako standardem.

I Jjiné vektory, vEetnd plazmidd a eukaryotickych

virovych vektoru, lze uZit k expresi rekombinantnich genovych



28

konstruktd v sav&ich bufikdch v zavislosti na poZadavcich
a usudku odbornika (viz napf. Sambrcok et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, kapitola 16). Lze také uZit
jiné expresni systémy, napf. bakterie nebo hmyzi/buﬁky, ale
neni to vyhodné, nebot existuji rozdily v glykosylacl neto ke
glvkosylaci vibec nedochéazi.

Protein hybridniho faktoru VIII mlZe byt exprimovan
v celé radé bunék rutinné uZivanych pro expresi
rekombinantnich savéich proteind. Zejména fada bunécnych
linii hlodavcd Je vhodnd pro expresi velkych proteinu.
K vyhodnym burfikdm, které Jsou dostupné v Americke sbirce
mikroorganismd (ATCC, Rockville, MD) patri bunky fetéalnich
k¥ed&ich ledvin a bunky ovarii ¢&inského kfecka (CHO), které
lze kultivovat uZitim rutinnich postupd a kultivacnich médii.

Stejné metody, které byly uZity k pfipravé hybridniho
lidského/prasec¢iho faktoru VIII se substituovanou
podjednotkou, doménou nebo aminokyselinovou sekvenci, lze
uzit také k pfipravé dalSich rekombinantnich hybridnich
faktord VIII nebo Jjejich fragmentd a sekvencl nuklecvych
kyselin kdédujicich tvto hybridy, a sice napf. hybridni
lidsky/savéi jiny neZ lidsky a praseci nebo zvifeci/zvireci
faktor VIII. Pomoci primert ke znédmych sekvencim lidské DNA
byla klonovédna celd my31i cDNA a Cast prasecli cDNA faktoru
VIII. Sekvence faktoru VIII dalsich biologicchh druhu pro
prfipravu hybridniho lidského/zvifeciho nepo
zvifeciho/zvifeciho faktoru VIII lze ziskat pomoci znémych
lidskych a prasecich sekvenci jako vychoziho materidlu. Jinym
zpusobem je vyuZiti amplifikace PCR s DNA ze zvifecl tkané
a pouziti <cDNA knihovny =ze zvifete ke klonovani sekvence
faktoru VIII.

Jako ptiklad vyhodného provedeni 1lze uvést néasledujici

pfipravu proteinu hybridniho lidského/mySiho faktoru VIII.
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DNA klony odpovidajici my3imu homologu genu lidského faktoru
VIII byly izolovdny a sekvencovany a byla predikovana
aminokyselinové sekvence proteinu faktoru VIII, Jjak popsali
Elder G. et al., Genomics 16(2):374-379,1993, pticemZ v této
publikaci bylo také provedeno srovnani predikované
aminokyselinové sekvence my3Si a clovéka a pouze Céasti
sekvence molekuly faktoru VIII prasete. MySi cDNA sekvence
kédujici faktor VIII a predikovand aminokyselinovd sekvence
jsou zde uvedeny Jjako sekvence id. &. 5 a 8. Ve vyhodném
provedeni byla uZita metoda amplifikace RNA se sekvencovianim
transkriptu (RAWTS), jak ji popsall Sarkar G. et al., Science
244: 331-334, 1989. Struéné shrnuto, Jjednotlivé kroky této
metody Jjsou: 1) syntéza cDNA pomoci olige(dT) primeru nebo
oligonukleotidového primeru specifického k mRNA,
2) polymerdzova  Ffetézovd reakce, PCR, kde jeden nebo
oligonukleotidové primery obsahujl fagovy promcoctor pfipojeny
k sekvenci komplementarni k useku, ktery mé& byt amplifikovén,
3) transkripce s fagovym promotorem a 4) sekvencovani
transkriptu pomoci dideoxynukleotidd zprostfedkované reverzni
transkriptéazou, kterda Ziva jako primer wvnitfni ("nested")
oligonukleotid. Tato metoda, kromé  toho, Ze poskytne
informaci o sekvenci, vede také ke vzniku translac¢niho
produktu in vitro tim, Ze iniciac¢ni translaéni signal Jje
inkorporovan do vhodneho PCR primeru. Metodu lze také uZit
k ziskéani informaci 0 sekvenci noveé mRNA z Jjinych

biologickych druht.
Substituce aminokyselin
Predkladany vynédlez poskytuje aktivni hybridni molekuly

lidského/zviteciho a zvifeciho/zvifeciho faktcru VIII nebo

jejich fragmenty, kde aminokyselinovd sekvence jednoho
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biologického druhu Jje nahrazena alespon Jjednou sekvencil
obsahujici jednu nebo nékolik jedinednych aminokyselin jiného
druhu, sekvence nukleové kyseliny kdédujici tyto hybridni
molekuly, zpUsoby Jejich ptipravy a izolace a dé&le zpusoby
pro charakterizace jejich koagula&nich, imunogennich
a imunoreaktivnich vlastnosti.

Doména A2 Jje nutnd pro prokoagulacni aktivitu molekuly
faktoru VIII. Studie ukédzaly, Ze prasecl faktor VIII ma
Sestkrat vy33i prokoaguladni aktivitu neZ lidsky faktor VIII
(Lollar P. et al., J. Biol. Chem. 266: 12481-12486, 1991)
a Ze fozdil v koagulacni aktivité mezi 1lidskym a prasecim
faktorem VIII e zplUsoben rozdilnymi  aminokyselinovymi
sekvencemi jednoho nebo vice zbytkd v doméné A2 (Lollar P.
et al., J. Biol. Chem. 267: 23652-23657, 1992). Dédle se ma za
to, Ze domény A2 a C2 a moZnéd 1 tFfeti usek lehkého fetézce
v molekule 1lidského faktoru VIII nesou epitopy, se kterymi
reaguje vétSina, ne-li vsSechny, inhibujici protilatky (Hoyer,
Semin. Hematol. 31: 1-5, 1994).

Molekuly rekombinantniho hybridniho lidského/zvifeciho,
zvifeciho/zvifeciho nebo ekvivalentniho faktoru VIII nebo
jejich fragmenty lze pripravit substituci alesponl Jjedné
specifické sekvence obsahujici jednu nebo nékolik jedineénych
aminokyselin z domén A2, C2 a/nebo jinych domén faktoru VIII
jednoho biologického druhu odpovidajicimi sekvencemi jineho
druhu, pfiemZz aminokyselinové sekvence se mezl obéma
biologickymi druhy 1i3i, jak bude JjesSté ukazano podrobnéji
dale. Ve zde popsaném pfikladu vyhodném provedenl poskytuje
vynalez aktivni rekombinantni hybridni lidsky/praseci faktor
VIII, kde prasecl sekvence Jje uZita k nahrazeni lidské
sekvence obsahujici epitop, pfifemZ hybridni faktor VIII ma
sniZenou nebo nulovou imunoreaktivitu s inhibic¢nimi

protiladtkami proti faktoru VIII. V dalsim provedenl Je
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pfipravena aktivni hybridni molekula faktoru VIII, ktera
obsahuje sekvence =z vice neZ Jjednoho biologického druhu,
kterymi byly nahrazeny pGvodni sekvence tretiho druhu. Lze
také pripravit rekombinantni hybridni molekuly lidského,
zvifeciho nebo hybridniho faktoru VIII, obsahujici alespon
jednu sekvenci obsahujici jednu nebo Vice aminokyselin, které
nemd Zadnou znédmou sekvenéni identitu se sekvenci faktoru
VIII, jak je dale podrobnéji popsano.

Jakykoliv hybridni faktor VIII obsahujici specifickou
aminokyselinovou substituci podle vynalezu muZe byt testovan
standardnimi testy koagulacni aktivity a reaktivity
s inhibic¢nimi protilatkami faktoru VIII, aby se
identifikovaly molekuly faktoru VIII se zvy3enou koaguladni
aktivitou a/nebo sniZenou imunoreaktivitou. Mohou byt
identifikovédny také hybridni molekuly, které majl sice niZsi
koagulacd¢ni aktivitu neZ lidsky nebo praseci faktor VIII, ale
maji také sniZenou reaktivitu s protilétkami. Odbornikovi Je
z¥ejmé, Ze molekuly faktoru VIII nebo jejich fragmenty, ktereée
maji niZsi, stejnou nebo v&t3i koagulacni aktivitu ve
srovnadni s lidskym nebo prasecim faktorem VIII, jsou uZitedné
k léCeni pacientt s deficienci faktoru VIII. Zde popsané
metody ptipravy aktivniho hybridniho rekombinantniho
lidského/prase¢iho faktoru VIII se substitucl specifickych
aminokyselin lze uzit také k ptipraveée aktivniho
. rekombinantniho hybridniho lidského/savciho jiného nez
lidského a praseciho, hybridniho zvifeciho-1/zvifeciho-2
faktoru VIII nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo

jejich fragmentl.
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Hybridni molekuly faktoru VIII se zménénou koagulacni

aktivitou

Predkladany vynalez poskytuje prokoagulacéni
rekombinantni hybridni lidsky/zvifeci, =zvifeci/zvifeci nebo
ekvivalentni faktor VIII nebo jeho fragment, kde odpovidajici
aminokyselinovéd sekvence Jjednoho Dbiologického druhu Je
nahrazena alespon Jjednou specifickou sekvenci obseahujici
jednu nebo vice jedinecnych aminokyselin majicich
prokoagulacni aktivitu ve faktoru VIII jiného druhu, a sice
ptipraveny v oboru znamymi metodami mistné cilené mutageneze,
jak je zde popisovéno. Specifické sekvence pro substituce
byly vybrany a hybridni konstrukty byly pfipraveny
a testovany na koagulacni aktivitu nésledujicim zplUscbemn.
Jako specificky priklad vvhodného provedeni vynédlez poskytuije
hybridni lidsky/praseci faktor VIII obsahujici
aminokyselinovou substituci v domén& A2. Je zfejmé, Ze
odbornik mlZe stejné metody vyuZit k ptipravé dal3ich
hybridnich molekul jako je hybridni lidsky/zvifteci,
zvifeci/zviteci nebo hybridni faktor VIII nebo jeho fragment,
které majl zménénou koagulacni aktivitu, vvhodné zvySenou
koagulacni aktivitu, ve srovnédni s lidskym faktorem VIII.

Zakladem vy38i koagulacéni aktivity prasediho faktoru
VIII je zrfejmé rychlej3i spontédnni disociace podjednotky A2
lidského faktoru VIIIa neZ u praseciho faktoru VIIIa, ktera
vede ke ztraté aktivity podle Lollar, P. et al., J. Biol.
Chem. 265: 1688-1692, 1990, Lollar, P. et al., J. Biol.
Chem. 267: 23652-23657, 1992 a Fay, P.J. et al., J. Biol.
Chem. 267: 13246-13250, 1992.

Porovnani prifazenych aminokyselinovych sekvenci domén
A2 (pocitani zbytka zaCina v poloze 373 vzhledem

k aminokyselinové sekvenci lidského faktoru VIII plné délky
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uvedené zde Jako sekvence id. ¢&. 2) 1lidského a praseciho
faktoru VIII jsou ukdzany na obr. 1C. Pro ptfipravu molekuly
hybridniho 1lidského/praseciho faktoru VIII se zménénou
koagulacni aktivitou byly vybréany kandidadtni sekvence pro
mutagenezi srovnanim aminokyselinovych sekvenci lidské
a praselli domény A2 (sekvence id. &. 2 a 6), Jak Jje uvedeno

v tabulce I.

Tabulka I
Sekvence lidského faktoru VIII Vybrané jako vhodné pro

Amutagenezi.
sekvence zbytky neshody hodnoceni zmén
398-403 6 4 1
434-444 10 4 3
484-496 13 7 3
598-603 6 4 2
536-541 6 4 0
713-722 10 6 2
727-737 11 6 2

Tabulka I a tucdnéd pismena na obr. 1A-1B ukazuji sedm
sekvenci v lidské a prasecili aminckyselinové sekvenci A2
doména (sekvence id. &. 2 a 6), které predstavuji pouze 17 %
domény A2, ale obsahuje 70 % sekvencnich rozdild mezi
lidskymi a prase¢imi doménami.

Vynalez poskytuje rekombinantni hybridni lidsky/praseci
konstrukt, kde aminokyseliny Ser373-Glu604 v doméné A2
(Ser373-Arg740) byly nahrazeny homologni praseci sekvenci.
Tato zkonstruovand molekula nereaguje s inhibitory A2, a mé

stejnou koagulac¢ni aktivitu jako lidsky (B-)faktor VIII. Dile
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se poplisuje molekula faktoru VIII ziskana z plazmy,
obsahujici uUplnou doménu A2 =z prasete uZitou k substituci
v molekula lidského faktoru VIII, kterdZto hybridni molekula
ma zvySenou koagulaéni aktivitu wve srovnani s lidskym
faktorem VIII. Srovnéni téchto konstruktd ukézalo, Ze usek
mezl zbytky Asp605 a Arg740 Jje zodpovédny za rozdil
v aktivité mezi lidskym a praselim faktorem VIII. Tento uUsek
lze podrobnéji definovat systematickym vytvarenim
rekombinantnich molekul hybridniho lidského/prase&iho faktoru
VIII, kde uUsek mezi Asp605 a Arg740 je nahrazovan prasecimi
sekvenceml v oboru znamym zpUsobem mistné cilené mutageneze,
napf. metodou SOE, kterd byla vyuZita extenzivné k vytvareni
hybridnich molekul faktoru VIII obsahujicich praseéi sekvence
substituované v NH;-termindlnim Useku domény  A2. Tyto
molekuly lze exprimovat v C0S-7 Dbunkdch a wve fetalnich
ledvinnych k¥ec&&ich buiikdch, jak bylo jiZ zminéno vySe. Ty
lze purifikovat do homogenity metodami v oboru zndmymi, napt.
chrcmatografii s heparin-Sepharose™ nebo imuncafinitni
chromatografii. Proteinova koncentrace se pak stanovi
absorpci UV svétla pfi vlinové délce 280 nm a specifické

aktivita konstruktd se stanovi délenim koagulacéni aktivity

3¢

(méfené v jednotkdch na 1 ml v jednofézovém koagulacnim
testu) hodnotou Azge. Lidsky faktor VIII mé& specifickou
aktivitu prtibliZné 3000-4000 U/Azs0, zatimco prasefi faktor
VIII m& specifickou aktivitu pfibliZné 20 000 U/A:szp. Ve
vvhodném provedeni  prokoagulacni rekombinantni hybridni
lidsky/praseci faktor VIII méa specifickou aktivitu
20 000 U/A.sp a obsahuje co nejméné praseCich substituci
v doméné A2.

Jak je zde popséano, metody mistné cilené mutageneze byly
uZzity k identifikaci hybridniho proteinu s koagulacni

aktivitou, kterda je vy33i, stejnd nebo niZ3i neZ aktivita



lidského faktoru VIII, ale vyhodné vy38i. V provedeni
hybridniho lidského/prasediho faktoru byly specifické lidské
sekvence nahrazeny praselimi sekvencemi, vyhodné uZitim
metody SOE, jak ji popsali Ho, S.N. et al., Gene 77: 51-59,
1994 nebo dle p#ikladad 7 a 8. Lze také uZit oligonukleotidy
Fizenou mutagenezi, jak to bylo provedeno pro vyclenéni Eésti
lidské domény A2 (viz p#iklad 7). KdyZz funkéni analyza
hybridli prokaZe koagulacni aktivitu, sekvence lze pak déle
délit a mapovat Jejich prokoagulaénil sekvence standardnimi
technikami analyzy bodovych mutaci.

Pfedkladany vynédlez predpokladd, Ze <cDNA hybridniho
faktoru VIII a samotny protein jsou charakterizovany v oboru
zndmymi a rutinnimi metodami jako Jje napf. sekvencovani DNA,
test koagula&ni aktivity, ELISA test purifikovaného faktoru
VIII s méfFenim UV absorbance pri 280 nm, test speéifické
koagulaéni aktivity (U/mg), SDS-PAGE analyza purifikovaného
faktoru VIII a dal3i. Lze také provadét jiné testy potfebné
k testovadnl klinické uCinnosti Jjako Je napf. analyza
aminokyselin, cukrd, sirand nebo kovovych iontid.

Rekombinantni hybridni faktor VIII majici vy3si
koaguladni aktivitu, ve srovnéni s lidskym faktorem VIII, je
vvhodny z hlediska levnéjsi vyroby neZ ziskavénl faktoru VIII
z plazmy a také proto, Ze sniZuje mnoZstvi faktoru VIII

potfebné pro U&inné léceni deficience faktoru VIII.
Hybridni faktor VIII se sniZenou imunoreaktivitou

Epitopy, které jsou imunoreaktivni s protilatkami, které
inhibuji koagula&ni aktivitu faktoru VIII ("inhibitory" nebo
"inhibi&ni protilatky") Dbyly charakterizovany na zakladeé
znalosti wvztahd mezi strukturou a funkci v molekula faktoru

VIII. Pfedpoklddd se ,- Ze inhibitory plsobi tak, Ze narusuji
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nékterou z makromolekularnich interakci spojenou se
strukturou domén faktoru VIII nebo asociaci faktoru VIII
s von Willebrandovym faktorem, trombinem, faktorem Xa,
faktorem IXa nebo faktorem X. Avsak 90 &% 1nhibicnich
protilatek proti lidskému faktoru VIII pusobi tak, Ze se vazi
na epitopy lokalizované v doméné faktoru VIII A2 velikosti
40 kDa nebo doméné& C2 velikosti 20 kDa, <¢imZ narusSuji
specifické funkce té&chto domén, Jjak to popsalili Fulcher
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 7728-7732, 1935
a Scandella et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 6152-6156,
1988. Kromé& epitopl v doménach A2 a C2 muZe byt tfetl epitop
v doméné A3 nebo Cl lehkého fetézce faktoru VIII (podle
Scandella et al, Blood 82: 1767-1775, 1993). Vyznam tohoto
t¥etiho predpokladaného epitopu je neznamy, ale zdéd se Ze Je
zodpovédny za maly podil epitopové reaktivity faktoru VIII.

Protilatky anti-A2 Dblokuji aktivaci faktoru X Jjak
popsali Lollar et al., J. Clin. Invest. 93: 2497-2504, 19%94.
PF¥edchozi mapovaci studie pomecci deleéni mutageneze popsané
v Ware et al., Blood Coagul. Fibrinolysis 3: 703-71l6,
iokalizovaly epitop A2 do 20 kDa useku NH;-konce domény A2
velikosti 40 kDa. Kompetitivni  imunoradiometricky test
ukazal, Ze A2 inhibitory rozpoznédvaji budto prosty epitop
nebo blizce nahlouené epitopy, jak popsali Scandella et al.,
Throm. Hemostas. 67: 665-671, 1992 a 3jak je také ukazano
v pfikladu 8.

Predklédany vyndlez poskytuje aktivni rekombinantni
hybridni a hybridni ekvivalentni faktor VIII nebo Jjeho
fragmenty, sekvence nukleové kyseliny kédujici takové
hybridy, zpusoby jejich pfipravy a izolace a zplsoby Jjejich
charakterizace. K takovym hybridim patri napr.
lidsky/zvifeci, =zvifeci/zvifeci nebo ekvivalentnl hybridni

faktor VIII, kde aminokyselinova sekvenéé jednoho
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biologického druhu byla nahrazena alespofi jednou specifickou
aminokyselinovou sekvencil obsahujici jednu nebo vice
jedine&nych aminokyselin faktoru VIII druhého druhu, nebo kde
specifickéd sekvence lidského, zvi¥feciho nebo hybridniho
faktoru VIII byla nahrazena alesponl Jednou specifickou
aminokyselinovou sekvenci, obsahujici jednu  nebo vice
aminokyselin, kterd nemd Zadnou znédmou sekvencnl identitu se
sekvenci faktoru VIII. Vysledny hybridni faktor VIII mé&
sniZenou imunoreaktivitu s ininhibiénimi protilatkami faktoru
VIII ve srovnédni s lidskym nebo prasecim faktorem VIII nebo
nemad Zadnou imunoreaktivitu s ininhibiénimi protiléatkami
faktoru VIII.

UZitim postuplt pro substituce aminokysélin v molekule
faktoru VIII popsanych v pfedchozich c&astech prihlasSky byla
provedena mutaéni analyza, aby byly vybrany odpovidajici
aminokyselinové sekvence faktoru VIII jednoho biologického
druhu, vvhodné praseli, které se uZiji k nahrazeni alespon
jedné sekvence obsahujici Jjednu nebo vice aminokyselin
faktoru VIII jiného druhu, vyhodné lidskych, nebo
aminokyselinové sekvence ekvivalentniho hybridniho faktoru
VIII obsahujici jednu nebo vice kritickych oblasti doméeny A2,
C2 nebo Jjinég, proti kterym  Jjsou namifeny  inhibicni
protilatky. Dale v textu jsou tyto postupy popsany
podrobnéji. Vysledny prokoagulacni rekombinantni hybridni
konstrukt ma sniZenou nebo nulovou imunoreaktivitu
s inhibiénimi protiladtkami p¥i srovnidni s lidskym faktorem
VIII pomocil standardnich testi. Systematickym nahrazovanim
stdle mendich aminokyselinovych sekvenci, po kterém vidy
nédsleduje test hybridniho konstruktu na imunoreaktivitu, jak
bude déle popséano, epitopy vSech domén faktoru VIII byly

zmapovany, substituovany aminokyselinovymi sekvencemi s mensi
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nebo nulovou imunoreaktivitou a byl pfipraven hybridni faktor
VITII.

Je zfejmé, Ze odbornik maZe vwvyuZit tyto postupy
kombinujici mapovani epitopd, konstrukci molekul hybridniho
faktoru VIII a mutac¢ni analyzu konstruktd, pro identifikaci
a nahrazeni alesponl jedné sekvence obsahujicil jednu nebo vice
aminokyselin obsaZenych v epitopu domény A2, C2 a/nebo jiné
domény, proti kterym Jsou  namifeny 1inhibicéni protilatky,
a pro konstrukci prokoagulacniho hybridniho rekombinantniho
lidského/zvifeciho, zvifeciho/zvifeciho nebo ekvivalentniho
faktoru VIII nebo Jjeho fragmentl, ktery ma ve srovnéni
s lidskym nebo prasec¢im faktorem VIII sniZenou nebo nulovou
imunoreaktivitu. Takovy postup byl uZit v jednom provedeni
vynalezu, Jak Jje popsano v pfikladu 8, k ptipravé
rekombinantniho hybridniho 1lidského/prase&iho faktoru VIII,
ktery m& substituci v lidské A2 doméné a neprojevuje Zadnou
antigenicitu pro protilédtky k faktoru VIII.

Obvykle praseci faktor VIII m& omezenou nebo 1  Zadnou
reaktivitu s protildtkami proti lidskému faktoru VIII.
Rekombinantni hybridni molekuly lidského/praseCiho faktoru
VIII se sniZenou nebo nulovou reaktivitou s inhibiénimi
protilatkami, kterd je disledkem aminokyselinové substituce
v doméné A2, byly ptripraveny jako priklad hybridniho faktoru
VIII pripraveného pomoci faktoru VIII Jjiného biologického
druhu a substituci v doméndch jinych néz A2. Praseli doména
A2 Dbyla klonovana rutinnimi postupy, jak Jsou popsany
v prikladech 6,7 a 8, a pak byla 3tépena uvnitf s vyuZitim
restrikénich mist pro Stépeni cDNA a nebo pomoci metody SOE.
Vysledné aminokyselinové sekvence byly wuZity k nahrazeni
sekvenci lidské domény A2 a byl tak vytvoren hybridni
konstrukt faktoru VIII,ktery byl vloZen do savciho expresniho

vektoru, vyhodné ReNeo, stabilné transformovan do bunék
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v kultufe, vvhodné bunék fetdlnich k¥ecCich ledvin,
a exprimovan. Hybridni faktor VIII byl testovan na
imunoreaktivitu, napf. s protildtkami anti-A2 v rutinnim

"Bethesda" testu nebo v testu s Cistou plazmou a chromogennim
substratem. "Bethesda jednotka" (BU) se uZivd jako standardni
méritko titru inhibitoru. Pokud neni "Bethesda  titr"
protilétek méritelny (<0,7 BU/mg IgG) u hybridniho
konstruktu, pak to znamené, Ze lidsky A2 epitop byl
eliminovan v daném Useku substituci odpovidajici prasedi
sekvenci. Epitop se postupné progresivné zuZuje, takiZe Jje
mozné stanovit specificky epifop A2, aby bylo moZné vytvofit
hybridni lidskou/prase¢i molekulu s co moZnd nejmendim
mnozstvim prasei sekvence. Jak je podrobné&ji dale popséano,
sekvence 25 aminokyselinovych zbytkﬁ odpovidajici sekvenci
Argd84-I1e508, ktera je kritickéa pro imunoreaktivitu
s inhibicnimi protildtkami, byla identifikovadna a nahrazena
v doméné A2. V této sekvenci je pouze 9 rozdild mezi lidskou
a praseci sekvenci faktoru VIII. Tento 1Usek lze déle
analyzovat a substituovat.

Lze také pripravit hybridni lidsky/prasedi faktor VIII,
ktery ma sniZenou neboc nulovou reaktivitu s inhibi&nimi
protildtkami, kde 3Jjsou substituce v doménadch Cl, C2 nebo
jinych, spolecné a nebo bez substituce v domén& A2. Epitop C2
lze napf. mapovat metodou skenovani homologllt v kombinaci
s mistné cilenou mutagenezi. Konkrétn& Je takovy postup
shodny nebo podobny postupu, ktery byl zde uZit pro substituce
v doméné A2, vcetné klonovani prasedi domény A2 pomoci RT-PCR
nebo vyhledévanim z cDNA knihovny praselich jater pomoci DNA
lidské C2 nebo jiné domény, vyuZiti restrikénich mist a/nebo
nasledné metody SOE k mapovani a soucasnému nahrazeni epitopt
domény C2 nebo jiné, substituce domény C2 nebo Jjiné

v (B-)faktoru VIII, inzerce do expresniho vektoru, Jjako je
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napf. pBluescript, exprese v buné&cné kultufe a rutinni testy
na imunoreaktivitu. Pro tvyto testy lze vyuZit reaktivitu C2
hybridniho faktoru VIII s C2-specifickém inhibitorem MR
(Scandella et al., Throm. Homeostasis 67: 665-671, 1992
a Lubin et al., 1994) a/nebo jiné C2-specifické protiléatky
pfipravené afinitni chromatografii.

Doména C2 obsahuje aminokyselinové zbytky 2173 az 2332
(sekvence id. &. 2). V tomto uUseku 154 aminokyselin je zfejmé
inhibiéni aktivita namifena na uUsek v délce 65 aminokyselin
mezi zbytky 2248 a 2312 (podle Shima, M. et al., Throimb.
Haemostas. 69: 240-246, 1993. = JestliZe Jsou lidska C2
a praseCi C2 sekvence faktoru VIII v tomto useku z 85 %
identické, jako Jje tomu v jinych funkéné aktivnich usecich
faktoru VIII, pak Je ptfibliZné 10 rozdilnych aminokyselin
mezi lidskou a praseci aminokyselinovou sekvenci C2 faktoru
VIII, které 1lze wvyuZit Jjako poCateéni cile ke konstrukci
hybridd se substitucemi v C2 sekvenci.

Je pravdépodobné, Ze klinicky vyznamné epiltopy faktoru
VIII jsou vazany na domény A2 a C2. Aviak byly identifikovany
i protilatky k jinym useklm (A1, A3, B nebo Cl) faktoru VIII,
jejichZ epitopy lze mapovat a eliminovat postupy popsanymi
v predklédaném vynalezu, aby se ziskaly molekuly
neantigenniho hybridniho lidského/praseciho faktoru VIII.

Konkrétné se napf. mlZe mapovat domnély druhy epitop
lehkého fetézce a/nebo jakykoliv dalSi epitop v kterékoliv
doméné lidského nebo zvifeciho faktoru VIII. Na pocatku se
provede stanoveni pritomnosti t¥etiho inhibitorového epitopu
v doménédch A2 nebo Cl nasledujicim postupem. UZitim lidské
(H) a prase¢i (p) aminokyselinové sekvence faktoru VIII
jakoZto modeld, se konstruovaly hybridy Alp-A2p-A3p-ClH-CZP
a Alp-A2p-A3H-Clp-C2p bez domén B. Inhibiéni IgG z plazmy asi

20 pacientd (Dr. Dorothea Scandella, Americky Cerveny kriZ),
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ktefi mé&li nizky nebo nedetekovatelny titr protilatek proti
prase&imu faktoru VIII, byl uZit v testu proti hybridam.
Pokud Jje tfeti epitop v doméné A3, 1inhibiéni IgG bude
reagovat s Alp-A2p-A3H-Clp-C2p ale nikoliv s Alp-A2p-A3p-ClH-
C2P hybridem. A naopak, pokud je treti epitop v deméné Cl,
inhibicéni IgG bude reagovat s Alp-A2p-A3p-ClH-C2P ale nikoliv
s Alp-A2p-A3H-Clp-C2p hybridem. Pokud se identifikuje tretil
epitop, charakterizuje se stejnym postupem Jjaky byl popséan
pro epitopy A2 a C2. Nap¥. protilatky specifické proti
epitopum domén Cl1 nebo A3 1lze izolovat =z celkového IgG
pacienta pomoci afinitni chromatografie s uZitim hybridd Alp-
A2p-A3p-ClH-C2P a Alp-A2p-A3H-Clp-C2p, a eliminaci c2
specifickych protilétek pruchodem Sepharose™
s rekombinantnim faktorem VIII. predpokléadany tfeti epitop Jje
pak identifikovidn pomoci konstruktli metodou SOE, kdy ve
vyhodném provedeni ¢&asti domén A3 nebo Cl1 lidského faktoru

VIII se systematicky nahrazuji praselimi sekvencemi.
Hybridni faktor VIII se sniZenou imunogenicitou

Molekula Je imundgenni, kdyZz miZe indukovat tvorbu
protildtek u Clovéka nebo zvifete. Predkladany vynalez
poskytuje prokoaguladni rekombinantni hybridni lidsky/zvirfeci
nebo zviteci/zvifeci faktor VIII, Thybridni ekvivalentni
faktor VIII nebo jejich fragmenty, které jsou méné imunogenni
ne?Z lidsky nebo prase&i faktor VIII divokého typu u clovéka
nebo zvirete, kde odpovidajici aminokyselinova sekvence,
ktera ma imunogenni aktivitu faktoru VIII jednoho
biologického druhu je nahrazena alespon Jednou specifickou
aminokyselinovou sekvenci obsahujici jednu nebo vice
jedined&nych aminokyselin faktoru VIII Jjiného druhu, nebo

aminokyselinovd sekvence lidského, zvifeciho nebo hybridniho

sen
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faktoru VIII je nahrazena alespofi jednou sekvencl obsahujicil
jednu nebo vice aminokyselin, kterd nem& Zadnou znamou
sekvenéni identitu se sekvenci faktoru VIII. Takovd hybridni
molekula se uZije ke sniZeni wvyskytu vyvoje 1inhibitoru
u &lovéka nebo zvifete a k léCeni deficience faktoru VIII,
a zvl1a3té vyhodné u pacientd s hemofilii dosud nelélenych. Ve
vyhodném provedeni hybridni faktor VIII obsahuje lidskou
aminokyselinovou sekvenci faktoru VIII, kde Jjeden nebo
né&kolik alaninovych zbytkd bylo uZito k nahrazeni lidské
aminokyselinové sekvence s imunogenni‘aktivitou, ¢imZz vznikla
prokoagulani rekombinantni hybridni molekula nebo Jeji
fragment, které majil snizZenou nebo nemaji Zadnou
imunogenicitu pro &lovéka nebo zvife.

Zde popsany postup mapovani epitopu a mutacni analyzy,
kombinovany se substituci neantigennich aminokyselinovych
sekvenci za antigenni v molekule faktoru VIII, wuZitim
hybridniho lidského/praseiho faktoru VIII, vede k pfipravé
hybridni molekuly s nizkou antigenicitou. Pomocl tohoto
modelu a souvisejicich postupt lze jakykecliv konstrukt zde
popsany zménit metodou mistné cilené mutageneze tak, Ze se
odstrani co moZinéd nejvét3li c¢ast funkéniho epitopu, aby se
sniZila moZnost imunitniho systému rozpoznat hybridni faktor
VIII, ¢imZ se niZli imunogenlicita.

Jednou z metod, kterd se miZe uzZit k dal3imu sniZeni
antigehicity a ke konstrukci méné& imunogennich hybridu
faktoru VIII je metoda alaninové skenovaci mutageneze, kterou
popsali Cunningham, B.C. et al., Science 244: 1081-1085,
1989, vybranych  specifickych aminokyselinovych  sekvenci
lidského, =zvifeciho nebo hybridniho faktoru VIII. Pri této
metode alaninové skenovaci mutageneze jsou vedlejsi
aminokyselinové fetézce, které jsou dle ptredpokladu soucasti

epitopu, nahrazeny alaninovymi zbytky pomoci mistné cilené



mutageneze. Srovnanim vazby protildtky na alaninové mutanty
a na protein divokého typu doveli stanovit relativni
ptispévek jednotlivych postrannich Fetézcu k vazebné
interakci. Alaninové’substituce jsou zvlaste uZite&né, nebot
ptispévky postrannich fetézct k vazbé protilatek jsou
eliminovany za f uhlikem, ale mna rozdil od substituce
glycinem konformace hlavniho fetézce Jje obvykle nezménéna.
Alaninova substituce nemé& Zadné hlavnil sterické, hydrofobni
nebo elektrostatické ucéinky, které Dby ovladaly protein-
proteinové interakce.

V proteinovych interakcich antigen-protildtka je obvykle
15 az 20 postrannich Feté&zcn antigenu v kontaktu
s protilédtkou. Interakce postrannich fetézcl, na rozdil od
interakci vedlejSich £fetézcd, Jsou pro interakce protein-
protein dominantni. Na zdkladé nedavnych studii se
pfedpokléddéd, Ze pouze nékolik médlo (3 aZ 5) z téchto
interakci postrannich fetézcl pfispiva k vétsSiné vazebné
energie (viz Clackson, T. et al., Science 267: 383-38¢,
1995). Rozsdhld analyza epitoplt ristovych hormond pro nékolik
my3ich monoklonadlnich protilatek ukézala nésledujici
hierarchii prfispévkll postrannich fetézcl k celkové vazebné
energii: Arg > Pro > Glu - Asp - Phe - Ile, pficemZ Trp, Ala,
Gly a Cys nebyly testovany (Jin, L. et al., J. Mol. Biol.
226: 851-365). Vysledky s epitopem A2 popsané v predkladaném
vynalezu jsou v souladu s timto zjidté&nim, nebot dvanact z 25
zbytkl v segmentu 484-508 A2 obsahuje tyto postranni Fetézce
(viz tabulka 1). |

Z318téni, Ze urcCité aminokyselinové zbytky Jjsou zvlasteé
dobfe rozpozndvany protilatkami, ukazuje, Ze odstranéni
téchto zbytkd ze zndmého epitopu mhZe sniZit schopnost
imunitniho systému rozpoznavat tyto epitopy, tj. ucinl danou

molekulu méné imunqgenni. V pripadé epitopu A2 lze imunogenni
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zbytky nahradit, aniZ by doSlo ke ztraté koagulac¢ni aktivity.
Tak naprt. v HPS je Argd484 nahrazen Ser, Pro485 je nahrazen
Ala, Argd489 je nahrazen Gly, Pro492 je nahrazen Leu a Pheb0l1
je nahrazen Met. A dale vysledky ziskané s ©plazmou pacientu
pouZitou k testovani imunoreaktivity hybridnich konstruktu
lidskych/prasecich faktorad VIII popisované v pfikladu 8,
ukazuii, Ze protilatky z rlznych pacientl rozpoznadvajl stejny
nebo velmi podobny strukturni Gsek domény A2 a Ze
aminokyselinové zbytky domény A2 podilejici se na na vazbé A2
inhibitord vykazuji minimdlni proménlivost. TakZe A2 epitop
obsaZeny v useku lidského faktoru VIII 434-508 je
imunodominantni epitop v tom smysluy, Ze Jje rozpoznavan
imunitnim systémem lépe neZz 7Jjiné strukturni useky faktoru
VIII. Nahrazeni této struktury neantigenni sekvenci faktoru
VIII z jiného biologického druhu nebc aminokyselinovou
sekvenci odlidnou od sekvence faktoru VIII p¥i soucasném
zachovani plné koagulacni aktivity, vede ke Zmene
rozpoznavani hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho
faktoru VIII imunitnim systémem.

M& se za to, Ze mistné cilend mutageneze pro nahradu
velkych a/nebo nabitych aminokyselinovych zbytkd, které
prevladaji v epitopech, malymi neutralnimi postrannimi
fetézci (napf. alaninem) vede ke wvzniku méné imunogennich
Usekll. Ocekdvd se, Ze molekuly obsahujici nékolik takovych
substituci v kaZdém vyznamném inhibicénim epitopu budou
obtiZné rozpoznatelné imunitnim systémem, nebot nebudou
pasovat do mechanismu zamku a klice, ktery Jje typicky pro
tento druh interakci antigen-protilédtka. Vzhledem k Jejich
nizké antigenicité takové hybridni molekuly Jsou wuZitecné
k 1léCeni deficience faktoru VIII u pacientud s inhibitory,
a vzhledem k jejich nizké imunogenicité jsou uZitecné

k léCeni dfive nelécenych pacientd s hemofili A.
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Obecnym vysledkem Jje, Ze néhrada jednqho z klicovych
zbytkll je dostatelnd ke sniZeni vazebné konstanty pro danou
protein-proteinovou interakci o nékolik Ffada. TakZe Je
pravdépodobné, Ze vSechny epitopy faktoru VIII obsahuji
omezeny poclet aminokyselin, které jsou kritické pro to, aby
se vyvinuly inhibitory. Pro kaidy epitop faktoru VIII nahrada
alesponnl  Jjedné sekvence obsahujici jednu nebo nékolik
specifickych aminokyselin majici imunogenni aktivitu
alaninem, mbZe poskytnout aktivni molekulu, ktera je méné
imunogenni neZ faktor VIII divokého typu. Ve vyhodném
provedeni vynalezu je faktor VIII bez domény B.

Zpusob pPipravy aktivniho rekombinantniho hybridniho
nebo ekvivalentniho hybridniho  faktoru VIII substituci
aminokyselin s malou nebo nulovou imunogenni aktivitou za
ptvodni aminokyselinové sekvence faktoru VIII, pfi kterych se
uZivé hybridni lidsky/praseci faktor VIII se substitucil
aminokyselin v doméné A2, je popsan dale jako Jeden
z pFikladlt provedeni ptfedkladaného vynélezu. Usek 484-508
lidského faktoru VIII obsahuje 25 aminokyselinovych zbytkl.
Mistné cilené mutageneze lze uZit k tomu, Ze se kaidy
z téchto zbytkl nahradi kteroukoliv ~ z ostatnich 19
aminokyselin v celkovém poctu 475 mutant. Kromé toho se mohou
konstruovat také mutantni molekuly obsahujicl vice neZ jednu
mutaci.

Hybridni konstrukty se pak testujli na antigenicitu
méfenim vazebné konstanty pro inhibiéni protilatky, Jjak
popsali- Friguet et al., J. Immuncl. Methods 77: 305-319,
1985. Ve vyvhodném provedeni vyndlezu Jje hodnota vazebné
konstanty sniZena nejméné o tri fady, coZ by vedlo ke sniZeni
Bethesda titru na klinicky nevyznamnou hladinu. Napt.
ICsy (hrubé méfitko vazebné konstanty) inhibice pro A2

protilatky byla sniZena u hybridniho konstruktu
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lidského/prasec¢ihc faktoru VIII HP2, HP4, HPS, HP7 a HP9,
které Jjsou popsany v pfikladu 8, a to bylo spojeno se
sniZenim Bethesda titru na neméfitelnou hladinu. Lze
pfedpokladat, Ze napf. dvojitéd nebo trojitd alaninova mutanta
lidského faktoru VIII (napf. trojité mutanta.lidského faktoru
VIII Argd434 — Ala, Arg489 — Rla, Phe501 — Ala) poskytne
mclekulu s dostatedné nizkou antigenicitou pro terapeutickeée
pouZziti. Podobné mutace lze provést v epitopu C2 a také
v ptedpoklédaném tfetim epitopu. Vyhodné provedenl vynalezu
obsahuje dvé nebo t¥i alaninové substituce ve dvou nebo tfech
epitopech faktoru VIII. Lze také provést daldl substituce
v téchto dvou usecich.

Ve  vyhodném  provedeni vynadlezu Dbyl identifikovan
hybridni ekvivalentni faktor VIII, ktery Je méné antigenni
a/nebo imunogenni pro ¢&lovéka a zvife neZ lidsky nebo praseci
faktor VIII. Takovy hybridni ekvivalentni konstrukt se
testuje na zvifatech, zda m& sniZenou antigenicitu a/nebo
imunogenicitu. Jako zvifeci modely lze uZit napf. kraliky,
prasata, psy, my3i, primadty a jiné savce, a to jak kontroly
tak zvitata s deficienci faktoru VIII. Podle jednoho
experimentialniho protokeolu se hybridni nebo ekvivalentni
hybridni faktor VIII podavad systematicky po dobu 3Sesti mésicu
aZz Jjednoho roku zvifeti, vyhodné intravendznimi infuzemi
a v davce 5 az 50 Jednotek/kg (U/kg) télesné hmotnosti,
vyhodné 10 aZ 50 U/kg a nejvyhodnéji 40 U/kg télesné
hmotnosti. Protildtky se mé&ri ve vzorcich plazmy odebrané
v intervalech po infuzi po dobu testovani rutinnimi metodami
jako je imunotest a Bethesda test. Ve vzorcich se take meéri
koagulacni aktivita rutinnim postupem, napf. Jednofazovym
kocagulac¢nim testem.

Hybridni ekvivalentni molekuly faktoru VIII se testuji

na Clovéku, zda maji  sniZenou antigenicitu  a/nebo
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imunogenicitu, a to alesponl ve dvou typech klinickych testu.
V jenom typu klinického testu, ktery Je navrzen ke stanoveni
toho, zda je hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII
imunoreaktivni s inhibi&nimi protilatkami, se podavé hybridni
nebo hybridni ekvivalentni faktor VIII, vyhodné intravendzni
infuzi, pribliZn& 25 pacientim s deficienci faktoru VIII,
ktefi maji plky proti faktoru VIII, které inhibujil koagulacni
aktivitu terapeutického lidského nebo praseciho faktoru VIII.
Davka hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII
je 5 aZ 50 jednotek/kg (U/kg) t&lesné hmotnosti, vyhodné 10
a? 50 U/kg a nejvyhodn&ji 40 U/kg télesné hmotnosti.
Pf¥ibliZn& 1 hodinu po kaZdém podani se mé&ri obnova faktoru
VIII ve vzorcich krve jednofazovym koagulaénim testem. Vzorky
se odebiraji znovu pribliZné 5 hodin po inftzi a znovu se
méFi obnova. Celkova obnova a rychlost ubytku faktoru VIII ze
vzorkdl slou?i k predikci titru protildtek a inhibicni
aktivity. KdyZ je titr protildtek vysoky, obnova faktoru VIII
je obvykle nemé&fitelnd. Vysledky obnovy se srovnavajil
s obnovou u pacientli, ktefi jsou léceni lidskym faktorem VIII
ziskanym =z plazmy, rekombinantnim lidskym faktorem VIII,
prasecim faktorem VIII a daldimi obecné uZzivanymi
terapeutickymi formami faktoru VIII nebo nahraZkami faktoru
VIII. '

Ve druhém typu klinickych testl, které jsou navrZeny ke
zj13téni, zda je hybridni nebo ekvivalentni hybridnl faktor
VIII imunogenni, tj. zda se proti faktoru VIII u pacienta
vytvori inhibi&ni protilatky, hybridni nebo ekvivalentni
hybridni faktor VIII se podavéa, Jjak bylo JiZ popsano,
pfiblizné 100 dosud nelécenych pacientu s hemofilii,
u kterych se nevyvinuly protilatky proti faktoru VIII. Léceni
se provadi pfibliZné& jednou za dva tydny po dobu 6 mésica az

jednoho roku. V intervalech 1 aZ 3 mésicl se odebiraji vzorky
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krve a provadi se Bethesda test a dal3i testy ke stanoveni
pfitomnosti inhibi&nich protilatek. Také se po kaidé infuzi
miiZe provést test obnovy faktoru VIII, Jjak bylo jiz vySe
popsano. Vysledky se porovnavaji u hemofilickych pacientu,
kte¥i dostali faktor VIII ziskany =z plazmy, rekombinantni
lidsky faktor VIII, prase¢i faktor VIII nebo Jinou obecné
uZivanou terapeutickou formu faktoru VIII nebo nahraZku

faktoru VIII.

P¥iprava hybridniho faktoru VIII uZitim aminokyselinové
sekvence lidského a sav&iho, jiného neZ lidského a praseciho,

faktoru VIII

Stejné metody, Jjaké byly uZity k pfipraveé hybridniho
lidského/praseciho faktoru VIII substitucil specifickych
aminokyselin se uziji také k pfipraveé rekombinantniho
hybridniho lidského/sav&iho Jjiného neZ lidského a praseciho
faktoru VIII nebo zvifeciho/zvifeciho faktoru VIII, ktery ma
ve srovnani s lidskym nebo prasedim faktorem VIII, zménénou
nebo stejnou koaguladni aktivitu a/nebo stejnou nebo
sniZenou imunoreaktivitu a/nebo imunogenicitu, a to na
zdkladé substituce jedné nebo vice aminokyselin v doméné AZ,
C2 nebo jini doméneé.

Podobnéd srovnani aminokyselinové sekvencéni identity se
provedou pro lidsk&d a savil jiny neZ lidsky a prasecli protein
faktoru VIII, aby se stanovily aminokyselinové sekvence, ve
kterych spo&iva prokoagulaéni aktivita, anti-A2 a anti-CZ
imunoreaktvita a/nebo imunogenicita nebo imunoreaktivita
a/nebo imunogenicita jinych domén. Podobné metody se uZijil
k pfipravé hybridniho lidského/sav&iho jiného neZ lidskeho
praseiho faktoru VIII. Jak bylo jiZ popséno vySe, funkini

analyza hybridd umoZni odhalit ty, které. majil sniZenou
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reaktivitu s inhibi&nimi protilétkami a/nebo sniZenou
imunogenicitu a/nebo zvy3enou koagulacni aktivitu, a sekvence
se mohou déle podrobné&ji analyzovat pomoci bodovych mutaci.

Tak nap?f. vy3e popsanym postupem lze pfipravit hybridni
lidsky/my3i faktor VIII. Srovnédni a pfifazeni aminokyselin
lidské domény A2 (sekvence id. &. 2) a mysi A2 (sekvence id.
&. 6) Jje ukédzdno na obr. 1C. Jak popsali Elder et al.,
protein faktoru VIII kdédovany my$i cDNA (sekvence id. C. 5)
obsahuje 2319 aminokyselinovych zbytkl se 74% sekvenéni
identitou s lidskou sekvenci (sekvence id. ¢&. 2) v celém
rozsahu sekvence (87 % identita pfi vyloucenl domény B) a Je
o) 32 aminokyselin kratsi nez lidsky faktor VIII.
Aminokyselinové sekvence mys5i domény A a C Jsou vysoce
konzervativni (sekvence id. &. 6) s 84% a 93% sekvendni
identitou s lidskou sekvenci (sekvence 1id. ¢&. 2), zatimco
doména B a dvé kratké kyselé domény maji 42% a 70 %
sekvenéni identitu. Specificky mySi aminokyselinoveé sekvence
Al, A2 a A3 (sekvence id. &. 6) Jjsou v 85%, 85% a 90 %
identické s odpovidajici 1lidskou sekvenci (sekvence id. ¢.
2). My3i aminokyselinové sekvence Cl a C2 jsou v 93 a 84 %
identické s odpovidajici lidskou sekvenci. V predikované
aminokyselinové sekvenci myS$iho faktoru VIII (sekvence id.
c. 6), kdyZ se uZije 1dentita aminokyselin pro ucely
Cislovani, Jscu domény Al, A2 a A3 homologni
s aminokyselinami 1-372, 373-740 a 1690~2032 sekvence
lidského faktoru VIII. ‘ '

Sté&pné misto trombinu/faktoru Xa a vSechna ostatni kromé
3tépného mista aktivovaného proteinu C jsou zachovana v mysSim
faktoru VIII. Také tyrosinovy zbytek  pro vazbu  von
Willebrandova faktoru je zachovan.

Podle Eldera et al. nukleotidova sekvence my3iho faktoru

VIII (sekvence id. ¢. 5) obsahuje 7519 bazli a ma 67%
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sekvencni identitu v celém rozsahu sekvence s lidskou
nukleotidovou sekvenci (sekvence id. ¢. 1). Mysi kédujici
sekvence velikosti 6957 part bazi m& 82% sekvencni identitu
s kédujici sekvenci velikosti 7053 péaru bazi lidského faktoru
VIII. Pokud se ze srovnani vynecha doména B,‘pak Je zde 8383
nukleotidové sekvencni identita.

Elder et al. popsali, Ze lidsky a mysSi maji celkovou
identitu 74 % a Ze 95 % zbytk& v lidské sekvenci, které,
jsou-1i zméné&ny, zpusobujl hemofilii, Je zachovéno v mysi
sekvenci. Tyto udaje podporuji wvyuZiti stejnych postupu,
které byly pouZity k identifikaci aminokyselinové sekvence
s koagulacdni aktivitou a/nebo imunoreaktivitou k protilatkém
u prasediho faktoru VIII, také u faktoru VIII my$i a jinych
zvifat ke stanovenl obdobnych aminokyselinovych sekvenci

a ptripravé hybridnich molekul.

Pfiprava hybridniho faktoru VIII se sniZenou kEZilZovou
reaktivitou uzZitim aminokyselinové sekvence lidského
a savCiho Jjiného neZ lidského a praseciho faktoru VIII

a aminokyselinové sekvence odlisSné od sekvence faktoru VIII

Praseci faktor VIII se uziva klinicky k léceni
deficience faktoru VIII u pacientl, ktefi maji inhibicni
protilatky proti faktoru VIII. KriZova reaktivita, kterou
lidskd plazma reaguje s praselim faktorem VIII, muZe byt
sniZena pfipravou hybridniho lidského a savciho Jiného neZ
lidského a praseciho faktoru VIII nebo ekvivalentniho
hybridniho faktoru VIII. Ve vyhodném provedenl vynalezu se
provadi stanoveni, zda inhibitor specificky proti lidske
doméné& A2, C2 nebo jiné reaguje se savcim jinym neZ lidskym
a prasecim faktorem VIIi, a sice pomoci rutinniho Bethesda

festu a plazmy jiného savce jaké standardu. Titry inhibitoru
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se meri obvykle v plazmé, takZe purifikovany faktor VIII
jiného savce neni nutny. Pokud inhibitory nereaguji
s faktorem VIII jiného savce, napf. my3im faktorem VIII,
jehoZ sekvence je zndmd, je moZné uZit sekvence jiného savce
k nahrazeni sekvenci v uUseku epitopu prasediho faktoru VIII,
ktery byl identifikovan u lidskych/prasecich hybrida. Jakmile
je Jednou zvifeci sekvence znama, je moZné uZit metodu mistné
cilené mutagenéze, napf. oligonukleotidem =zprostfedkované
mutageneze Jjak Dbylo popsédno Vv préaci Kunkel, T.A. et al.,
Meth. Enzymol. 204: 125-139, k ptipravé hybridniho
praseCiho/zvifeciho faktoru VIII. Pokud Jje plazma jiného
zvifete méné reaktivni s A2, C2 inhibitory nebo Jinvmi
inhibitory faktoru VIII neZ my3i nebo prase&i faktor VIII,
zvifecl sekvence odpovidajici prasedimu epitopu mlZe byt
urcena rutinnim postupem, jako napf. RT-PCR a hybridni
lidsky/zviteci nebo praseci/zvifeci faktor VIII lze
zkonstruovat mistné cilenou mutagenezi. Lze také pfipravit
hybridni lidsky/zvifeci nebo prasei/sav&i jiny neZ prasedi
faktor VIII, ktery m& sniZenou kfiZovou reaktivitu s lidskou
plazmou ve srovndni s prase&im faktorem VIII, kde je
aminokyselinovéd sekvence nahrazena odpovidajici sekvenci
Jednoho nebo nékolika zvifat. V dal3im provedeni vynalezu je
moZné sniZit k¥iZovou reaktivitu tim, Ze se sekvence
praseCiho epitopu nahradi aminokyselinovou sekvenci, ktera
nema Zadnou zndmou identitu s faktorem VIII, vyhodné
alaninovymi zbytky metodou alaninové skenovaci mutageneze.

Pro identifikaci klinicky vyznamnych epitopu jsou
exprimovany molekuly rekombinantniho hybridniho faktoru VIII,
které maji menSi nebo stejnou k¥iZovou reaktivitu ve srovnani
s praseCim faktorem VIII, kdyZ se testuji in vitro proti celé
fadé vzorkll plazmy s inhibitory. Vyhodné& jsou tyto molekuly

kombinované hybridy A2/cCz2, kde je imunoreaktivni
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aminokyselinovd sekvence v téchto doménach nahrazena doménou
jiného savce. Lze provést dal3i mutagenezi téchto usekl, aby
se snizila k¥iZovad reaktivita. SniZend kfiZova reaktivita,
ackoliv je Zadouci, neni nutnym poZadavkem u produktu, ktery
je vyhodné&jsi neZ soulasny existujici koncentrat praseciho
faktoru VIII, ktery m& vedlejsi uc¢inky diky kontaminaci
prasedimi protedzami a mOZe zpusobovat neZadouci ucinky diky
imunogenicité sekvenci praseciho faktoru VIII. Hybridni
lidsky/savéi nebo praseci/savéi faktor VIII neobsahuje
clizorodé praseli proteiny. Kromé toho, extenzivnl  mapovani
epitopi dokoncené u praseci domény A2 ukazalo, Ze vice nei
95 % sekvence terapeutického hybridniho 1lidského/praseciho

faktoru VIII je lidského pavodu.
Pfiprava ekvivalentl hybridniho faktoru VIII

Metody substituci aminokyselin ve faktoru VIII popsané
zde a v pfrikladech lze uZit k pfipravé ekvivalentnich molekul
prokoagulacniho rekombinantniho hybridniho faktoru VIII nebo
jejich fragment, kde alespon Jjedna specifickéa
aminokyselinova sekvence obsahujici antigenni a/nebo
imunogenni misto v lidském, zvifecim nebo hybridnim faktoru
VIII, byla nahrazena alespoil jednou aminckyselinovou sekvenci
obsahujici Jjednu nebo vice aminokyselin, kterd nemé& Zadnou
zndmou aminokyselinovou sekvencni identitu s faktorem VIII
("sekvenci odlisnou od faktoru VIII"). Vysledny ekvivalentni
aktivni hybridni faktor VIII mé& men3l nebo stejnou reaktivitu
s inhibic¢nimi protildtkami faktoru VIII a/nebo mensi
imunogenicitu pro &lovéka a zvifata neZ lidsky, zvifeci nebo
hybridni faktor VIII bez substituce.

K vhodnym aminokyselinovym sekvencim, které se mohou

uZit k nahrazeni sekvenci kritickych pro koagulaéni a/nebo
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antigenni a/nebo imunogenni aktivitu v lidském, zviFfecim
nebo hybridnim lidském/zvifecim faktoru VIII, aby se
pripravil hybridni ekvivalentni faktor VIII, patfi jakakoliv
aminokyselinova sekvence, ktera nema Z&dnou sekvencni
identitu se sekvenci 1lidského nebo zvifeciho faktoru VIII,
kterd mé& koagulacni,antigenni nebo imunogenni aktivitu. Ve
vyhodném provedeni se k nahrazeni uZije sekvence alaninovych
zbytkll 2 metoda alaninové skenovacl mutageneze.

K ekvivalentnim molekulém hybridniho faktoru VIII podle
vynédlezu patfi také molekuly, kde sekvencemi, které nemaji
74dnou znamou identitu se zvifecim faktorem VIII, Jsou
nahrazeny aminokyselinové sekvence, které nejsou kritické pro
koagulac¢ni, antigenni nebo imunogenni aktivitu.

Jak bylo jiz popséano vyse, v jednom  provedeni
ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII m& faktor VIII
sniZenou kfiZovou reaktivitu s plazmou. Bylyvidentifikovény
v k#¥iZové reagujicim faktoru VIII jeden a vice epitopl, které
byly nahrazeny aminokyselinovou sekvenci odli3nou od faktoru
VIII, vyhodné alaninovymi =zbytky, napf. metodou alaninové
skencvacl muateneze.

Ve vyhodném provedeni vynalezu byla pfipravena
ekvivalentni molekula prokoagulacniho rekombinantniho
hybridniho faktoru VIII, kde alesponl jedna sekvence
obsahujici Jjednu nebo vice aminokyselin obsahujicich epitop
a/nebo obsahujici jednu nebo vice aminokyselin obsahujicich
imunogenni misto, vyhodné lidského faktoru VIII, Je nahrazena
alespon Jjednou sekvenci obsahujici jednu nebo vice
aminokyselin, kterd nemd& Z&dnou znamou Sekvenéni identitu
s faktorem VIII, vyhodné sekvenci alaninovych zbytku.
Vysledny ekvivalentni hybridni faktor VIII nebo Jjeho fragment
m& sniZenou nebo nulovou imunoreaktivitu s inhibicénimi

protildtkami k faktoru VIII a/nebo sniZenou nebo nulovou

s s



imunogenicitu pro ¢lovéka nebo zvife. Zpusoby identifikace
specifické antigenni sekvence aminokyselin v doméné AZ
lidského faktord VIII Jjsou popsany Vv prikladech 7 a 8
a slouzi jako ptiklad 1identifikace antigennich sekvenci
v doméné& A2 nebo jinych doménédch lidského a zvireciho faktoru
VIII a uZiti metod mistné cilené mutageneze, Jjako Je
alaninové skenovaci mutageneze, k substituci aminokyselinové
sekvence odlisné od sekvence faktoru VIII.

JelikoZ 1lidsky epitop A2 byl zuZen na 25 aminokyselin,
jak Jje popséno v pfikladu 8, lze provést alaninovou skenovacil
mutagenezi na omezeném pocltu konstruktd hybridniho faktoru
VIII s lidskou aminokyselinovou sekvenci, aby se stanovilo,
které konstrukty  Thybridniho  faktoru VIII zaloZené na
substituci aminokyselin v A2 jsou prokoagulacni, nejsou
imunoreaktivni a/nebo imunogenni. V domén& A2 Jsou kandidaty
pro substituci v hybridnim konstrukxtu pro dosaZenl sniZene
imunogenicity a imunoreaktivity aminokyseliny Arg484, Pro48s,
Tyr487, Serd488, Arg4s89, Bro492, Vald95, Phe501 a 1I1e508.
Vazebnd afinita hybridnich konstruktl obsahujicich kaZdou
z téchto mutant s monoklondlni protildtkou mAB413 a panelem
IgG specifickych pro A2 z pacientl se stanovuje testem ELISA.
Kteradkoliv mutanta, kterad Jje aktivni a mé& vazebnou afinitu
k A2 inhibitortm niZ$i nejméné o 2 fady Jje kandidatem pro A2
substituci v molekule faktoru VIII. vyberou se konstrukty,
které maji vice neZ jednu mutaci na z&kladé predpokladu, :Ze
Cim vice je epitop zménén, tim méné je imunogenni. Je moZneg,
Ze jsou v Useku Arg484-I1e508 i dalsi zbvtky jako kandidati,
nebot zde mchou byt klicové zbytky epiltopu, teré Jjsou
spole&né pro lidsky a praseci faktor VIII. Tak napf. nabité
zbytky se Casto Gc¢astni protein-proteinovych interakci
a skutecné substituci Argd90 alaninem byl ziskéan

prokoagula&ni faktor VIII majici pouze 0,2% reaktivitu
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s inhibitory lidského faktoru VIII (viz tabulka VI). Podobné
nédhrada Lys493 alaninem je také kandidatem.

Tyto postupy se provedou také na epitopu CZ a na
predpokladaném tfetim epitopu, ktery zrejmé leZi v doméné A3
nebo Cl, a také na kterémkeocliv epitopu identifikovaném na
faktoru VIII, pro pfipravu hybridnich konstruktd faktoru

VIII.

Diagnostické testy

cDNA hybridniho lidského/zviteciho, zvifeciho/zviFeciho
nebo ekvivalentniho faktoru VIII a/nebo z ni exprimovany
protein, celek nebo ¢&&st, se mohou uZit jako diagnostickeé
¢inidlo v testech pro detekci inhibiénich protiléatek
k lidskému nebo =zvi¥ecimu faktoru VIII nebo hybridniho
lidského/zvifeciho nebo ekvivalentniho faktoru VIII
v substratech, jako Jjsou napf. vzorky séra a télnich tekutin
z pacientd, kte¥i trpi deficienci faktoru VIII. K témto

protilatkovym testlim pat¥i napf. ELISA test, imuncpfenos

ot

("immunoblot"), radioimunotest, 1imunodifuzni test a tes
biologické aktivity faktoru VIII, tj. koaguladni test.
Zpusoby ©pripravy reagencii a postupy téchto testd Jsou
odbornikim znadmy. tak napf¥. imunotest pro detekci inhibiénich
protilatek ve vzorku pacientova séra spocivé v reakci
testovaného vzorku s dostatecnym mnozstvim hybridniho
lidského/zviteciho faktoru VIII, ktery obsazhuje alespon jedno
antigenni misto, pf¥icemZ toto mnoZstvi je dostatecné k tomu,
7e se ve vzorku vytvori detekovatelny komplex s inhibicnimi
protilatkami. '
| Sondy z nukleovych kyselina nebo aminokyselin lze
pripravit z cDNA nebo pEislusSnych proteint hybridniho

lidského/prasediho, 1lidského/sav&iho -jiného neZ lidského



a prasediho, zvifeciho/zvifeciho nebo ekvivalentniho faktoru
VIII nebo jejich fragmentt. V nékterych provedenich
pfedkléddaného vynalezu se tyto sondy zna¢i uZitim barviv nebo
enzymaticky, fluorescendné nebo chemiluminiscenci nebo
radioaktivni znackou, které . jsou komercné dostupné.

Aminokyselinové sondy se uZivajl napf. pro screening séra

nebo jiné télesné tekutiny, pokud jsou v podezfeni
z pritomnosti inhibitort k lidskému, zvifecimu nebo
hybridnimu lidskému/zvifteci faktoru VIII. Lze tak

kvantifikovat hladiny inhibitort u pacientd s rovnat se
zdravymi kontrolnimi Jjedinci, coZ lze uZit napf. ke stanovenl
toho, zda pacient s deficienci faktoru VIII mGZe byt lécCen
hybridnim nebo ekvivalentnim hybridnim faktorem VIII. Sondy
cDNA se mohou uZit pro vyzkumné ucely ke screeningu DNA

knihoven.

Farmaceutické piipravky

Farmaceutické ptipravky obsahujici hybridni
lidsky/zvifeci, prase&i/savéi Jjiny neZ 1lidsky a praseci,
zviteci-1/zvifeci-2 nebo ekvivalentni faktor VIII, samotny
nebo v kombinaci s vhodnymi farmaceutickymi stabilizatory,
vehikuly a/nebo nosic¢i, jsou pfipravovany znamymi metodami,
napr. Jjak je popsal E.W. Martin v Remington’s Pharmaceutical
Sciences.

V jednom vyhodném provedeni vynédlezu vyhodnym nosicem
nebo vehikulem pro intravendzni infiuze je fyziologicky roztok
nebo fosfdtem pufrovany fyziologicky roztok.

V jiném vyhodném provedeni vynédlezu vhodnou stabilizacni
slouc¢eninou, vehikulem a nosiCem Jje napf. Jjiny lidsky nebo
zviteci protein, jako napf. albumin, pficemZ vynalez neni

omezen pouze na tento protein.
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Fosfolipidové vesikuly nebo liposomové suspenze Jjsou
také vyhodné farmaceuticky pfijatelné nosice nebo vehikula.
Lze Jje pripravit odbornikim zndmymi metodami a patfi Xk nim
napf. slouCeniny fosfytidylserin/fosfatidylcholin nebo Jiné
sloudeniny fosfolipidli nebo detergenti, které spolecné
proptj¢uji na povrch negativni naboj, jelikoZ se faktor VIII
vadZe na negativné nabité fosfolipidové membréany. Liposomy lze
pripravit rozpu$ténim vhodnych lipidua (jako je napt.
stearoylfosfatidyletanclamin, stearoylfosfatidylcholin,

arachidoylfosfatidylcholin nebo cholesterol) v anorganickem

rozpou3tédle, které se pak odpafi a zanecha tenky film

eoes

suchého lipidu na sté&né nédoby. Vodny roztok hybridniho.

faktoru VIII se pak pfidéd do nédoby a nadob se pak v ruce
ota¢i, aby se lipidovy materidl wuvolnil =ze stén néadoby
a dispergovaly se lipidové agregaty, cimZ se vytvofl suspenze
liposomui.

Hybridni faktor nebo hybridni ekvivalentni faktor VIII
se mlZe kombinovat s dalSimi vhodnymi stabilizujicimi
slouCeninami, vehikuly a/nebo nosic¢i, k nimZ patfi koagulacéni
faktor z&visly na vitaminu K, tkanovy faktor a von
Willebrandiv faktor (vWf) nebo jeho fragment, ktervy obsahuje
vazebné misto pro faktor VIII, a polysacharidy Jjako je napf.
sacharoza.

Hybridni nebo hybridni ekvivalentni faktor VIII 1ze

D¢
D

podavat také pomoci genové terapie stejné jako se muz
podavat lidsky faktor VIII, napf. pomocl retrovirovych
vektord. tento postup spolivad v inkorporaci cDNA faktoru VIII
do lidskych Dbunék, které se pak transplantuji pfimo
pacientovi s deficienci faktoru VIII nebo se vlozZi do
implantatu, ktery je propustny pro faktor VIII a nikoliv pro
butiky, ktery se pak implantuje pacientovi. Vyhodnym zpusobem

pfenosu je retrovirem zprostredkovany pfenos genu. Pl tomto



zpusobu se exogenni gen (napf. cDNA faktoru VIII) klonuje do
genomu modifikovaného retroviru. Gen je pak vloZen do genomu
hostitelské bunky mechanismem retrovirové integrace, kde Je
pak bunkou epxrimovan. Retrovirovy vektor je modifikovan tak,
Ze neprodukuje virus, ¢&imZ Jje <zabranéno virové infekci
hostitele. Obecné principy takové terapie Jsou odbornikum
znamy a Jjsou pfehledné popsany v odborné literatufe (viz
napf. Kohn, D.B., et al., Transfusion 29: 812-820, 1989).

Hybridni faktor VIII se mGZe uchovavat navazany na von
Willebrandav faktor (vWf), aby se zvy3il polc&as a doba
skladovatelnosti hybridni molekuly. kromé& toho lyofilizace
faktoru VIII mlZe zlepSit vytéZek aktivnich molekul
v pritomnosti vVvWE. Soucdasné zplsoby . skladovani lidského
a zvifeciho faktoru VIII uZivané komer&nimi dodavateli lze
uzit i k uskladnéni hybridniho faktoru VIII. K té&mto metodam
patrti napt. 1) lyofilizace faktoru VIII v Castecné
purifikovaném stavu, tj. jako tzv. koncentrdt faktoru VIII,
ktery se bez dal3i purifikace podava infuzi, 2) imunoafinitni
purifikace faktoru VIII Zimmermanovou metodou a lyofilizace
v pfitomnosti aibuminu, ktera stabilizuje faktor VIII
a 3) lyofilizace rekombinantniho faktoru VIII v pFitomnosti
albuminu.

Kromé toho faktor VIII je stabilni nekonec¢né& dlouho p¥i
4°C v roztoku obsahujicim 0,6M NaCl, 20mM MES a 5mM CaCl,,
pH 6,0, a také muZe byt uchovéavdn jako zmraZeny v tomto

pufru, kdy po roztati dochédzi k minimé&lni ztraté aktivity.
PouZiti faktoru VIII k léceni

Hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII se uZiva
k léceni nekontrolovatelného krvaceni v disledku deficience

faktoru VIII (napf. intraartikuldrniho, intrakraniadlniho nebo



gastrointestinadlniho krvéaceni) wu hemofilikd s inhibicnimi
protildtkami nebo bez nich a u pacientd se ziskanou
deficienci faktoru VIII po rozvinuti inhibié&nich protiléatek.
Aktivnl materidly jsou vyhodné podévany intravendznée.

Kromé& toho hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor
VIII mbtZe byt podavan transplantaci geneticky upravenych
bun&k, které produkuji hybridni faktor VIII, nebo implantaci
zatizeni, které obsahuje takové bunky, jak jiZ bylo zminéno.

Ve vyhodném provedeni vynalezu farmaceutické pFfipravky
obsahujici hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII
samotny nebo v kombinaci se stabilizdtory, vehikuly a/nebo
nosiéi, Jjsou podavany pacientovi intravendzni infuzi stejnym
zplsobem, jaky se uZivé k infuzi lidského faktoru VIII.

Davky pfipravku hybridniho nebo ekvivalentniho
hybridniho faktoru VIII, které je tfeba podévat pacientovi,
ktery takové 1éCeni potfebuje, kolisaji v zavislosti na
zavaZznosti deficience faktoru VIII. Obecné je frekvence,
trvdni a velikost d&avky nastavena v souladu se zé&vaznosti
a trvanim krvéacivé episody kaZdého pacienta. TudiZ hybridni
nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII Je pfitomen ve
farmaceuticky pfijatelném nosic¢i, vehikulu nebo stabilizatoru
v mnoZzstvi dostatecném k tomu, aby pacientovi bylo podéano
terapeuticky ucinné mnoZstvi hybridniho faktbru VIII
k zastaveni krvaceni, jak je méfeno standardnimi koagulacnimi
testy.

Faktor VIII Jje klasicky definovédn jako létka pritomna
v krevni plazmé, kterd napravuje defekt koagulace v plazmé
jedince S hemofilii A. Koagulacni aktivita in vitro
purifikovanych a cé&stecné purifikovanych forem faktoru VIII
se uZivad k vypoltu davek pro infuze pacientim a Je
spolehlivym indikatorem aktivity obnovené v plazmé pacienta

a napravy Jjeho krvaceni iIn vivo. Nebyly popsany Zadné rozpory
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mezi standardnimi testy novych molekul faktoru VIII in vitro
a jejich chovanim pfi influzich na psim modelu nebo u 1lidi
(viz Lusher J.M. et al., New England J. med. 328: 453-459,
Pittman, D.D. et al., Blood 79: 389-3397, 1992 a Brinkhous
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8752-8755, 1983).
Obvykle plazmatické hladina faktoru VIII, ktere je tfeba
dosadhnout u pacienta podavénim hybridniho nebo hybridniho
ekvivalentniho faktoru VIII, Jje v rozmezi 30 aZ 100 =
normalni hodnoty. Pfi vvhodném zpusobu podavani hybridniho
nebo hybridniho ekvivalentniho faktoru VIII se pfipravek
podava intravenézné ve vyhodné davce 5 aZ 50 Jjednotek/kg
télesné hmotnosti, vyhodnéji lO_ai 50 a nejvvhodnéji 20 aZ
40 jednotek/kg té&lesné hmotnosti, s frekvenci 8 aZ 24 hodin
(u siln& postiZenych hemofilikd) a délkou trvani léceni 1 ai
10 dn@l nebo aZ do zastaveni krvéceni (viz napf. Roberts H.R.
a M.R. Jones, "Hemophilia and related conditions - Congenital
Deficinces of Prothrombin (Factor II, Factor IV and Factors
VII to XII)", kapitola 153, S. 1453-1474, 1460, v:
Hematology, Williams, W.J. et al. (ed.), 1990). Pacienti
s inhibié&nimi protilatkami vyzZaduji vyssi davky hybridniho
nebo ekvivalentniho hybridniho faktoru VIII nebo pacienti
vyZaduji méné& hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho
faktoru VIII wvzhledem k jeho vy$3i specifické aktivité ve
srovnani s lidskym faktorem VIII nebo sniZené reaktivité
s protilatkami nebo sniZené imunogenicité. Stejné Jako pfi
léceni lidskym nebo prasecim faktorenm VIII, mnoZzstvi
hybridniho nebo ekvivalentniho hybridniho  faktoru VIII
podévané = infuzi je urceno na zdklade jednofé&zového
koagulacniho testu a ve vybranych pfipadech se urll obnova
in vivo mé&fenim faktoru VIII v plazm& paclenta po infuzi.
Je tfeba mit na zfeteli, Ze pro kaZdého jednotlivého pacienta

je tfeba stanovit specificky davkovaci reZim na zakladé jeho
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individuédlni potfeby a dle profesiondlniho usudku

ktery podadvad nebo dohliZi na podé&vani pfipravku,

odbornika,

a tedy Ze

koncentrace uvedené zde slouZi Jen 3jako pfiklady a nijak

neomezujil pouZitl pripravku podle pfedkladaného vynédlezu.

Léceni mizZe mit formu podéavani jednotlivych

intravendéznich dé&vek prfipravku nebo periodic

kych  nebo

souvislych podadvani po ur&ité delsi obdobil v zavislosti na

potfebé. Alternativné hybridni nebo hybridni rekombinantni

faktor VIII mtZe byt podédvén subkutidnné nebo
pomoci liposomd v jedné nebo nékolika déavkéach
Casovych intervalech.

Hybridni nebo hybridni rekombinantni faktor
byt uzit také k léceni nekontrolovatelného
zplUsobeného deficitem faktoru VIII u hemofilikl, u
vyvinuly protilatky proti lidskému faktoru VIII.
pfipadé koagulac¢ni aktivita vysSi neZ koagulacn
lidského nebo zvifeciho faktoru VIII neni nutné.
aktivita 1 niZs3i neZ koagulacéni aktivita lidské
VIII (tj. men3i neZ 3000 jednotek/mg) Je uZite

nedoché&zi k jeji neutralizaci v plazmé pacienta.

peroralné

v riznych

VIII mlZe
krvaceni
kterych se
V takovém
i aktivita
Koagulacni
ho faktoru

¢na, pokud

Hybridni nebo ekvivalentni hybridni faktor VIII

a zpusoby Jjeho 1izolace, charakterizace, pfipravy

a pouzZiti

dosud jen obecné popisované jsou pro lep3i pochopeni déale

popsany formou pfikladd, které vsak pfedmét vyndlezu nijak

neomezuji.
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Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Test praseciho faktoru VIII d hybridniho praseciho/lidského

faktoru VIII

Praseéi faktor VIII mé& na =zakladé specifické aktivity
molekuly vét$i koaguladéni aktivitu neZ 1lidsky <faxtor VIIIL.
Tvto vysledky Jjsou ukdzédny v tabulce III v prikladu 4. Tento
zavér je zaloZen na pouZiti pfisludnvych standardnich kfivek,
které umoZfiujli pfimé srovnani lidského a praseciho faktoru
VIII. Koagulacéni testy Jjsou zaloZeny na schopnosti faktoru
VIII zkratit dobu sréazZlivosti plazmy pochazejici od pacienta
s hemofilii A. Byly pouZity dva typy testll: Jjednostupiiovy
a dvoustupiiovy test.

V jednostuptiovém testu se 0,1 mwml plazmy od pacienta
s hemofilii A (George King Biomedical, Inc.) inkubovalo
5 minut ve 37 °C ve vodni 1lazni s 0,1 ml reagencie pro
aktivovany parcidlni tromboplastinovy test (APTT) (Organon
Teknika) a 0,01 ml vzorku nebo standardu, ktery se skléadal
z naredéné citratové normélni lidské plazmy. Po inkubaci bylo
pfidadno 0,1 ml 20mM CaCl,, a vizudlné se urcoval ¢&as vzniku
fibrinové sraZeniny.

Jednotka faktoru VIII Jje definovana Jako mnoistvi
pfitomné v 1 ml citradtové normalni lidské plazmy. Aktivita
praseciho a lidského faktoru VIII se srovnavala pfimo pril
pouZiti 1lidské plazmy Jjako standardu. Redéni plazmatického
standardu nebo purifikovanych proteinu se provadélo
0,15M NaCl, 0,02M HEPES, pH 7,4. Standardni kfivka se
konstruovala na =zakladé 3 nebo 4 Ffedéni plazmy, nejvyssi

fedéni bylo 1/50, vynesenim log,o koagulac¢niho casu do grafu
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proti logio koncentraci v plazmé&, coZ vedlo k vytvofeni
linedrniho grafu. Jednotky faktoru VIII v neznamém vzorku se
urcovaly interpolaci z této standardni krivky.

Jednostupfiovy test spolivd v endogenni aktivaci faktoru
VIII prostfednictvim aktivatord tvofenych v plazmé hemofilika
A, zatimco dvoustuptiovy test méfi prokoagulacni aktivitu
predem aktivovaného faktoru VIII. Ve dvoustupiovém testu jsou
vzorky obsahujici faktor VIII, ktery reagoval s trombinem,
pridany ke smési aktivovaného parciélniho tromboplastinu
a lidské plazmy hemofilika A, kteréd byla pfedem inkubovéna
5 minut ve 37 °C. Vysledné koagulac¢ni casy pak Dbyly
konvertovany na Jednotky/ml na zakladé stejné lidské
standardni kfivky popsanée vyse. Relativni aktivita ve
‘dvoustuptiovém testu byla vys$Si neZ v jednostupriovém, protoZe

faktor VIII byl pfedem aktivovan.

Priklad 2

Charakteristika funké&ni odliSnosti mezi 1lidskym a prasecim

faktorem VIII

Izolace ©praseciho a z lidské plazmy pochéazejiciho
faktoru VIII a lidského rekombinantniho faktoru VIII byla
v literatufe popséna v praci autoru (Fulcher, C.A. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 1648-1652, 1982, Toole
et al., Nature, 312, 342-347, 1984, (Genetics Institute),
Gitschier et al., Nature, 312, 326-330, 1984, (Genentech),
Wood et al., Nature, 312, 330-337, 1984, (Genentech), Vehar
et al., Nature, 312, 337-342, 1984, (Genentech), Fass et al.,
Blood, 59, 594, 1982, Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 93, 5939-5942, 1986). To se mlZe provadeét  nékolika
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zpusoby. Co se tyle sloZeni podjednotek, vSechny tyto izolace
jsou podobné, pfestoZe Jje ve stabilité mezi lidskym
a praselim faktorem VIII funkZéni rozdil.

Pro srovnani lidského rekombinantniho a ©praseciho
faktoru VIII byly prepardty vysoce purifikovaného lidského
rekombinantniheo faktoru VIII (Cutter Laboratories, Berkeley,
CA) a prasecCiho faktoru VIII (imunologicky purifikovaného
tak, Jjak Jje popsédno v praci Fass et al., Blood, 59, 594,
1982) podrobeny analyze vysokotlakou kapalinovou
chromatografii (HPLC) na iontoménicové koloné (Pharmacia,
Inc.) Mono Q™ (Pharmacia-LKB, Piscataway, NJ). UZelem kroku
na HPLC Mono Q™ byla eliminace men3ich nelistot pfi zméné
pufru specifického pro lidsky a praseci faktor VIII na
spolec¢ny pufr pro ucely srovnavani. Zkumavky obsahujici 1000
az 2000 jednotek faktoru VIII byly rekonstitucovany 5 ml H:0.
Pak byl p¥idén HEPES (2M, pH 7,4) do findlni koncentrace
0,02 M. Faktor VIII byl pak nanesen na kolonu Mono Q™ HR 5/5
ekvilibrovanou 0,15M NaCl, 0,02 HEPES, 5mM CaCl,, pH 7,4,
(pufr A plus 0,15M NaCl), promyt 10 ml pufru A + 0,15M NaCl
a eluovan 20 ml linedrnim gradientem 0,15M aZ 0,90M NaCl
v pufru A p¥i rychlosti prutoku 1 ml/minutu.

Pro srovnavani faktoru VIII pochéazejiciho z lidské
plazmy (purifikovaného prostfednictvim  Mono o™ HPLC)
a praseéiho faktoru VIII, purifikovaného imuncafinitné, byl
faktor VIII pochédzejici z praseci plazmy naredén 1:4 s 0,04M
HEPES, 5mM CaCl;, 0,01% Tween-80, pH 7,4, a podroben Mono Q™
HPLC ve stejnych podminkdch, jak Jjsou popsané v predchozim
odstavci pro lidsky faktor VIII. Tyto ©postupy 1zolace
lidského & prase¢iho faktoru VIII jsou pro odbornika
standardnimi postupy.

Frakce z kolon byly testovany na aktivitu faktoru VIII

prostfednictvim jednostupfiového koagulaéniho testu. Prumérné



vysledky testli vyjadfené v jednotkach aktivity na Az
materidlu Jjsou uvedeny v tabulce II, a ukazuji, Ze praseci
faktor VIII m& pfi pouZiti Jjednostupnového testu alespon

Sestkrat vétsi aktivitu neZ lidsky faktor VIII.

Tabulka II

Srovnani koagulacni aktivity lidského a prasec¢iho faktoru

VIII

Faktor VIII Aktivita (U/A280)
Praseci 21 300
Pochézejici z lidské plazmy 3 600
Lidsky rekombinantni 2 400
Priklad 3

Srovnani stability lidského a prasecCiho faktoru VIII

Vysledky Jjednostuptiového testu pro faktor VIII jJsou
odrazem aktivace faktoru VIII na faktor VIIIa ve vvzorku
a moZné ztraty aktivity vytvadfeného faktoru VIIIa. Bylo
provadéno primé srovnadni stability lidského a praseciho
faktoru VIII. Vzorky 2z Mono Q™ HPLC (Pharmacia, Inc.,
Piscataway, N.J.) Dbyly nafedény na stejnou koncentraci
a sloZeni pufru a ponechaly se reagovat s trombinem. V rtzné
casy byly vzorky pfeneseny do dvojstupniového koagulacniho
testu. Typicky byla vrcholnd aktivita (ve 2 minutach) 10 krat
vdt31i u praseliho faktoru VIIIa neZ u lidského faktoru VIIIg,
a potom se aktivity obou faktorli VIIIa, prasecCiho i lidského,
sniZovaly, pricemZ aktivita 1lidského faktoru VIIIa klesala

rychleji.
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Obecn& pokusy 1izolovat stabilni 1lidsky faktor VIIIa
nejsou uspé&3né, dokonce i kdyZ 3jsou pouZity podminky, ve
kterych vzniké stabilni prase¢il faktor VIIIa. Aby se tofo
prokadzalo, byl lidsky faktor VIII purifikovany na Mono Q%
HPLC aktivovan trombinem a podroben kationtoménicoveé
(Pharmacia, Inc.) Mono S™ HPLC v podminkdch, ve kterych se
tvofi stabilni prase&i faktor VIIIa, jak Je popsano autory
Lollar et al. (Biochemistry, 28, 666, 1989).

Lidsky faktor VIII, 43 wug/ml (0,2 uM) v 0,2M NaCl,
0,01M HEPES, 2,5mM CaCl,, v pH 7,4, v celkovém objemu 10 ml,
se nechal reagovat s trombinem (0,036 uM) 10 minut, v této
dobé& byl pfidédn FPR-CH,Cl1 D-fenylprolylarginylchlormetyl-
keton dec koncentrace 0,2uM pro ireverzibilni inaktivaci
trombinu. Smés se rak natredila 1:1 S 4 0mM 2= (N-
morfolino)etansulfonovou kyselinou (MES), 5mM CaCl;, v pH 6,0
a nanesla rychlosti 2 ml/minutu ne kolonu Mono S™ HR 5/5 HPLC
(Pharmacia, Inc.) ekvilibrovanou 5mM MES, 5mM CaCl,, v pH 6,0
(pufr B) a 0,1M NaCl. Faktor VIIIa byl eluovan bez promytl
kolony s 20 ml gradientu 0,1M NaCl aZ 0,9M NaCl v pufru B
rychlosti 1 ml/min. .

V t8chto podminkdch byla ve dvoustupnovém testu eluovana
frakce s koagula&ni aktivitou jako jeden vrchol. Specifické
aktivita vrcholové frakce Dbyla pribliZné 7 500 U/Asg;.
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfaten
sodnym (SDS-PAGE) vrcholové frakce Mono S™ faktoru VIIIa, po
které nésledovalo barveni proteinu stfibrem, odhalila dva
pasy odpovidajici heterodimerickému (A3-C1-C2/Al) derivatu
faktoru  VIII. Ackoliv  diky nizke koncentraci nebyl
identifikovan barvenim stfibrem za téchto podminek fragment
A2, byl identifikoyén jako stopova sloZka pomoci znaleni 1257,
Na rozdil od vysledkll s lidskym faktorem VIII mél

prase&i faktor VIIIa izolovany prostfednictvim Mono S™ HPLC
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za stejnych podminek specifickou aktivitu 1,6 X 10° U/Azss.
Analyza praseCiho faktoru VIIIa prostfednictvim SDS-PAGE
odhalila 3 fragmenty odpovidajici podjednotkam Al, A2
a~A3—Cl—C2, co? dokazuje, Ze praseli faktor VIIIa mé& tfi
podjednotky.

Vysledky analyzy Mono S™ HPLC preparatu lidského faktoru
VIII aktivovaného trombinem v pH 6,0 ukazujl, <Ze 1lidsky
faktor VIIIa Jje labilni v podminkach, které poskytuji
stabilni prase&i faktor VIIIa. Ale ackoliv bylo ve vrcholové
frakci identifikovéno stopové mnoZstvi fragmentu A2, nebylo
mo?né z této metody samotné urcit, zda koagulacni aktivita
byla disledkem malého mnoZstvi heterotrimerického faktoru
VIIIa nebo heterodimerického faktoru VIII, ktery m& nizkou
specifickou aktivitu.

Aby se vyfe3ila tato otézka, je Zadouci izolovat lidsky
faktor VIIIa pfed tim, neZ ztrati svou podjednotku A2. Za tim
UCelem se provadéla izolace podle postupu, ktery zahrnoval
sniZeni pH pufrd Mono S™ na pH 5. Lidsky faktor VIII
purifikovany Mono Q™ (0,5 mg) byl nafedén H:C za vzniku
kone&né koncentrace 0,25 mg/ml (1 uM) faktoru VIII v 0,23M
NaCl, 0,01M HEPES, 2,5mM CaCl,, 0,005% Tween-80, pH 7,4,
(celkovy objem 7,0 ml). Trombin byl pfidan do konecné
koncentrace 0,072 uM a 3 minuty ponechan reagovat. Trombin
byl pak inaktivovéan FPR-CH2Cl (0,2 uM). Smés se pak nafedila
1:1 40mM acetéatem sodnym, 5mM‘CaClZ, 0,01% Tween-80, pH 5,0,
a nanesla rychlosti 2 ml/minutu na kolonu Mono S™ HR 5/5 HPLC
ekvilibrovanou 0,01M acetatem sodnym, 5mM CaCls, 0,01%
Tween-80, pH 5,0, a 0,1M NaCl. Faktor VIIIa byl eluovan bez
promyti kolony s 20 ml gradientu 0,1M NaCl az 1,0M NaCl ve
stejném pufru rychlosti 1 ml/minutu. To mélo za néasledek
obnovu koagulac¢ni aktivity ve wvrcholu, ktery obsahoval

detekovatelné mnoZstvi fragmentu A2, jak wukazadno pomoci
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SDS-PAGE a barveni stf¥ibrem. Specifickd aktivita vrcholové
frakce byla desetkrat vétsi neZz frakce =ziskanée v pH 6,0
(75 000 U/A.sp proti 7 500 U/A-:c). Ale na rozdil do praseciho
faktoru VIIIa izolovaného v pH 6,0, ktery je trvale stabilni
ve 4 °C, aktivita lidského faktoru VIIIa klesala rovnomérné
po dobu nékolika hodin po eluci =z kolony Mono S™. Navic
specifickéd aktivita faktoru VIIIa purifikovaného v pH 5,0
a okamZité testovaného Jje pouze 5 & aktivity praseciho
faktoru VIIIa, coZ svédéi pro to, Ze pfed testem nastala
podstatnd disociace.

Tyto vysledky dokazuji, Ze Jjak lidsky tak praseci faktor
VIIIa jsou sloieﬂy ze tfi1 podjednotek (A1, A2 a A3-Cl-C2).
Disociace podjednotky A2 Jje za urcitych podminek, Jjako Je
fyziclogickd iontovéd sila, pH a koncentrace, odpovédnd za
ztratu aktivity jak lidského tak praseciho faktoru VIIIa.
Relativni stabilita prasec¢iho faktoru VIIIa =za urc¢itych

podminek je zplUsobena silnéjsi asociaci podjednotky A2.

Priklad 4

P¥iprava hybridniho lidského/praseciho faktoru VIIZ

rekonstituci podjednotek

Lehké ZFfetézce praseciho faktoru VIII a t&Zké retézce
faktoru VIII byly izolovany nédsledujicim zplsobem.
K prasecimu faktoru VIII purifikovanému pomoci Mono Q™ byl
pridén 0,5M roztok EDTA, pH 7,4, do konelné koncentrace 0,05M
a byl ponechdn pfi teploté mistnosti 18-24 hodin. Byl pridan
stejny objem 10mM histidin-Cl, 10mM EDTA, 0,23 (objem.) Tween
80, pH 6,0 (pufr B), a roztok Dbyl nanesen rychlosti

1 ml/minutu na kolonu Mono S™ HR 5/5 predem ekvilibrovanou
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pufrem A a 0,25M NaCl. Té&Zké retédzce faktoru VIII se
nenavazaly na prysky¥ici, jak bylo vyhcdnoceno .pomoci SDS-
PAGE. Lehky fetézec faktoru VIII byl eluovén pomocl 20 ml
linearniho gradientu 0,1-0,7 NaCl v pufru A rychlosti
1 ml/minutu a byl homogenni na SDS-PAGE. Té&Zké fetézce
faktoru VIII byly 1zolovany prostfednictvim Mono Q™ HPLC
(Pharmacia, Inc., Piscataway, N.J.) nésledujicim zpusobem.
T&7ké fetézce faktoru VIII se neadsorbuji na Mono S™ Dbéhem
purifikace lehkych fetézct faktoru VIII. V latce proslé
kolonou, kterd obsahcvala téZké Fetézce faktoru VIII, bylo
upraveno pH na 7,2 pfidénim 0,5M pufru HEPES, pH 7,4, a bvla
nanesena na kolonu Mono Q™ HR 5/5 HPLC (Pharmacia, Inc.)
ekvilibrovanou 0,1M NacCl, 0,02M HEPES, 0,0l% Tween-80,
pH 7,4. Kolona byla promyta 10 ml tohoto pufru a téiké
fetézce faktoru VIII byly eluovany 20 ml gradientu 0,1-1,0M
NaCl v tomto pufru. Lidské lehké fetézce a téZké rfetézce byly
izolovany stejnym zpuscbem.

Lidské a praseci lehké a tezke ‘fetézce byly
rekonstituovédny podle nésledujicich krcka. 10 ul Ilehkého
Fetdzce lidského nebo prasediho faktoru VIII, 100 upg/ml, bylo
smichdno v 1M NaCl, 0,02M HEPES, 5mM CaCl;, 0,01% Tween-80,
pH 7,4, s 1) 25 ul heterolognihoc téZkého fetézce, 60 pg/ml,
ve stejném pufru, 2) 10 ul ©0,02M HEPES, 0,01% Tween-80,
pH 7,4, a 3) 5 ul 0,6M CaCl:, pro dobu 14 hodin pri teploté
mistnosti. Smés byla nafedéna 1/4 0,0ZM MES, 0,01% Tween-80,
5mM CaCl-., pH 6, a nanesena na kolonu Mono S™ HR 5/5
ekvilibrovanou 0,1M NaCl, 0,02M MES, 0,01% Tween-80, 5mM
CaCl., pE 6,0. 20 ml gradient byl pustén s 0,1-1,0M NaCl ve
stejném pufru rychlosti 1 ml/minutu- a sbiraly se 0,5 ml
frakce. Ve 280 nm se odeditala absorbance frakci a frakce se

testovaly pomoci méfeni absorbance na aktivitu faktoru VIII

jednostupiiovym koagulacnim testem. Téezké fetézce se
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vyskytovaly v nadbytku, protozZe volny lehky fetézec
(neasociovany s téZikym Fetézcem) také vaZe Mono S™, nadbytek
t&7kych Fretézcl zaji3tuje, Ze Casti preparatu nejsou volné
lehké fetdzce. Rekonstitu&ni pokusy néasledované purifikacil
Mono S™ HPLC byly provadény se viemi Ctyfmi moZnymi
kombinacemi  Ffetézcl: lidsky 1lehky Ffetézec/lidsky teZky
fetdzec, lidsky lehky FPet&zec/praseli téZky Fetézec, prasecCi
lehky Fetézec/prasedi tézky fetézec, praseCl lehky fetézec/
lidsky t&Zky Feté&zec. Tabulka III ukazuje, Ze faktor VIII
kombinujici 1lidsky lehky fetézec/praseci tézky £Efetézec ma
aktivitu srovnatelnou s nativnim prasec¢im faktorem VIII
(tabulka II), coZ ukazuje, Ze strukturdlni prvky praseciho
td7kého fetdzce Jsou odpovédné za zvySenou koagulalni
aktivitu ©prasediho faktoru VIII ve srovnanil s lidskym

faktorem VIII.

Tabulka III
Srovnani koagula&ni aktivity hybridniho lidského/praseciho

faktoru VIII s lidskym a prasecim faktorem VIII

Aktivita (U/Agao)

Praseli lehky Ffetézec/praseli téZky fetézec 30 600
Lidsky lehky fetézec/prasecCl téZky retézec 44 100
Praseci lehky fetézec/ lidsky téZiky fetézec 1 100

lidsky lehky feté&zec/lidsky téZky Ffetézec 1 100

LN X

[ X KX
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P¥iklad 5

Priprava aktivniho hybridniho lidského/praseciho faktoru VIII

rekonstituci domén

7 prasedi nebo lidské krve byl izolovédn prasecl dimer
. A1/A3-Cl-C2, praseli doména A2, lidsky dimer Al/A3-Cl-C2
a lidskad doména A2, podle metody popsané Vv praci autoru
Lollar et al. (J. Riol. Chem., 267(33), 23652-23657,.18992).
Napfiklad, aby se izoloval praseli dimer Al/A3-Cl1-C2, bylo
zvySeno pH praseCiho faktoru VIIIa (140 ug) z pH 6,0 na
pH 8,0 pfidédnim 5N NaOH po dobu 30 minut, =za vzniku
disociované domény A2 a 95% inaktivace pri koagulacnim testu.
Smés byla nafedéna 1:8 pufrem B (20mM HEPES, SmM CaCl:,
0,01% Tween-80, ©pH 7,4) a nanesena na kolonu Mono S™
ekvilibrovanou v pufru B. Dimer Al1/A3-Cl1-C2 byl eluovan jako
jeden ostry vrchol v pfibliZné 0,4M NaCl p¥i pouZiti
gradientu 0,1-1,0M NaCl v pufru B. Pro izolaci praseCi domény
A2 byl ziskadn prasedi faktor VIII podle metody autord Lollar
et al. (Biochem., 28, 666-674, 1989), zacinalo se s 0,64 mg
faktoru VIII. Volnad praseCi doména A2 byla izolovana jako
minoritni sloZka (50 ug) v 0,3M NaCl na chromatogramu
Mono S™.

Hybridni prase&i/lidské molekuly faktoru VIII Dbyly
rekonstituovany =z dimerl a domén nésledujicim zphsobem.
Koncentrace a podminky pufra byly tyto: praseci A2, 0,63 uM
v pufru A (5mM MES, 5mM CaCl., 0,01% Tween-80, pH 6,0)
a 0,3M NaCi, prase¢i  Al/A3-Cl-C2, 0,27 W v pufru B
a 0,4M NaCl, pH 7,4, 1lidskad A2, 1uM v 0,3M NaCl, 10mM
histidin-ECl, 5mM CaCl,, 0,01% Tween-20, pH 6,0, 1lidsky
Al/A3-Cl-C2, 0,18uM \% 0,5M NacCl, 10mM histidin-C1,
2,5mM CaCl,, 0,1% Tween-20, pH 6,0. Rekonstitudni pokusy se
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provadély smisenim stejnych objemd domény A2 a dimeru Al/A3-
Cl1-C2. Ve smésnych pokusech s praseim dimerem Al/A3-Cl-C2
bylo pH sniZeno na 6,0 prfidanim O,5M MES, pH 6,0, na 70mM.

Koagula&ni aktivity vdech ¢&tyf moZnych hybridnich
molekul faktoru VIIIa - [pA2/(hA1/A3-Cl-C2)], [hA2/(pAl/A3-
Cc1-C2)], I[pA2/(pAl/A3-C1l-C2)] a [hA2/{hAl/A3-C1-C2)] - byly
zjistény pomoci dvoustupfiového koagulaéniho testu v ruznych
Casech.

Vytvofeni aktivity po smichéni domén A2 a dimeru Al/A3-
Cl-C2 bylo témé&f kompletni po jedné hodiné a bylo stabilni po
pfinejmendim 24 hodin p#i 37 °C. Tabulka IV ukazuje aktivitu
rekonstituovanych hybridnich molekul faktoru VIIIa, kdyZ byly
testovany v 1 hodiné&. Dvoustupifiovy test, kterym byly ziskéany
specifické aktivity molekul faktoru VIIIa, se 1lisl od
jednostupniového testu a hodnoty nemohou byt srovnéany
s hodnotami aktivity molekul faktoru VIII ziskanymi

jednostupiiovym testem.

Tabulka IV
Srovnani koagula&nich aktivit hybridniho lidského/prasec&iho

faktoru VIIIa se substituovanou doménou

Hybridni fVIIIa Specifickd aktivita (U/mg)
Prasedi A2 + lidsky A1/A3-Cl-C2 140 000
PraseCl A2 + praseci Al/A3-Cl-C2 70 000
Lidskd A2 + praseci Al/A3-Cl-C2 40 000
Lidskd A2 + lidsky Al/A3-Cl-C2 40 000

Tabulka IV ukazuje, Ze nejvétdi aktivitu vykazovaly
prase&i doména A2/lidsky dimer Al/A3-Cl-C2, po kterém

nadsledovaly prase&i doména A2/praseci dimer Al/A3-Cl-C2.

seee
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KdyZ byla doména A2 praseliho faktoru VIIIa spojena
s dimerem Al/A3-Cl1-C2 1lidského faktoru VIIIa, bylo tedy
dosaZeno koagulalni aktivity. Déle bylo decsaZeno koaguladnil
aktivity, kdyZ byla spojena doména A2 lidského faktoru VIIIa
s dimerem Al/A3-Cl-C2 praseCiho faktoru VIIIa. Samotné
oblasti A2, Al a A3-Cl-C2 nemé&ly koaguladni aktivitu.

Pfriklad 6
Izolace a sekvencovani domény A2 praseciho faktoru VIII

Pouze nukleotidové sekvence kdédujici doménu B a c&éast
domény A2 praseCiho faktoru VIII byly dfive sekvencovany
(Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 5938-5942,
1986). Zde Jjsou popsany cDNA a predikované aminokyselinoveé
sekvence (sekvence id. ¢&. 3 a 4) pro celou doménu A2
praseciho faktoru VIII. ‘

Doména A2 praseliho faktoru VIII byla klonovéna pomoci
reverzni transkripce z celkové RNA praseCi sleziny a pomoci
amplifikace PCR (polymerazovou Fetézovou reakci), byly
pouzity degenerované primery zaloZené na znamé sekvenci cDNA
lidského faktoru VIII a pfesny praseCl primer =zaloZeny na
Casti sekvence praseéihovfaktoru VIII. Byl 1izolovan produkt
PCR o velikosti 1 kb a byl amplifikovidn pomoci inzerce do
fagemidového vektoru Bluescript™ (Stratagene).

Praseci doména A2 byla kompletné sekvencovana
prostfednictvim dideoxynukleotidového sekvencovani. cDNA
a predikované aminokyselinové sekvence Jjsou zde uvedeny Jako

sekvence id. &. 3 a 4, v daném poradi.

e
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Priklad 7

Pfriprava rekombinantniho hybridniho lidského/zvifeciho

faktoru VIII

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

Vytvofenl rekombinantniho hybridniho lidského/zvifeciho
faktoru VIII vyZaduje odstranéni cDNA oblasti 1lidského
faktoru VIII (Biogen Corp.) a vloZeni zvifeci sekvence cDNA,
kterd mé& urcitou sekvendni identitu. Pak Je hybridni cDNA
exprimovédna v pfisludném expresnim systému. Lze uvést
pfiklad, kdv byly klonovadny cDNA hybridniho faktoru VIII, ve
kterych nékteré nebo v3echny 1lidské sekvence AZ Dbyly
nahrazeny odpovidajicimi praseimi doménami A2. Nejprve byla
vystfiZena celd sekvence cDNA odpovidajici doméné AZ lidskeho
faktoru VIII, a pak mensi ¢adst domény A2  pomocl
oligonukleotidem zprostrfedkovane mutageneze, metody
odbornikovi obecné& znamé (viz napf. Sambrook, J., Fritsch,
E.F., Maniatis, T., Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
kapitola 15, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor,
1989) . Jednotlivé  kroky celého ©postupu byly provadéné

nadsledujicim zpusobem.

Material
Metoxykarbonyl-D-cyklohexylglycyl-glycyl-arginin-p-

nitroanilid (Spectrozyme™ Xa) a menoklondlni protilatky anti-



faktor VIII ESH4 a ESH8 byly =zakoupeny od firmy American
Diagnostica (Greenwich, CT). Unilameldrni (Jjednovrstevné)
fosfatidylcholin/fosfatidylserinové (75/25, hmot.) vezikuly
byly pripraveny podle metody autord Barenholtz, Y, et al.
(Biochemistry, 2806-2810, 1977). Pripravek rekombinantniho
desulfatohirudinu byl ziskédn od Dr. R.B. Wallise, Ciba-Geigy
Pharmaceuticals (Cerritos, CA). Praseci faktory IXa, X, Xa
a trombin byly izolovadny podle metod autort Lollar et al.
(Blood, 63, 1303-1306, 1984) a Duffy, E.J., et al. (J. Biol.
Chem., 207, 7621-7827, 1992). C(Cisty rekombinantni lidsky
faktor VIII bez albuminu byl ziskén od firmy Baxter-Biotech
(Deerfield, IL).

Klonovéni domény A2 praseciho faktoru VIII

cDNA kbédujici praseci doménu A2 byla ziskdna po PCR
reverzné& transkribované mRNA =z praseCl sleziny izolovane
podle popisu autord Chromczynski et al. (Anal. Biochem., 162,
156-159, 1987). cDNA byla pfipravena s pouZitim soupravy pro
syntézu cDNA (First-strand cDNA Synthesis Kit) s nahodnymi
hexamery jako primery (Pharmacia, Piscataway, N.J.). PCR se
provadélo s pouZitim degenerovaného 5° koncového primeru:
- 5"-AARCAYCCNAARACNTGGG-3" (sekvence id. ¢. 11) zaloZeném na
kratké znédmé aminokyselinové sekvenci praseli A2 a s pouiZitim
3’ koncového pfesného primeru 5 ~GCTCGCACTAGGGGGTCTTGAATTC-3°
(sekvence id. &. 12), zaloZeném na znamé prasecCi sekvenci DNA
bezprostfedné 3° od prasec¢i domény A2. Tyto oligonukleotidy
odpovidaji  nukleotidim 1186-1203 a 2289-2313 v lidské
sekvenci (sekvence id. ¢&. 1). Amplifikace se provadéla 35
cykld (1 minuta 94 °C, 2 minuty 50 °C, 2 minuty 72 °C)
s pouZitim Tag DNA polymeradzy (Promega Corp, Madison, WI).
Amplifikovany fragment o velikosti 1,1 kb byl klonovan do
pBluescript II KS- (Stratagene) Vv misté EcoRV s pouZitim
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postupu s T-vektorem, Jjak Jje popsadn autory Murchuk, D.,
et al. (Nucl. Acids Res., 19, 1154, 1991). Byly
transformovany kompetentni bufiky Escherichia coli XL1-Blue
a byla izolovédna plazmidovd DNA. Sekvencovani se provadélo
v obou smérech s pouZitim Sequenase™ verze 2.0 (U.S.
Biochemical Corp., Division of Amersham LifeScience, Inc.,
Arlington Hts, IL). Tato sekvence byla ovérfena
prostfednictvim totoZné sekvence, kterd byla ziskana pfimym
sekvencovanim produktu PCR z nez&vislé reverzni transkripce
RNA ze sleziny 2z téhoZ prasete (CircumVent™, New England
Biolabs, Beverly, MA) . Oblast obsahujici epitop pro
autoprotilatku RC byla identifikovéna jako 373-536 v lidském

faktoru VIII (sekvence id. ¢&. 2).

Konstrukce a exprese cDNA hybridniho lidského/praseciho
faktoru VIIT

Lidsky faktor VIII Dbez domény B (HB, Biogen, Inc.,
Cambridge, MA), ktery nemd sekvence kdédujici aminokyselinové
zbytky 741-1648 (sekvence id. &. 2), byl pouZit jako vychozi
materidl pro konstrukci hybridniho lidského/praseciho faktoru
VIII. HB™ byl klonovadn do expresniho vektoru ReNeo. Aby se
usnadnila manipulace, byla cDNA faktoru VIII izolovana Jjako
fragment XhoI/Hpal 2z ReNeo a klonovdna do pBlueScript II KS
§tépeného XhoI/EcoRV. Oligonukleotid 5 -CCTTCCTTTATCCARATACG
TAGATCAAGAGGRAATTGAC-3 "  (sekvence id. ¢&. 7) byl pouZit
v reakci pro mistné cilenou mutagenezi pfi pouZiti fagové DNA
obsahujici uracil, jak je popséano autory Kunkel, T.A. et al.
(Meth. Ehzymol., 204, 125-139, 1991), aby soucasné vystrihl
lidskou sekvenci A2 (nukleotidy 1169-2304 ze sekvence id.
&. 1) a vnesl restrikéni misto SnaBI. Plazmid obsahujici
lidsky faktor VIII bez domény A2 byl naStépen se SnaBI, po

Zem? nasledovalo pfidani linkeru Clal. Prase¢i doména A2 pak
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byla amplifikovana pomoci PCR pf#i pouZiti fosforylovaného 5°
primeru (sekvence id. &. 8):

5 ~GTAGCGTTGCCAAGAAGCACCCTAAGACG-3~
a 3" primeru (sekvence id. ¢. 9):

5" -GAAGAGTAGTACGAGTTATTTCTCTGGGTTCAATGAC-3 .

K produktu PCR byly p¥fidény linkery Clal, po cCemZ nésledovala
ligace do vektoru obsahujiciho lidsky faktor VIII. Spocjeni
Al1/A2 a R2/A3 byla opravena, aby se obnovily pfesné sekvence
pro 3&tépeni trombinem a hraniéni sekvence, "~ pomoci mistné
cilené mutageneze s pouzitim oligonukleotidu uvedeného
v sekvenci id. &. 8 a nukleotidl 1-22 (5° GAA..TTC ze sekvence
id. &. 9) pro korekci 5° a 3° koncovych spojeni. Ve vysledném
konstruktu oznaceném HP1l Dbyla lidskd doména A2 pfesné
nahrazena prasedi doménou A2. Predbé&Zny produkt obsahoval
neZzadouci thymidinn ve spojeni Al-A2 jako dusledek PCR
amplifikace ©praseci domény RAZ. Tato Jedna baze byla
vystfiZena pri pouziti mutagenniho oligonukleotidu
5"-CCTTTATCCAAATACGTAGCGTTTGCCARAGAAG-3" (sekvence 1id. ¢&. 10).
Vyslednd hybridni nukleotidovd sekvence kdédovala aktivni
faktor VIII majici 1lidskou doménu Al, praseci doménu A2
a lidské domény A3, Cl a C2.

Oblast obsahujici 63 % NH,-koncové prasecl domény AZ,
kterd obsahuje predpoklddany epitop A2, nahradila homologni
lidskou sekvenci v cDNA bez domény B tak, Ze se vyménily
fragmenty Spel/BamHI mezi plazmidy pBlueScript, které
obsahovaly cDNA lidského faktoru VIII a cDNA lidského/praseci
A2 faktoru VIII. Sekvence byla ovéfena sekvencovanim domény
A2 a mist sestfihu. Nakonec byl fragment Spel/Apal obsahujici
celou sekvenci A2 dosazen na odpovidajici misto
v sekvenci HB™ za vzniku konstruktu HP2.

Pfechodnd exprese HB a HP2 v buinkadch COS-7 byla

testovadna po transfekci DNA- zprostfedkované DEAE-dextranem,
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jak je popsanc autorem Seldon, R.EF. (Cufrent Protocols 1in
Molecular Biology, Ausubel, F.M., et al., editor, 9.21-9.3¢,
Wiley Interscience, N.Y.). Poté, co byla ovéfena exprese
aktivniho faktoru VIII a byly provedeny predbé&Zné inhibicni
studie s protilétkou, byla HB™ a HPZ DNA trvale transfekovana
do fetalnich bunék ledvin kFelka pfi pouZiti transfekce
zprostfedkované lipozomy (Lipofectin® Life Technologies,

Inc., Gaithersburg, MD). Klony obsahujici plazmidy byly

selektovany na rezistenci na G418 v médiu F12 podle Eagla‘

modifikovaného Dulbeccem, s 10% fetélnim telecim sérem (DMEM-
F12/10% fetélni teleci sérum), obsahujicim 400 pg/ml G418, po
Zem? néasledovalo pé&stovani v DMEM-F12/10% fetdlnim telecim
séru obsahujicim 100 pg/ml G418. Kolonie vykazujici maximalni
expresi aktivity HB® a HP2 faktoru VIII byly selektovany
pomoci ~ kruhového klonovani a mnozeny pro dalsi
charakterizaci.

Exprese HB™ faktoru VIII a HP2 faktoru VIII Dbyla
srovnavana prostfednictvim testu faktoru VIII bez plazmy,
jednostupfiovym koagulaénim testem a testem ELISA pfi pouZitil
purifikovaného rekombinantniho lidského faktoru VIII Jjako
standardu. Pro HB™ a HP2 byly dosaZeny specifické koagulacni
aktivity 2600 a 2580 jednotek/mg, v daném pofadi. HB a HPZ
produkovaly 1,2 a 1,4 jednotek/ml/48 hodin/10" bund&k. To Je
totoZné s konstruktem divokého typu (2600 £ 200 jednotek/mg).
V testu faktoru VIII bez plazmy byly specifické aktivity HB"
a HP2 nerozeznatelné.

Biclogicka aktivita rekombinantniho | hybridniho
lidského/zviteciho a odpovidajiciho faktoru VIII se
substitucemi domén Al, A2, A3, Cl a/nebo C2 mlZe Dbyt
vyhodnocena nejprve pfi pouZiti pfechodného expresniho
systému se sav&imi bufikami COS. Hybridni lidska/zvifecl

a odpovidajici cDNA m@Ze byt transfekovéna do bunék COS
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a supernatanty mohou byt analyzovény na aktivitu faktoru VIII
pfi pouZiti jednostupniovéhe a dvoustupnového koaguladniho
testu, jak je popséano vySe. Navic aktivita faktoru VIII muZe
byt mé&fena pfi pouzZiti testu s chromogennim substratem, coZ
je citlivéjsi a umoZiuje analyzu velkého mnoistvi vzorku.
Podobné testy jsou standardni v testovanil aktivity faktoru
VIII (Wood et al., Nature, 312, 330-337, 1984, Toole et al.,
Nature, 312, 342-347, 1984). Exprese rekombinantniho faktoru
VIII v bufikdch COS je také standardni postup (Toole et al.,
Nature, 312, 342-347, 1984, Pittman et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 85, 2429-2433, 1988).

cDNA lidského faktoru VIII pouzita jako vychozi material
pro rekombinantni molekuly zde popsané byla exprimovana
v bunfikdch COS =za vzniku produktu s biologickou aktivitou.
Tento materidl, Jjak Jje popséno vySe, miZe byt pouZit jako
standard ke srovnavani hybridnich lidskych/zvifecich molekul
faktoru VIII. Aktivita v testech je pfeménéna na specifickou
aktivitu pro fradné srovnavani hybridnich molekul. Za timto
UCelem je nezbytné méfeni mnoZstvi faktoru VIII tvoEfeného
bunikami a mbZe se provadét pomocil imunotestu s purifikovanym
lidskym a/nebo zvifecim faktorem VIII Jjako standardy.
Imunotesty pro faktor VIII Jsou pro odbornika rutinnim

postupem (viz nap¥. Lollar et al., Blood, 71, 137-143, 1988).

Priklad 8

Urcovani inhibiéni aktivity u hybridniho lidského/zvifeciho

a ekvivalentniho faktoru VIII

Sekvence lidského a zvifeciho faktoru VIII pfichdzejici

v uvahu Jjako - epitopy (tj. Jjako rozpozndvacli mista pro
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inhibi&ni protilatky, které reaguji s faktorem VIII) mohou
byt urcovany s pouZitim rutinnich postupd, napfiklad pouZitim
testu s protildtkami k faktoru VIII spojenym s technikami
mistné cilené mutageneze, Jjako je metoda SOE, jak Je ukazéno
niZe. Mohou byt identifikovany sekvence zvifeciho faktoru
VIII, které nejsou antigenni ve srovnani s odpovidajicimi
antigennimi lidskymi sekvencemi, a mohou Dbyt tvofeny
substituce ©pro vneseni zvifecich sekvenci a odstranéni
lidskych sekvenci podle standardnich metod rekombinantni DNA.
Sekvence aminokyselin, Jjako Jjsou alaninové =zbytky, které
nemaji Z&dnou znédmou identickou sekvenci s faktorem VIII,
mohou byt také substituovéany standardnimi metodami
rekombinantni DNA nebo alaninovou skencovacli mutagenezi.
Praseci faktor VIIT reaguje s nékterymi inhibi¢nimi
protilatkami slabéji neZ lidsky faktor VIII, coZ poskytuje
zdkladnu pro soucasnou lécébu pacienttt inhibitory. Poté, co
jsou vytvoreny rekombinantni hybridy,. mohou byt testovany
in vitro na reaktivitu rutinnimi testy, vcéetné inhibitorového
testu Bethesda. Tyto konstrukty, které jsou méne reaktivni
neZ nativni lidsky faktor VIII a nativni zvifeci faktor VIII
jsou kandidaty pro substitucni 1écbu.

Ma se za to, Ze epitopy, proti kterym Jje namifena
vétSina (ne-1li vSechny) inhibicnich protilatek reaktivnich
s lidskym faktorem VIII, Jjsou umistény ve dvou oblastech
v molekule 1lidského faktoru VIII o 2332 aminokyselinéach,
doméné A2 (aminokyselinové =zbytky 373-740) a doméné C2
(aminokyselinovée zbytky 2173-2332, obé sekvence wuvedene
v sekvenci id. ¢&. 2). Epitop A2 Dbyl eliminovan tvofenim
rekombinantniho hybridniho lidského/prase&iho faktoru VIII,
ve kterém Jje Cast 1lidské domény A2 nahrazena praseci
sekvenci, kterd mé& sekvenci shodnou s nahrazenou 1lidskou

aminokyselinovou sekvenci. To bylo provedeno, jak Jje popsano
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v pfikladu 7, klonovénim prasec¢i domény A2 standardnimi
technikami molekuldrni biologie, a pak 3tépenim a sestfihem
v doméné A2 s pouZitim restrikénich mist. Ve vyslednéem
konstruktu oznaceném HP2, byly zbytky 373-604 (sekvence 1id.
¢. 4) prasec¢iho faktoru VIII substituovany do lidské domény
A?2. HP2 byl testovdn na imunoreaktivitu s protilatkami proti

lidskému faktoru VIII s pouZitim nédsledujicich metod.

Test ELISA na faktor VIII

Jamky mikrotitraéni desticky byly povleceny 0,15 ml
6 ng/ml ESH4, protildtky proti 1lehkému <fetézci 1lidského
faktoru VIII, a inkubovény pfes noc. Poté byla desticka
t¥ikrat promyta H-.0, jamky byly blokovdny 1 hodinu roztokem
0,15M NaCl, 10mM fosfat sodny, 0,05% Tween 20, 0,05% netucné
suSené mléko, 0,05% azid sodny, pH 7,4. Aby se zvysila
senzitivita, byly vzorky obsahujici faktor VIII 15 minut
aktivovany 30nM trombinem. Aby se inhiboval trombin, byl pak
pridén rekombinantni desulfatohirudin. Desticka byla opét
promyta a bylo pfiddno 0,1 ml vzorku nebo <cistého
rekombinantniho 1lidského faktoru VIII (10-600 ng/ml) Jjako
standardu. Po 2 hodinédch inkubace byla desticka promyta a do
kaZzdé Jjamky bylo pfiddno 0,1 ml biotinylované ESHS8, dalsi
protilédtky proti lehkému fetézci lidského faktoru VIII. ESHS
byla biotinylovidna s pouZitim biotinylac¢ni soupravy firmy
Pierce se sulfosukcinimidyl-6-(biotinamid)hexancatemn. Po
1 hodiné inkubace byla destic¢ka promyta a do kaZdé jamky bylo
pridéano 0,1 ml streptavidinu s alkalickou fosfatazou.
Desticka byla vyvoldna pfi pouZiti soupravy firmy Bilorad se
substratem reagujicim s alkalickou fosfatdzou a vysledné
absorbance se urcovala ve 405 nm pro kaZdou jamku pfi pouZiti
Eteciho zatizeni pro mikrotitracéni destic¢ky Vmax (Molecular

Devices, Inc., Sunnyville, CA). Neznamé koncentrace faktoru
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VIII se urdovaly =z lineadrni ¢&a&sti standardni kfivky pro

faktor VIII.

~Testy faktoru VIII

HB- faktor VIII a HP2 faktor VIII byly testovany
v jednostup%novém koagulaénim testu, ktery byl proveden jak
bylo jiZ dfive popséno (Bowie, E.J.W. a C.A.Owen, Disorders
of Hemostasis, Ratnoff a Forbes, ed., s. 43-72, Grunn &
Stratton, Inc., Orlando, FL, 1984) nebo testem bez plazmy,
jak je dale popséano. Vzorky HB- a HP2 faktoru VIII byly
aktivovany 40nM trombinem v pufru obsahujicim 0,15mM NaCl,
20mM HEPES, 5mM CaCl,, 0,01% Tween-30, pH 7,4, v pfitomnosti
10nM faktoru IXa, 425nM faktoru X a 50 pM Jednovrstevnych
fosfatidylserin-fofstatidylcholinovych (25/75hmot.) vesikult.
Po pé&ti minutéch byla reakce zastavena 0,05 M EDTA a 100mM
rekombinantniho desulfatohirudinu a vysledny faktor Xa byl
mé¥en testem s chromogennim substrédtem zpuUsobem, ktery
popsali Hill-Eubanks et al., J. Biol. Chem. 265: 17854-17858.
Za té&chto podminek bylo mnoZstvi vytvareného faktoru Xa
line4drné uUmérné pocditedni koncentraci faktoru VIII, jak lze
soudit podle purifikovaného rekombinantniho faktoru VIII
(Baxter Biotech, Deerfield, IL) uZitého jako standard.

Pred koagulaénim testem byly vzorky HB- a HP2 faktoru
VIII koncentrovidny ze 48 hodin kondiciovaného média uZitim
chromatografie s heparin-Sepharose na koncentraci 10 az
15 jednotek/ml. HB- nebo HP2 faktor VIII se pfidal k plazmeé
s hemofilii A (George King Biomedical), aby byla finalnl
koncentrace 1 Jjednotka/ml. Titry inhibitoru v RC nebo MR
plazm® nebo v zasobnim roztoku byly méfeny Bethesda testem,
jak to popsali Kasper, C.K. et al., Thromb. Diath. Haemorrh.
34: 869-872, 1975. Inhibitorovy 1IgG byl pfipraven podle
Leyte,” A., et al., J. Biol. Chem. 266: 740-746, 1991.
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HP2 faktor VIII nereagoval s protiladtkami anti-A2. Tudiz
zbytky 373-603 musi obsahovat eplitop pro anti-A2 protilatky.

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

Byly pfipraveny  dalsi molekuly prokoagulacniho
rekombinantniho hybridni lidského/praseciho faktoru VIII bez
domény B, kde Jje lidsky usek domény A2 nahrazen praselimi
aminokyseliny, aby byl déle uZeji definovan epitop A2. Kromé
metody restrikénich mist Dbyla uZzita metoda sestrihu
pfekryvajici se extenzi, SOE, jak ji popsali Ho et al., Gene
77: 51-59, 1989, aby se nahradil jakykoliv zvoleny usek cDNA
praseCiho faktoru VIII. PFi metodé SOE je sestrihové misto
definovéno prekryvajicimi se oligonukleotidy, které 1lze
amplifikovat a vytvofit poZado%anou cDNA pomoci PCR. Byly tak

pfipraveny cDNA konstrukty oznacené postupné HP4 aZ HP13.

Byly vloZeny do expresniho vektoru ReNeo, stabilné
transfekovany do fetédlnich ledvinnych bunek k¥ecka
a exprimovany (0,5 az 1 ng, t7. pfiblizZné 3 az

6 jednotek/10’ bun&k/24 hodin) jak bylo popsano v prikladu 7.
Koagulacni aktivita testovaného faktoru VIII byla stanovena
za pritomnosti a bez pfitomnosti monoklondlnich modelovych
my3ich inhibi&nich protilatek specifickych proti doméné AZ,
mAb413. V nepfitomnosti inhibitoru mé&ly v3echny testované
konstrukty koagulac¢ni aktivitu, kterd byla neodlisSitelna od
aktivity lidského faktoru VIII bez domény B.

Konstrukty hybridniho 1lidkého/praseciho faktoru VIII
bvly testovany na reaktivitu s anti-AZ inhibitorovou
protilatkou mAb413 uZitim tzv. Bethesda testu (Kasper, C.K.
et al., Thromb. Diath. Haemorrh. 34: 869-872, 1975). Méreni

Bethesda jednotek (BU) je standardni postup pro méfeni titru
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inhibitoru. = Vysledky jsou uvedeny v tabulce V a jsou

porovnany s rekombinantnim lidskym faktorem VIII.

Tabulka V
Srovnéani imunoreaktivity hybridnich lidskych/prasecich

faktora VIII s aminokyselinovymi substitucemi

Konstrukt Substituce praseci|Inhibice mAb413
sekvence (BU/mg IgG)
lidsky (B-)IVIII Zadna 1470
HP4 - 373-540 <0,7
HPS5 373-508 <0,7
HP6 373-444 1450
HP7 445-508 <0,7
HP8 373-483 1250
HP 9 484-508 <0,7
HP 10 373-403 1170
HP 11 404-508 <0,7
HP 12 489-508 <0,7
HP 13 484-488 <0,7

Hranice substituované praseli sekvence Jsou definovany
prvni aminokyselinou, které se odli3duje mezi lidskym
a praselim faktorem VIII na NH2-konci a C-konci vloZeného
useku. Jak je ukédzdno v tabulce V, kdyZ Bethesda titr neni
mé&Fitelny (<0,7 BU/mg IgG), pak A2 epitop leZi v Useku
nahrazeném praseCi sekvenci. Epitop byl tak postupné zuZen do
Useku aminokyselinovych zbytkll 484-509 (sekvence id. <. 2)
obsahujiciho pouze 25 aminokyselin, Jjak ukazuje to, Ze HP9 je
nereaktivni s mAB413. Z konstruktt HP4 aZ HP 11 byl HP9Y

nejvice "humanizovany" konstrukt, ktery nereagoval



s inhibitorem. To ukazuje na to, Ze kriticky usek A2 epitopu
leZi v sekvenci Arg484-I1e508.

Na zaklad® srovnani aminokyselinovych sekvenci tohoto
kritického useku lidského a praseéiho faktoru VIII byly
ptipraveny dva dalsi konstrukty HP12 a HP13, kde lidska
sekvence aminokyselin 489-508 a 484-488 Dbyla nahrazena
odpovidajici praseci sekvenci. Z4dny z nich nereagoval
s mAb413. To ukazuje, Ze aminokyselinové zbytky na kaidé
strané spojeni Argd488-Serd89 jsou dhleZité pro reakci s AZ
inhibitory. V HP1l2 Je pouze 5 aminokyéelinonch zbytka
odli3dnych od 1lidské sekvence a v HP13 Jsou to pouze 4
aminokyselinoveée zbytky. Hybridy S praseéi substituci
v Usecich 484-508, 484-488 & 489-508 vykazovaly sniZenou
inhibici A2 inhibitory ve ¢&tyfech vzorcich plazmy, coi
ukazuje na to, Ze je Jjen maléa variabilita struktury epitopu
A2.

Reaktivita nejvice humanizovanych konstruktd HPS, HP12
a HP13 se dvéma anti-A2 IgG preparaty ziskanymi z inhibicéni
plazmy byla také stancvena. Podobné jako mAb4l3 ani tyto
protilatky nereagovaly s HPY9, HP12 ani HP13, ale reagovaly
s kontrolnimi konstrukty HP(-) a HPS.

Pro konecnou identifikaci kritického epitopu A2 muZe byt
Usek mezi aminokyselinami 484-508 d&le analyzovan stejnym
postupem.

Postupy popsané v prikladech 7 a 8 lze uZit k pfiprave
dal3ich hybridnich 1lidskych/sav&ich Jinych neZ prasecich
faktorll VIII, kde jsou aminokyselinové substituce v lidské A2
doméné, a dale hybridnich lidskych/zvifecich nebo
zvitecich/zvifecich faktord VIII, kde Jjsou aminokyselinové
substituce v kterékoliv doméng, nebo ekvivalentnich

hybridnich faktorl VIII nebo jejich fragmentd, které maji
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sniZenou nebo nulovou imunoreaktivitu s protilatkami proti

faktoru VIII.

Priklad ©

Eliminace reaktivity lidského faktoru VIII s A2 inhibitory

metodou mistné cilené mutageneze

Priklad 8 ukazal, Ze substituce Ca&sti lidské domény AZ
faktoru VIII praseli sekvenci aminokyselinovych zbytka
484-508 poskytne molekulu, kterd mé& vyrazné sniZenou
reaktivitu s panelem specifickych inhibitorl proti A2 faktoru
VIII (viz také Healey et al., J. Biol. Chem. 270: 14505-
14509, 1995). V tomto useku je 9 aminokyselin odlisnych
v lidském &a prasec¢im faktoru VIII. Téchto 9 odlisnych
aminokyselin R484, P485, Y487, P488, R489, P492, V495, F501
a 1508 (jednopismenné kédy aminokyselin), bylo ve faktoru
VIII bez domény B Jjednotlivé nahrazeno alaninem metodou
mistnd cilené mutageneze. Kromé& toho, pro usnadnénil klonovani
byla restrikéni mista Mlul a Sac2 vnesena na 5°a 3 -konce
sekvence cDNA A2 faktoru VIII, aniZz by doSlo ke zméne
aminokyselin odpovidajicim témto mistim. 9 mutant Dbylo
stabilné transfekovano do Dbunék fetédlnich ledvin kFeclka
a exprimovéno. V3ech dev&t produkovalo biologicky aktivni
. faktor VIII. Tyto faktory VIII byly <&asteéné purifikovany
a koncentrovany heparin-Sepharose chromatogfrafii podle
Healey et al.

Mutanty byly charakterizovany na zdkladé jejich
reaktivity s protiladtkou mAb413, jak bylo popséno v pfilkladu
7. Tato inhibi&ni protilatka rozpoznavd stejny nebo velmi

blizko pfilehly epitop v doméné A2 Jjako vdechny dosud



87

zkoumané lidské inhibitory. Reaktivita s inhibitorem byla
mé&fena Bethesda testem. Strucné shrnuto, Bethesda titr
inhibitoru je takové Fedéni inhibitoru, které inhibuje faktor
VIII z 50‘% ve standardnim Jjednostupfiovém kocagulacnim testu
faktoru VIII. Tak napft. JjestliZe je roztok protilatky rfedén
1/420 a 1inhibuje testovany vzorek rekombinantniho faktoru
VIII z 50 %, pak Jje Bethesda titr 420 U. V pripadée cZiste
monoklondlni protilatky jako je mAb413 Jje hmotnost protilatky
znama, takZe se Bethesda titr vyjadfuje v Bethesda jednotkach
(BU) na miligram protildtky mAb413. Aby byl nalezen bod 50%
inhibice, provede se Ffedicl fada protilatky mAb41l3 a hodnota
odpovidajici 50 % se hledd metodou prokladaéni prislusSné

k¥ivky. Vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce VI.

Tabulka VI

Mutace Titr mAb41l3 (BU/mg) $ reaktivity*
Divoky typ, B(-) EVIII | 5400 —
R484 — A 160 1,7
P485 —» A 4000 42
Y487 — A 50 0,53
P488 — A 3500 37
R489 — A 1,6 0,015
R490 —» A -= (0,2)
P492 — A 630 6,7
V495 — A 10700 ’ 113
F501 — A , 11900 126
1508 > A 5620 60

* yvztazeno k divokému typu

ecce
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Tyto vysledky ukazuji, Ze je moZné sniZit antigenicitu
faktoru VIII vzhledem k modelovému A2 inhibitoru vice nez
10 x tim, Ze se provedou alaninové substituce v polchach 484,
487, 489 a 492. Reaktivita mutanty R48% — A Je dokonce
sniZena o C¢ty¥i Fady. Kterdkoliv z téchto alaninovych
substituci miZe byt terapeuticky uZiteénda pro sniZeni
antigenicity a imunogenicity faktoru VIII.

Vysledky potvrdily ucinnost alaninové skenovaci
mutageneze a dale ukéazaly, Ze Dbiologicka aktivita faktoru
VIII je zachovana, 1 kdyZ byla zménéna aminokyselinova
sekvence epitopu, ktery reaéuje S inhibicénimi protiléatkami.
Pét z deviti mist, kde se lidskd a praseci sekvence faktoru
VIII 1i3i, Jsou také misty, kde se 1151 1lidskd a mysSi
sekvence. Molekuly faktoru VIII s alaninovymi substitucemi
v téchto mistech jsou proto ptiklady hybridniho
ekvivalentniho faktoru VIII, ktery obsahuje sekvence, které
nemajl sekvencéni identitu s Zadnym dosud znamych savcim
faktorem VIII.

Dalsi modifikace, nap¥. kombinace dvou alanincvych
substituci, mohou také poskytnout silné sniZenou antigenicitu
pro celou fadu pacientu, nebot varianty polyklonalni
protilatky se 1151 pacient od pacienta a mohou reagovat
s varlantami epitopu A2 faktoru VIII. Kromé toho
imunogenicita (schopnost indukovat tvorbu protilatek) je dale
sniZena inkorporaci vice nez Jjedné aminokyselinové
substituce. K takovym substitucim patfi Jjak alanin tak
aminokyseliny specifické pro praseli sekvencli nebc 1 Jjiné
aminokyseliny, kterd maji nizky imunogenni  potencial.
Substituce v polohdch 490, 495 a 501 jsou uZitecné ke sniZeni
imunogenicity. Navic tyto substituce pravdépodobné snizi

reaktivitu s protilatkami u nékterych pacientt.
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Jiné u&inné, antigenicitu sniZujici substituce, kromé
alaninu, lze provad&t, pokud se vénuje pécle tomu, aby se
vyhnulo uZiti  téch, které jsou hlavnimi pfispévatelil
k vazebné energii antigen-protilétka nebo maji velké a nebo
nabité postranni Fetdzce. Aminokyseliny, JjejichZ substituce
vede ke sniZeni antigenni reaktivity jsou zde proto nazyvany
aminokyseliny "sniZujici imunoreaktivitu". Kromé alaninu
k dal3im aminokyselinadm sniZujicim imunoreaktivitu patfl
methionin, leucin, serin a glycin, aniZ by v3ak vycet byl
omezujici. Je trfeba mit namysli, Ze mira snizZeni
imunoreaktivity dosaZend danou aminokyselinou také zavisi na
u&inku dané substituce na konformaci proteinu, pIistupnost

epitopu a podobné.

Priklad 190

Klenowav fragment, fosforylované Ilinkery Clal, Notl
linkery, T4 ligdza a Taqg DNA polymerdza byly koupeny od
Promega (Madison, Wisconsin). Polynukleotidylkinaza byla
ziskana od Life Technologies, Inc. (Gaithersburg, Maryland).
v*?P-ATP (Redivue, >5000 Ci/mmol) byl koupen od Amersham.
pBluescript II KS- a buiitky E. coli Epicurean XL1-Blue byly
ziskadny od Strategene (La Jolla, California). Synteticke
oligonukleotidy pochédzely od Life Technologies, Inc. neko
Curachem, Inc. KdyZz byly PCR produkty pfipravovany pro
klonovaci ucely, byly uzity 5'-fosforylované
oligonukleotidové primery. Cislovani nukleotidu (nt)
oligonukleotida uzZzitych jako primery pro amplifikaci
polymerazovou Feté&zovou reakci (PCR) praseCi cDNA fVIII nebo
genomové DNA je vztaZeno k cDNA lidského fVIII (Wood et al.,

1984, viz vyse).
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Celkovad RNA ze sleziny prasete byla izolovana metodou
u?ivajici guanidinium-thiokyandt-fenol-chloroformové extrakce
(Chromczynski et al., Anal. Bioechem. 162: 156-158, 1987).
Prase®i cDNA byla pfipravena z celkové RNA uZitim reverzni
transkriptadzy (RT) z viru Moloneyho my$i leukémie a nahodnych
hexamert JjakoZto primerll reakce (souprava First Strand cDNA
Synthesis Kit, Pharmaéia Biotech), pokud neni uvedeno jinak.
RT reakce obsahovala 45mM Tris-Cl, pH 8,3, 68mM KC1, 15mM
DTT, 9mM MgCls,, 0,08 mg/ml hovéziho sérového albuminu (BSA)
a 1,8mM deoxynuleotidtrifosfatd (dNTP). Prasecl genomovéa DNA
byla izolovéna ze sleziny standardnim postupem (Strauss, W.M.
v Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Bioclogy,
John Willey & Sons, Inc.,1995, str. 2.2.1 - 2.2.3). Izolace
DNA =z agardzového gelu byla provedéna pomocl soupravy
Geneclean II (Bio 101) nebo Quiex II Gel Extraction Kit
(Qiagen) .

PCR reakce byla provedena pomocl termocyklovaciho
zafizeni Hybaid OmniGene. Pro PCR reakci uZivajici Tag DNA
polymerdzu reak&ni smés obsahovala O0,6mM MgCl,, 0,2mM smés
dNTP, 0,5mM oligonukleotidové primery, 50 U/ml polymerazy
a 0,1 objemu reakéni smési ze syntézy prvniho fetézce cDNA.
Pokud neni uvedeno specificky Jjinak, PCR produkty byly
purifikovany =z agardzového gelu, zatupeny uZitim Klenowova
fragmentu, precipitovany etanolem, a pak budto ligovany do
mist ECORV v defosforylovaném pBluescript II SK- nebo
ligovany s fosforylovanymi linkery Clal pomoci T4 ligéazy,
nad&tépeny ClalI, purifikovény chromatogfrafii na Sephacryl 400
a pak ligovany do pBluescript II KS- na3tépeného Clal
a defosforylovaného. Ligace byly provedeny pomocli T4 DNA
ligéazy {Souprava rapid DNA LIgation Kit, Boehringer

Mannheim), pokud neni wuvedeno Jjinak. Inzerty obsahujici
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plazmidy pBluescript KS- byly uZity k transformaci bunék
E. coli Epicurean XL1l-Blue.

Sekvencovani plazmidu bylo provedeno uZzitim
automatického sekvenédtoru Applied Biosystems 373a
a terminacéni soupravy s fluoresencnimi barvivy PRISM nebo
ruénim sekvencovanim uZitim soupravy Sequenase v. 2 (Amersham
Corp.). Primé sekvencovani produktd PCR vletné koncového
znaceni *?P oligonukleotidll bylo provedeno pomoci cyklického
sekvencovaciho protokolu (dsDNA Cycle Sequencing System, Life

Technologies) .

Izolace klonl praseCi cDNA fVIII obsazhujicich netranslatovane
sekvence 5°'-konce, signédlniho peptidu a kodony domény Al

Usek prase&i f£fVIII cDNA od 5°-konce k domén& A2 byl
amplifikovan ,hnizdovou"“ PCR uZitim celkové RNA ze sleziny se
samice prasete metodou rychlé amplifikace  cDN2 koncu
(5" -RACE) uZitim  soupravy Marathon cDNA Amplification
(Clontech, verze PR55453). To =zahrnuje syntézu prvniho
retézce pomoci ,lock-docking™ oligo(dT) primeru (viz Borson
et al., PCR Methods Appl. 2: 144-148, 1992), syntézu druhého
Fetézce cDNA uZitim polymerdzy I =z E. coli a ligaci s 5°7
prodlouZenym dvojretézcovym adaptorem (sekvence id. &. 13):

5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT—3'

37~ 3°-NH2-CCCGTCCA-PO4-5",
jehoZz kratky fretézce byl blokovédn na 3 -konci aminoskupinou,
aby se sniZilo nespecifické PCR a byl komplementidrni k 8
nukleotidim 3 -konce (Siebert P.D. et al., Nucleic Acids. Res.
23: 1087-1088, 1995) . Prvni béh PCR byl proveden
s adaptorové-specifickym oligonukleotidem (sekvence 1id. C¢C.
14): |

5"-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3 " (oznacCenym AP1)

cesve
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jakoZto ,sense" primerem a oligonukleotidem specifickym pro
A3 doménu prasecCiho fVIII (sekvence id. ¢. 15):

5" -CCATTGACATGAAGACCGTTTCTC~-3" (nt2081-2104)
jakoZto "antisense" primerem. Druhy béh PCR byl proveden
pomoci hnizdovych adaptorove specifickych oligonukleotiduy,
a sice AP2 (sekvence id. &. 16):

5"~ ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3"
jakoZto ,sense™ primeru a hnizdového oligonukleotidu
specifického pro prasec¢i doménu A2 (nt 1497-1520) jakoZto
santisense" primer (sekvence id. ¢. 17):

5 -GGGTGCARAGCGCTGACATCAGTG-3 .

PCR se provadély pomoci komercné dostupné soupravy (Advantage
cDNA PCR COre Kit), kterd uZivd protilédtkou zprostredkovany
protokol pro horky start (Kellog, D.E. et al., BioTechnoques
16: 1134-1137, 19%94). PCR podminky obszhovaly denaturaci 60
s %4 °C, nasednuti primertt 30 s pfi 60 °C a prodluZovani
4 minuty p¥i 68 °C s kontrolou teploty ve =zkumavce. Tento
postup vedl k vytvofeni hlavniho produktu tvoficiho pés
velikosti 1,6 kb, coZ je v souladu s amplifikaci fragmentﬁ
zasahujiciho pfibliZné 150 bp do netranslatovaného useku
5’-konce. Produkt PCR byl klonovan do pBluescript pomoci
linkert ClaI. Inzerty ze Ctyf¥ klonld byly sekvencovany v obou
smérech.

Sekvence téchto klénﬁ obsahovaly Usek zahrnujici 137 bp
netranslatovaného useku 5°-konce, signalni peptid, doménu Al
a Ca&st domény A2. Shoda byla dosaZena pfineimen3im viZdy ve 3
ze 4 mist. Av3ak klony obsahovaly 4 mutace zjevné vnesené
prostfednictvim PCR, pravdépodobné diky <cetnym beéhum PCR
potfebnym k vytvofreni klonovatelného produktu. Proto 'byla
uZita sekvence z Useku signadlniho peptidu k navrZeni sekvence
fosforylovaného "sense" primeru (sekvence id. ¢. 18):

5" -CCTCTCGAGCCACCATGTCGAGCCACCATGCAGCTAGAGCTCTCCACCTG-3”
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oznacCeného RENEOPIGSP pro syntézu Jjiného produktu PCR
k potvrzeni sekvence a pro klonovani do expresniho vektoru.
Sekvence uvedend tucné pfedstavuje pocatelni kodon. Sekvence
Smérem 5°od ného je sekvence identickd s mistem inzerce do
savCiho expresniho vektoru ReNeo pouZitého pro expresi fVIII
(Lubin et al, 1994 viz vySe). Misto obsahuje Stépné misto
XhoI (podtrZené). RENEOPIGSP a oligonukleotid nt 1497-1420
byly uZity pro PCR reakci s Taq polymerdzou na templédtu
s cDNA ze sleziny samice prasete. Polymerdze od nékolika
dal3ich vyrobcl selhala a neposkytla detekovatelny produkt.
PCR podminky obsahovaly denaturaci 4 min p¥i 94 °C, nasednuti
primerd 2 min pfi 55 °C a prodluZovani 2 minuty pfi 72 °C
s koneCnym prodluzovacim krokem 5 minut pfi 72 °C. PCR
produkt byl klonovédn do pBluescript uZitim linkeru Clal.
Inzerty ze dvou takovych klonu byly sekvencovany a v obou

smérech a shodovaly se s kanonickou sekvenci.

Izolace praseCich klon fVIII c¢DNA obsahujicich A3, C1
a 5 -polovinu domény C2

Nejdfive byly ‘klonovany dva RT-PCR produkty 2z prasedi
sleziny odpovidajici fragmentu domén B-A3 (nt 4519-5571)
a Cl-C2 (nt 6405 - 6990). 3'-konec domény C2 byl ziskéan
prodlouZenim uUseku exonu 26, coZ Jje koncovy exon £fVIII.
Produkt B-A3 byl pfipraven uZitim primeru specifického pro
praseli doménu B (sekvence id. &. 19):

5" -~CGGGCGGCCGCGCATCTGGCAAAGCTGAGTT-3 ",

kde podtrZena cast odpovidd useku praseciho £fVIII, ktery se
shoduje s usekem nt 4519-4530 1lidského £fVIII. 5" -konec
oligonukleotidu obsahuje misto NotI, které bylo zamy3leno pro
ucely klonovani. "Antisense" primer pouZity Tk vytvoreni
produktu B-A3 (sekvence id. &. 20): '

5" -GAAATAAGCCCAGGCTTTGCAGTCRAA-3’

LR RN 4
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byl zaloZen ne reverznim komplementu sekvence cDNA lidského
fVIITI nt 5545-5571. Reakce PCR obsahovala 50mM KCI,
10mM Tris-Cl, pHY, O, 0,1% Triton X-100, 1,5mM MgCl,,
" 2,5mM smés dNTP, 20 uM oligonukleotidové primery, 25U/ml Tagq
polymerdzy a 1/20 objemu smési RT reakce. PCR podminky
obsahovaly denaturaci 3 min pfi 94 °C po které néasledovaly
cykly obsahujici denaturaci 1 min pfi 94 °C, nasednuti
primerd 2 min p#i 50 °C a prodluZovéani 2 minuty p¥i 72 °C.
Produkty PCR byly fosforylovany uZitim T4DNA kinazy a byly
pfidany linkery NotI. Po naStépeni NotI byly PCR fragmenty
klonovédny do mista NotI plazmidu pBluescript II  KS-
a transformovidny do bunék E. coli XL1l-Blue.

Produkt Cl-C2 Dbyl pfipraven vyuZitim znamé sekvence
lidské cDNA pro syntézu oligonukleotidovych primerd nt 6405-
6426 (sekvence id. &. 21):

5 -AGGARATTCCACTGGAACCTTIN-3  a
reverzniho komplementu k nt 6966-6990 (sekvence id. ¢&. 22):

5" -CTGGGGGTGAATTCGAAGGTAGCGN-3".

Podminky pro PCR Dbyly shodné s podminkami pro pfipravu
produktu B-A2. Vysledny fragment byl vloZen do klonovaciho
vektoru pNOT uZitim soupravy Prime PCR Cloner Cloning Systém
(5-Prime3, Inc., Boulder, Colorado) a klonovan v bufikach
JM109.

Plazmidy B-A3 a Cl-C2 byly castec¢né sekvencovany, aby
bylo moZné prfipravit "sense" a "antisense" oligonuklecotidy
specifické pro prasecil sekvence, nt 4551-4573 (sekvence id.
c. 23):

5" - GAGTTCATCGGGAAGACCTGTTG -3
a nt 6541-6564 (sekvence id; c. 24):

5’- ACAGCCCATCAACTCCATGCGAAG -37.

Tyto oligonukleotidy byly uZity 3jako primery pro pfipravu
RT-PCR produktu velikosti 2013 bp pomoci soupravy Advantage

XEX]
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cDNA PCR (Clontech). Tento produkt odpovidajici nt 4551-6564
v lidské sekvenci, obsahuje usek zodpovédny za aktivacdni
peptid lehkého fetézce (nt 5002-5124), doménu A3 (nt 5125-
6114) a vétsinu domény Cl (nt 6115-6573). Sekvence Cl-C2
klonu potvrdila, Ze sekvence lidské a praseCi cDNA od nt 6565
dQ 3’-konce Cl domény Jsou 1dentické. Produkt PCR byl
klonovan do mista EcoRV plazmidu pBluescript KS-. Cty¥i klony
byly plné sekvencovény v obou smérech. Shody bylo dosaZeno

prinejmenSim vZdy ve 3 mistech ze 4.

Izolace klond cDNA praseCiho fVIII obsahujicich 3 -polovinu
C2 domény

Doména C2 1lidského £fVIII (nukleotidy 6574-7053) e
obsaZena v exonech 24 aZ 26 (Gitscher J. et al., Nature 312:
326-330, 1984). Lidsky exon 26 obsahuje 1958 nukleotidl
a odpovidéd poloze nt 6801-8853. Zahrnuje také usek 1478 bp
netranaslatované sekvence 3 -konce (3°UTR). Pokusy klonovat
cDNA exonu 26 odpovidajici 3 -konci domény C2 a 3°UTR, at uZ
metodou 3 'RACE (Siebert et al., 1995, viz vySe), inverzni PCR
(Ochman, H. et al., Biotechnology (N.Y.)8: 7539-760, 1990),
PCR s restrikénimi misty (Sarkar G. et al., PCR Meth. Appl.
2: 318-322, 1993), PCR s "nepredikovatelnym nasednutim
primerd"” (Dominguez, O. et al., Nucl. Acids Res. 22: 3247-
3248, 1994) nebo screeningem cDNA praseCich Jjater, byly
nelspésné. Metocda 3'RACE byla znovu vyzkouSena s cDNA
knihovnou ligovanou stejnymi dvouretézcovymi adaptory, ktera
byla wuZita k uUspé3nému klonovani 5 -konce CcDNA prasecilho
fVIII. Tudiz selhéni této metody nebylo zplsobeno
nepritomnosti cDNA odpovidajicl exonu 26. |

Ke klonovani 3 -poloviny domény C2 byla uZita metoda
cileného prochédzeni genu pomoci PCR (Parker J.D. et al.,

Nucl. Acids Res.19: 3055-3060, 1991). "Sense" primer
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specificky pro praseci sekvenci nt 6904-6924 (sekvence id. ¢c.
25):

5"- TCAGGGCAATCAGGACTCC -3~
byl syntetizovan na zakladé pocatelni sekvence domény C2
a byl pouéit. v PCR spole¢né s nespecifickym "kracejicim"
primerem vybranym z oligonukleotidd dostupnych v laboratofi.
PCR porodukty pak byly zaméfeny analyzou extenze primeru
(Parker et al.; BioTechniques 10: 94-101, 1991) uzitim
vnit¥niho primeru znadeného °P specifického pro praseé&i
sekvenci nt 6932-6952 (sekvence id. &. 26):

5"- CCGTGGTGAACGCTCTGGACC -3~
Bylo zajimavé, Ze ze 40 testovanvch nespecifickych primeru
pouze dva poskytly pozitivni produkt analyzou extenze primeru
a odpovidaly pfesné a degenerované lidské sekvenci 3 -konce
domény C2, a sice primer sekvence id. ¢. 27 (nt 7030-7053):

5"- GTAGAGGTCCTGTGCCTCGCAGCC-3"

a primer sekvence id. &. 28 (nt 7027-7053):

5"~ GTAGAGSTSCTGKGCCCTCRCAKCCYAG -37.

Tyto primery byly pavodné navrZeny pro ziskani produktu
pomoci konvenéni RT-PCR, ale selhaly a neposkytly dostatecné
mnozstvi produktu, které by mohlo byt vizualizovano barvenim
etidiumbromidem. AvSak produkt byl identifikovan citlivéjsi
metodou extenze primeru. Produkt pak byl purifikovan na
agardzovém gelu a ptrimo sekvencovan. To prodlouZilou sekvenci
prasec¢iho fVIII k nukleotidu 7026.

Dalsi sekvence byla ziskdna analyzou extenze primeru
produktu ziskaného "hnizdovou" PCR na dvouretézcové adaptory
ligované cDNA knihovné uZitim 5 RACE protokolu popsaného JizZ
dfive. Prvni béh reakce uZival pfesny primer praseCi sekvence
sekvence id. &. 29 (nt 6541-6564):

5°- CTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGT -3°

-
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a primer APl. Druhy béh reakce uZival primer sekvence 1id.

30 (nt 6913-6934):

)¢

5"- AATCAGGACTCCTCCCACCCCCG-3”
a primer AP2. Primé PCR -sekvencovadni prodlouZilo sekvenci
smérem 3 ke konci domény C2 (nt 7053). Sekvence C2'domény
byla jednoznacnad aZ na nt 7045 Dblizko 3 -konce C2 domény.
Analyza opakovanych PCR " reakci wukédzala budto A, G nebo
dvojité A/G v tomto misté.

Sekvencovani bylo prodlouZeno do 5°UTR uZitim dalsich
dvou primerl, a sice sekvence id. ¢. 31 (NT 6977-6996):

5"~ GGATCCACCCCACGAGCIGG -37 .
a sekvence id. ¢. 32 (nt 7008-7031):

5°- CGCCCTGAGGCTCGAGGTTCTAGG -3~
Usek pribliZné& 15 bp ze 3 UTR sekvence byl ziskédn, ackoliv
sekvence Dbyla na nékolika mistech nejasna. Pak Dbylo
syntetizovano né&kolik M"antisense" primert na zakladé co
nejlepSiho urc¢eni 3 'netranslatované sekvence. Tyto primery
obsahovaly reverzni komplement stop kodonu TGA ne svém
3"-konci. PCR produkty byly ziskadany jak s genomové DNA tak
i cDNA praseci sleziny pomoci specifickych primerd sekvence
id. ¢. 33 (nt €913-6934):

5"- AATCAGGACTCCTCCACCCCCG =37
a 3'UTR "antisense" primeru sekvence id. &. 34:

5"~ CCTTGCAGGAATTCGATTCA-3~
a byly vizualizovany barvenim etidiumbromidem na agardzovém
gelu. Pro ziskani dostatelné mnoZstvi materidlu pro klonovani
byl proveden druhy béh PCR s "hnizdovymi" primery sekvence
id. ¢. 35 (nt 6932):

5°- CCGTGGTGAACGCTCTGGACC-3”
a shodnym "antisense" primerem. Vysledny produkt PCR
velikosti 141 Dbp byl klonovan do pBluescript II KS-

na3dtépeného EcoRV. Sekvence tfech klond ziskanych z genomoveé
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DNA a tfech klonu pochéazejicich z cDNA byla ziskéna
sekvencovanim v obou smérech. Sekvence byla zcela jednoznacna

aZ na nt 7045, kde genomovad DNA ukédzala vidy A a cDNA vidy G.

Srovnani sekvenci 1lidského, prasec¢iho a my3iho faktoru VIII
(obrazky 1A aZ 1H).

Srovnani pfifazenim sekvenci uUsekll signalniho peptidu,
Al, A2, A3, Cl a C2 bylo provedeno pomoci pocitacového
programu CLUSTALW (Thompson, J.D. et al., ‘Nucl. Acids Res.
22: 4673-4680, 1994). Negativni bodové ohodnoceni pro
otevfenou mezeru a roz3ifenou mezeru bylo 10 a 0,5. Srovnani
domény B &lovéka, prasete a my3i bylo jiZ publikovéno dfive
(Elder et al., 1993, viz vy3e). Lidskéd sekvence A2 odpovida
useku aminokyselin 373-740 v sekvenci id. c. 2.
Aminokyselinovéd sekvence ©praseli domény A2 Jje uvedena
v sekvenci id. &. 4 a aminckyselinovéd sekvence my3i domény A2

je uvedena v sekvenci id. &. 6 (aminokyseliny 392-759).

Priklad 11

Exprese aktivniho rekombinantniho prase&iho faktoru VIII bez

domény B (PB7)

PouZité materialy

Plazma o3etfend <citrédtem 2z pacientid s hemofilii A
a kontrolnich zdravych jedincu byla ziskadna od firmy George
King Biomedical = Inc. Fetdlni sérovy albumin, geneticin,
penicilin, streptomycin, médium DMEM/F12 a AIM-V byly koupeny
od Life Technologies, 1Inc. Tag DNA polymeraza byla od
Promega, Vent polymeraza byla koupena od New England Biolabs,
Pfu DNA polymerdza a fagemid pBluescript KS- byly od
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Stratagene. Syntetické oligonukleotidy byly koupeny od Life
Technologies a Curachem, Inc. Restrikéni enzymy pochdzely New
England Biolabs nebo Promega. 5 -fosforylované primery byly
uzity, kdyZz PCR produkty byly pfipravovany pro klonovaci
uEely. Cislovani nukleotidl (nt) oligonukleotidl pouZitych
jako primery pro amplifikaci polymeréazovou fetézovou reakci
(PCR) praseCi genomové DNA nebo cDNA uZivd pro srovnani cDNA
lidského faktoru VIII (Wood et al., Nature 312: 330-337,
1984) . Expresni vektor fVIII oznaceny HB /ReNeo byl ziskan od
Biogen, Inc. HB/ReNeo obsahoval geny rezistence k ampicilinu
a geneticinu a cDNA lidského fVIII postradajici rdoménu B,
které‘ je vymezena usekem Ser741-Argl6d8, coZz Jje fragment
vznikly Stépenim trombinem. Pro zjednoduSeni mutageneze cDNA
C2 domény £fVIII, kterd Je na 3'-konci fVIII 1inzertu
v plazmidu ReNeo, bylo vneseno misto NotI smérem 3 0 dvé baze
ke stop kodonu HB /ReNeo mutagenezi metodou SOE ("splicing by
overlap extension”, Horton, R.M. et al., Methods Enzymol.
217: 270-279, 1993). Vysledny konstrukt byl oznacen
HB-ReNeo/NotI.

Celkova RNA byla izolovana guanidinium-thiokyanat-fenol-
chloroformovou extrakci (Chromczynski et al., Anal. Bioechem.
162: 156-159, 1987). ccDNA byla pripravena =z celkové RNA
uZitim reverzni transkriptédzy (RT) =z wviru Moloneyho mysSi
leukémie a nahodnych hexamerl JjakoZto primerua reakce
(souprava First Strand c¢cDNA Synthesis Kit, Pharmacia
Biotech). Plazmidovd DNA byla purifikovana pomocl soupravy
Qiagen Plazmid Maxi Kit (Qiagen). PCR reakce byla provedena
pomoci termocyklovaciho zarizeni Hybaid OmniGene s uZitim
Tag DNA polymerazy, Vent DNA polymerazy nebo Pfu DNA
polymerdzy. PCR produkty byly purifikovany =z agardzového
geluy, zatupeny uZitim Klenowova fragmentu, precipitovan

etanolem, a pak ligovany do plazmidové DNA uZitim T4 ligazy
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(Souprava Rapid DNA Ligation Kit, Boehringer Mannheim).
Plazmidy obsahujici inzerty byly uZity k transformaci
k transformaci bunék E. coli Epicurean XL1-Blue. V3echny nové
sekvence fVIII DNA vytvofené uZitim PCR Dbyly ovéreny
sekvencovanim dideoxynukleotidovou metodou pomoci
automatického sekvendtoru Applied Biosystems 373a

a terminaéni soupravy s barvivy PRISM.

Konstrukce expresniho vektoru hybridniho faktoru VIII HPZ20,
ktery obsahuje prasecCl doménu C2

cDNA prasec¢iho fVIII odpovidajici 37 -konci domény C1
a celé doméné C2 byla klonovany pBluescript pomoci RT-PCR
z celkové RNA uZitim RT-PCR na celkovd RNa a primeru
zaloZenych na zndmé sekvenci ¢DNA prasecCiho fVIII (Healy,
J.F. et al., Blood 88: 4209-4214, 199%6). Tento konstrukt
a HB /ReNeo byly uZity jako templédty ke konstrukci £udzniho
produktu "lidskd Cl - prasec¢i C2" v plazmidu pBluescript
mutagenezi metodou SOE. Fragment C1l-C2 2z tohoto plazmidu byl
odstranén restrik&énimi enzymy Apal a NotI a ligovan do
HB /ReNeo/NotI na3tépeného Apal/NotI, <&imZ byl. vytvofen
HP20/ReNEo/NotI.

Konstrukce hybridniho lidského/praseciho faktoru VIII bez
domény B obsahujiciho praseci lehky retézec (HP18)

Lehky Fetézec lidského faktoru VIII obsahuje
aminokyselinové zbytky Aspled9-tyr2332. Tento uUsek v mutantée
bez domény B (HB™) byl nahrazen odpovidajicimi zbytky praseci
cDNa fVvIII, ¢imZ byla vytvofena molekula hybridniho
lidského/prase&iho faktoru VIII nazvand HP18. To bylo
provedeno nahrazenim odpovidajiciho useku v HP20 nahrazenim
PCR produktem, ktery odpovidal useku A2, doméné A3, doméné Cl

a Casti domény C2 prasete. Pro usnadnéni konstrukce bylo

oee
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synonymni misto AvrII vneseno do nt 2273 na spoji domén A2

a A3 v HP20 metodou SOE mutageneze.

Konstrukce hybridniho lidského/prasec¢iho faktoru VIII bez
domény B obsahujiciho praseci signédlni peptid a domény Al
a A2 (HP22)

Signalni peptid a domény Al a A2 lidského faktoru VIII
zaujimajl usek aminokyselin Met(-19)-Arg740. Tento usek
v mutanté bez domény B (HB) byl nahrazen odpovidajicimi
Useky prasec¢i c¢DNA £fVIII, ¢&imZ byla vytvofena molekula
nazvanad HP22. Navic synonymni misto AvrII bylo vneseno do nt
2273 na spojl domén A2 a A3 v HP20 metodou SOE mutageneze.
HP22 Dbyl konstruovan fuzi praseciho fragmentu signéalni
peptid-Al-Cadst A2 v pBluescript (Helay et al., 1996, viz
vySe) s hybridnim lidskym/praselim faktorem VIII bez domény B
obsahujicim praseci doménu A2 nazvanym HPl (Lubin et al.,

1994, viz vyse).

Konstrukce praseciho faktoru VIII bez domény B (PB7)

Fragment Spel/NotI z HP18/BS (+AvrII) byl Stépen
AvrII/NotI a - ligovéan do HP22/BS (+AvrII) Stépeného
AvrII/NotI, ktery obsahoval praseli fVIII postradajici celou
doménu B. PB- Dbyl klonovdn do ReNeo ligaci fragmentu

Xbal/Notl z PBR-/BS(+AvrII) do HP22/ReNeo/NotIl (+AvrII).

Exprese rekombinantnich molekul faktoru VIII

PB-/ReNeo/NotI (+AvrII) a HP22/ReNeo/Notl (+AvrII) byly
transfekovany do COS bunék a doCasné exprimovany, jak bylo
d¥ive publikovano (Lubin, I.M. et al., J. Biol. Chem. 269:
8639-8641). HBR-/ReNeo/NotI a Zadna& DNA (slepd kontrola) byly

transfekovany jako kontroly.
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Aktivita faktoru VIII mutant PB-, HP22 a HB- byla mérfena
nasledujicim chromogennim testem. Vzorky fVIII v supernatantu
z  bunék COS byly aktivovany 40nM trombinem v pufru
obsahujicim 0,15mM NaCl, 20mM HEPES, 5mM CaCl;, 0,01%
Tween-80, pH 7,4, v pfitomnosti 10nM faktoru IXa, 425nM
faktoru X a 50 puM jednovrstevnych fosfatidylserin-
fofstatidylcholinovych (25/75 hmotn.) vesikuld. Po péti
minutédch byla reakce zastavena 0,05 M EDTA a 100mM
rekombinantniho desulfatohirudinu a vysledny faktor Xa byl
mé¥en testem - s chromogennim substratem. V testu
s chromogennim substratem byl pfidan O0,4mM Spectrozyme Xa
a byla stanovena rychlost uvoliiovdni para-nitoanilidu méFfenim
absorbance pfi 405 nm.

Vysledky ze supernatantd dvou nezavisle transfekovanych
bunéZnych kultur (zména absorbance ve 405 nm za minutu):

HBR™: 13,9, PB™: 139, HP22: 100 a slepéd kontrola: < 0,2.

Tyto vysledky ukazuji, Ze praseci faktor VIII bez domény
B a faktor VIII bez domény B obsahujici praseci podjednotky
Al

v

A2 jsou aktivni a maji vys$Si aktivitu neZ lidsky £fVIII
bez domény B.

PB™ byl C&stec¢né purifikovan a koncentrovan z rustového
média chromatografii na heparin-Sepharose. Heparin-Sepharose
(10 ml) byla ekvilibrovana pufrem obsahujicim 0,075 NaCl,
10mM HEPES, 2,5mM CaCl;, 0,005% Tween-80, 0,02% azid sodny,
pH 7,4. Médium (100 aZ 200 ml) =z exprimujicich bunék bylo
naneseno na kolonu s heparin-Sepharose, kterd pak byla
proplachnuta 30 ml ekvilibraéniho pufru bez azidu sodného.
PB~ pak byl eluovan pufrem obsahujicim 0,65 NaCl, 20mM HEPES,
SmM CaCl,, 0,01% Tween-80, pH 7,4 a pak uschovéan do -80 °C.
Vyt&Zek koagulaéni aktivity faktoru VIII byl typicky 50 azZ
75 %.
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Stédla exprese prasec¢iho faktoru VIII bez domény B (PB7)

Transfekované bunécéné linie byly udrZovany v médiu
DMEM-F12 obsahujicim 10% fetalni hov&zi sérum, 50 U/ml
penicilinu a 50 ug/ml streptomycinu. Fetdlni hovézi sérum
bylo pfed pouZitim tepelné inaktivovéno 1 hodinu v 50 °C.
HB"/ReNeo a PB"/ReNeo/NotI(+AvrII) byly trvale transfekovany
do bunék BHK a selektovany na rezistenci ke geneticinu podle
obecné znamého protokolu popsaného v Lubin et al, Biol. Chem
269: 8639-8641, 1994, kromé tohc, Ze exprimujici bunky byly
kultivovany v médiu S 600 png/ml geneticinu. Buiky
z kultivacnich 1lahvi Corning T-75 péstované do konfluence
byly preneseny do trojitych lahvi Nunc do média s 600 ug/ml
geneticinu a op&t kultivovany do konfluence. Médium bylo
odstranéno a nahrazeno médiem Dbez séra AIM-V (Life
Technologies, Inc.) a bez geneticicnu. Exprese faktoru VIII
byla sledovéna Jjednostupfiovym testem koagulaéni aktivity
(popsanym vySe) a 100 aZ 150 ml média bylo odebréno jednou
denné po 4 aZ 5 dna. Maximdlni hladina exprese v médiu pro
HB™ a PB™ byla 1 aZ 2 Jjednotky/ml a 10 aZ 12 jednotek/ml
kocagulac¢ni aktivity faktoru VIII.

Purifikace PB~

PB” byl precipitovdn =ze supernatantu bunédné kultury:
uzZitim 60% nasyceného siranu amonného a pak byl purifikovén
imunoafinitni chromatografii a vysokotlakovou kapalinovou
chromatografii na koloné monoQ, 3jak bylo JjiZ popséno pro
purifikaci praseciho faktoru VIII ziskaného z plazmy (Lollar
et al., Factor VIII/factor VIIIa. Methods in Enzymol. 222:
128-143, 1993). Specifické koagulaéni aktivita PB™ byla
méfena jednostupnovym testem koagulac¢ni aktivity (viz Lollar
et al., 1993) a byla podobna jako u praseciho faktoru VIII

-

ziskaného z plazmy.
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Pfi analyze elektroforézou na SDS-polyakrylamidovém gelu
se ukézalo, Ze prepardt PB~ obsahuje t¥i pésy se zjévnou
molekulovou hmotnosti 160 kDa, 82 kbDa a 76 kDa. Péasy
velikosti 82 kDa a 76 kDa byly JjiZ dfive popsany Jjako
heterodimer obsahujici domény Al-A2 a ap-A3-Cl-C2 (kde ap
oznacuje aktivacni peptid) (viz Toole et al., Nature 312: 342-
347, 1984) . Pas velikosti 160 kDa byl ©pfenesen na
polyvinylidenfluoridovou membranu a podroben NH;-termindlnimu
sekvencovani, které poskytlo sekvenci Arg-Ile-Xx-Xx-Tyr (kde
Xx predstavuje neurcenou aminokyselinu), coZ je NH.-koncova
sekvence jednofetézcového faktoru VIII (Toole et al., 1984).
takZie PB je cCasteCné upravovén Stépenim mezi doménami A2
a A3, takZe Je tvofen dvéma formami, Jjednofetézcovym
proteinem Al-A2-ap-A3-Cl-C2 a heterodimerem Al;AZ/ap—AB—Cl—
C2. Podobné dupravy rekombinantniho HB™ byly také popséany
(Lind et al., Eur. J. Biochem. 232: 19-27, 1995).

Charakterizace prasecCiho faktoru VIII

Byla urcena sekvence <cDNA ©prase¢iho faktoru VIII
odpovidajici usek obsahuijici 137 bp 5°UTR, kédujici sekvenci
signalniho peptidu (57 bp) a domény Al (1119 bp), A3 (990
bp), Cl1 (456 bp) a C2 (483bp). A tato sekvence spoleCnéd
s dfive publikovanymi sekvencemi B domény a usekd lehkého
fetézce aktivacniho peptidu (Toole et al., 1986, viz vy3e) a
domény A2 (Lubin et al., 1994, viz vySe) dopliiuje a zakoncuje
stanoveni sekvence cDNA praseciho faktoru VIII odpovidajici
translatovanému produktu. Fragment c¢cDNA obsahujici Usek
5°UTR, signéalni peptid a doménu Al byl klonovadn pomoci
protokolu 5 RACE RT-PCR. Oligonukleotidoviy primer zaloZeny
na sekvenci 1lidské C2 byl uUspé3ny prfi vytvofeni RT-PCR
produktu, ktery umoZnil klonovani A3, Cl a S5'poloviny domény

C2. cDNA odpovidajici 3 'poloviné domény C2 a 3 UTR -cDNA byla
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obtiZné klonovatelné. Zbytek domény C2 byl nakonec klonovan
metodou cileného prochézeni genu PCR (Parker et al., 1991,
viz vysSe).

Sekvence uvedend zde jako sekvence id. &. 36 byla zcela
jednozna¢na aZz na nt 7045 v blizkosti 3 -konce domény C2,
kterym Jje Dbudto A nebo G,jak bylo JiZ uvedeno vysde.
Odpovidajici kodony pak jsou GAC (Asp) nebo AAC (Asn). Lidské
a my31 kodony Jjsou GAC a CAG (Gln). Zda se jedné
o polymorfismus nebo reprodukovatelny artefakt wvneseny PCR
nenil znamo. cDNA pro rekombinantni hybridni 1lidsky/praseci
faktor VIII bez domény B obsahujici substituci praseci domény
C2 jak s kodonem GAC tak AAC byly trvale exprimovany, aniZ by
byl zji3tén detekovatelny rozdil v prokoagulacni aktivité.
To ukazuje, Ze mezi témito dvéma variantami C2 domény neni
funkéni rozdil.

Srcvnéni predikovanych aminokyselinovych sekvenci dplné
sekvence praseciho faktoru VIII, sekvence id. c. 37,
s publikovanou lidskou sekvenci (Wood et al., viz vySe)
a my3i sekvenci (Elder et al., 1993, viz vy3e) je uvedeno na
obr. 1A aZ 1H spolecné s vyznalenymi misty potransla&nich
modifikaci, proteolytického Stépeni a rozpoznavani Jjinymi
makromolekulami. Stupen identity pfifazenych sekvenci Je
uveden v tabulce VII. Jak jiZ bylo zminéno dfive, B domény
téchto druhd jsou vice rozdilné (divergentni) neZ domény A
nebo C. To je Vv souladu s pozorovanim, Ze B doména nemd i
pfes svou znacnou velikost Zadnou znédmou funkci (Elder et al.
1993, Tool et al. 1986). Vysledky uvedené v predklédaném
vynalezu potvrdily doména B v prasecim faktoru VIII neni
nutnad pro Jjeho aktivitu. Na =z&kladé sekvenénich dat zde
pfedstavenych praseci faktor VIII majici odstranénou celou
nebo Cast domény B se da syntetizovat expresi cDNA kdédujici

praseCi faktor VIII, kterd m& deletované kodony pro Cast nebo
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celou doménu B. Je také rozsdhlej$i divergence v sekvenci
odpovidajici peptidu "Al doména APC/Stépné misto faktoru IXa"
(zbytky 337-372) a lehkého retézce aktivaéniho peptidu
(tabulka VII). Stépné misto pro trombin v poloze 336 tvorici
peptid 337-372 je zjevné& ztraceno v my3i sekvenci, nebot je
zde glutamin misto argininu (Elder et al., 1993, viz vy3e).
Relativné rychléd divergence 3té&pného peptidu pro trombin
(u my3iho faktoru VIII naznaceny aktivaéni. péptid 337-372)
byla zaznamenana jiZ dfive u fibrinopeptidd (Creighton, T.E.,
Proteins: Structures and Molecular Properties, W.H.Freeman,
New York, s. 105-138, 1993). Nepfitomnost biologické funkce
u téchto peptidld jakmile jsou na3tépeny, byla popsana jako
moZny davod rychlé divergence. Arg562 v lidském £fVIII byl
navrZen Jjako dhleZité&j3i Stépné misto pro aktivadéni protein C
v prubéhu inaktivace £VIII a £fVIIIa (Fay P.J. et al., J.
Biol. Chem. 266: 20139-20145, 1991). Toto misto je zachovéano
v lidské, praseci i mysi sekvenci faktoru VIII. |

Na obrazcich 1A aZ 1H jsou tuéné oznaCena potencidlni
mista N-vazané glykosylace. Je zde 8 konzervativnich mist
potencidlni mista N-vazané glykosylace, a sice jedno v doméné
Al, Jjedno v doméné A2, Ctyfi v doméné B, jedno v doméné A3
a jedno v doméné Cl. 19 cysteinl domén A a C Jje zachovano,
zatimco v cysteinech domény B je 2zna&néd divergence. Sest
z téchto sedmi disulfidickych '~ vazeb faktoru VIII bylo
zjisténo také na homolognich mistech faktoru v
a cerulopllasminu a obé disulfidiké wvazby domény C byly
nalezeny u faktoru V (McMullen, B.A. et al., protein Sci. 4:
740-746, 1995). Lidsky faktor VIII obsahuje sulfatované
tyrosiny v polohé&ch 346, 718, 719, 723, 1664 a 1680
(Pittmann, D.D. et al., Biochemistry 31: 3315-3325, 1992,
Michnick, D.A. et al., J. Biol. Chem. 269: 20095-20102,

1994). Tyto aminokyselinové zbytky Jjsou konzervativni v mySim
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a prasecim faktoru VIII (obr. 1), i kdyZ program CLUSTALW
neprifadil spravné my3i tyrosin odpovidajici Tyr346 v lidském
fVIII.

MySi a praseCi plazma mbGZe napravit nedostateénou
koagulaci plazmy <clovéka s hemofilii A, coZ Je v souladu
s mirou konzervativnosti sekvenci A a C domén u téchto
biologickych druht. Prokoagulacéni aktivita prasecCiho faktoru
VIII je vySSi neZz u lidského faktoru VIII (Lollar et al., J.
Biol. Chem. 267: 23652-23657, 1992). Rekombinantni praseci
faktor VIII (s odstranénou doménou B) exprimovany
a purifikovany podle predklddaného vynalezu projevuje také
vy581 specifickou koagulaéni aktivitu ve srovnani s lidskym
fVIIT a je srovnatelnd s aktivitou faktoru VIII izolovaného
z praseCi plazmy. To miZe byt zplsobenou sniZenou spontanni
disociaci A2 podjednotky z aktivniho heterotrimeru Al/A2/A3-
Cl-C2 faktoru VIII. Zda tyto rozdily v prokoagulacéni aktivité
odrazeji evoluc¢ni zmény funkce jako pfriklad adaptace druhl
(Perutz, M.F., Adv. Protein. Chem., 1996) neni dosud znéamo.
Nyni, kdyZz je uUpln& sekvence cDNA prasec¢iho faktoru VIII
odpovidajici translatovanému produktu znédméd, metcda homologni
skenovaci.mutageneze (Cunningham B.C. et al., Science 243:
1330-1336, 1989) miZe byt cestou jak identifikovat strukturni
rozdily mezi lidskym a prasec¢im faktorem VIII, které Jsou
zodpovédné za vySSi aktivitu praseciho faktoru VIII.

Praseci faktor VIII Jje typicky méne reaktivni
s inhibicénimi protilédtkami, které se tvo¥i u hemofiliku,
kterym byla podéna transfize faktoru VIII nebo které se tvorfi
Jako autoprotilatky v obecné populaci. To Jje zakladem pro
uzivani koncentrdtu ©prase¢iho faktoru VIII pfi 1léceni
pacientd s inhibic¢nimi protildtkami (Hay a Lozier, 1995, viz
vy3e). Vét3ina inhibiénich protiladtek je namifena proti

epitopum lokalizovanym v doméné A2 nebo C2 (Fulcher C.A. et
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al. Prcc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 7728-7732, 1985,
Scandella, D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 6152-
6156, 1988, Scandella, D. et al., Blood 74: 1618-1626, 1989).
Navic byl identifikovan epitop neznédmého vyznamu, ktery se
nalézéd v doméné A3 nebo Cl (Scandella et al., 1989 viz vyS3e,
Scandella, D., Blood 82: 1767-1775, 1993, Nakai, H. et al.,
Blood 84: 224a, 1994). Epitop A2 byl mapovanim lokalizovéan do
useku 484-508 homologni skenovaci mutagenezi (Healey et al.,
1995, viz vyse) . V tomto segmentu obsahujicim 25
aminokyselinovych zbytkl je relativné maly podil identickych
sekvenci (16/25 neboli 64 &). Je zajimavé, Ze tento usek,
ktery se zdd Dbyt funkéné daleZity na zakladé toho, :Ze
protilatky proti nému Jjsou inhibiéni, byl =zjevné vystaven
rychlejSimu genetickému posunu. Srovnédni prasecCich domén A2
a A3 .ukazuje, Ze epitop A2 nesdili Zadnou detekovatelnou
hemeolegii s doménou A3,

Inhibitorovy epitop C2 1lidského £fVIII byl lokalizovan
mezi zbytky 2248 aZ 2312 deleénim mapovénim (Scandella, D.,
Blood 86: 1811-1819, 1995). Lidsky a prase¢i faktor VIII jsou
z 83 % identickeé v tomto segmentu obsahujicim 65
aminokyselinovych zbytkl. Avsak homologni skenovaci
mutageneze tohoto uUseku vedla k charakterizaci C2 epitopu,
jeho?Z hlavni antigenni determinanta byla neocekavané
lokalizovana do uUseku odpovidajiciho aminokyselinam 2181-2243
lidské sekvence (sekvence id. ¢. 2 a obr. 1H).

Byly prfipraveny proteiny hybridniho 1lidského/praseciho
faktoru VIII, kde 1rGzné casti domény C2 Dbyly nahrazeny
odpovidajici <&asti prase&iho faktoru VIII uZitim strategie
popsané v predkléddaném vynédlezu (viz pfiklad 8). Syntéza
ruznych C2-hybridnich faktorl VIII byla provedena tak, zZe
byla zkonstruovédna hybridni kédujici DNA, a sice uZitim

nukleotidové sekvence kdédujici praseli usek C2 uvedené zde
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jako sekvence id.Z. 37. kazdy hybrid byl exprimovan
v transfekovanych bunkdch, takZe hybridni faktor VIII mohl
byt caste¢né purifikovdn z rlUstového média. Aktivita,
v nepritomnosti jakéhokoliv inhibitoruy, byla méfena
Jjednostupfiovym koagulacni testem.

Panel péti 1lidskych inhibitord byl wuZit k testovani
kazdého hybridniho faktoru VIII. Bylo jiZ drive prokazéano, Ze
prlazma obsahujici protiladtku anti-faktor VIII Jje namifena
proti lidské C2 doméné, nebot rekombinantni C2 doména
neutralizuje inhibici. Ve v3ech testovanych plazméch titr
inhibitoru byl neutralizovén z vice jak 72 % doménou C2 nebo
lehkym Zfetézcem ale méné neZ z 10 % rekombinantni lidskou
doménou A2. Kromé toho C2-hybridni faktory VIII Dbyly
testovany proti my3i monoklondlni protildtce, kterd se vaie
na doménu C2, a podobné jako lidské C2 inhibujici protilatky,
inhibuje wvazbu faktoru IIT k fosfolipidam a k wvon
Willebrandovu faktoru.

Srovnanim  titrd  inhibiénich protilatek proti Cc2-
hybridnim faktorlm VIII bylo uké&zéno, Ze hlavni determinanta
lidského C2 inhibitorového epitopu leZi v useku definovaném
aminokyselinovym zbytky 2181-2243 (sekvence 1id. &. 2, viz
také obr. 1H). Protilatky anti-C2 namifené proti useku COCH
konce ke zbytku 2253 nebyl identifikovéany u c&tyfech z péti
sér pacientt. Pfi  srovnéni  hybridy obsahujici praseci
sekvenci odpovidajici lidské sekvence aminok?selinonch
zbytka 2181-2199 a 2207-2243 se ukazalo, Ze oba tyto useky
prispivajl k vazbé protilétky. Praseci aminokyselinovéa
sekvence odpovidajici 1lidské sekvenci zbytkld 2181-2243 Je
oCislovéana 1982-2044 v sekvenci id. &. 37. Sekvence praseci
DNA kdédujicil prasec¢i aminokyseliny 1982-2004 predstavuje
nukleotidy 5944-6132 v sekvenci id. &. 35.
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S odkazem na obr. 1H, je vidét, Ze v useku 2181-2243 je
rozdil v 16 aminokyselindch mezi lidskou a praseli sekvenci.
Rozdily byly nalezeny v aminokyselindch 2181, 2182, 2188,
2195-2197, 2199, 2207, 2216, 2222, 2224-2227, 2234, 2238
a 2243. Lze provést ndhradu jedné nebo nékolika aminokyselin
v téchto polohédch a tim pfipravit modifikovany faktor VIII,
ktery je nereaktivni s inhibiénimi protildtkami proti lidské
Cé. Alaninovad skenovacil mutageneze poskytuje vhodnou metodu
pro vytvad¥eni alaninovych substituci neutrdlnich zbytkda, jak
bylo Jjiz dfive popsédno. K nahrazovédni lze wuZit 1 Jiné
aminokyseliny neZ alanin, Jjak se popisuje v predkladaném
vyndlezu. N&hrada jednotlivych aminokyselin alaninem, a to
zejména téch aminokyselin, které nejsou shodné v lidské
a prasec¢i sekvenci nebo lidské a mySi sekvenci nebo které
s velkou pravdépodobnosti pfispivaji k vazbé protilatky, mlZe

I se sniZenou reaktivitou

-

poskytnout medifikovany faktor VI
s inhibiénimi protilatkami.

Kromé toho strategie vloZenl aminokyselin s nizZ3im
imunogennim potencialem do definovaného useku
aminokyselinovych zbytka 2181-2243 mizZe poskytnout
modifikovany faktor VIII, ktery m& sniZenou imunogenicitu.
Faktor VIII se sniZenou imunogenicitou Jje vhodny Jjako
nadhraZzka faktoru VIII pri léCeni hemofilie u pacientl, kterd
je vyhodnéjs$i nezZz faktor VIII s ©pfirozenou sekvenci.
U pacientll lécenych faktorem VIII se sniZenou imunogenicitou
se s menSi pravdépodobnosti wvyvinou inhibiéni protilatky
a tudiZ s mens$i pravdépodobnosti budou trpét sniZenou

uc¢innosti lécCeni po celou dobu Zivota.



e s (X ] o o0 .

LA N ]
s0e®
oo o
o® »
L]
see 0
[ X XN ]
sees
seee
LR R J
seee

[ X ] .o L) LA LR J o0

111

Popis obrazkl

Obrazky 1A aZ 1H spolecné ukazuji srovnanil prifazenych
aminokyselinovych sekvenci lidského, prasec¢iho a my3iho
faktoru VIII. Obr. 1A srovndvd usek signdlniho peptidu
(lidsky sekvence 1d. ¢&. 40, prasec¢i sekvence 1id. ¢&. 37,
aminokyseliny 1-19, my3i sekvence id. ¢&. 6, aminokyseliny
1-19). Aminokyselinové sekvence na obrazcich 1A aZ 1H Jsou
Cislovany tak, Ze prvni alanin zralého proteinu m& cislo 1
a aminokyseliny signalniho peptidu Jjsou tedy <Cislovéany
zdpornymi Cisly. Sekvence lidského faktoru VIIT id. &. 2 také
zacina prvnim alaninem zralého proteinu jakozto
aminokyselinou <&islo 1. V aminokyselinové sekvenci mySiho
faktoru VIII (sekvence id. ¢&. 6) a praseCiho faktoru VIII
(sekvence 1id. ¢. 37) prvnl aminokyselina zralé sekvence
(

ukazuji prifazeni odpovidajicich sekvenci 1lidského, my3iho

o))
[
j81)
3
3

..... je aminokyselina ocCislcvand 20. OQCbr. 12 a2z 1H
a prasecCiho faktoru VIII, takZe sekvence s nejvét3i identitou
aminokyselin jsou ptrifazeny k sobé&. Cislovani aminokyselin na
obr. 1A aZ 1H se vztahuje pouze k lidské sekvenci £faktoru
VIII. Obr. 1B ukazuje aminokyselinové sekvence lidské domény
Al (sekvence 1id. ¢&. 2, aminokyseliny 1-372), ©praseci
(sekvence 1id. ¢&. 37, aminokyseliny 20-391) a my3i domény Al
(sekvence id. c. 6, aminokyseliny 20-391). Obr. 1C ukazuje
aminokyselinové sekvence lidské domény A2 faktoru VIII
¢lovéka (sekvence id. ¢&. 2, aminokyseliny 373-758), prasete
(sekvence id. &. 37, aminokyseliny 392-759) a my3i (sekvence
id. ¢&. o, aminokyseliny 392-759). Obr. 1D ukazuje
aminokyselinovou sekvenci 1lidské domény B faktoru VIII
Clovéka (sekvence id. ¢. 2, aminokyseliny 741-1648), prasete
(sekvence id. ¢&. 37, aminokyseliny 760-1449) a mySi (sekvence

id. ¢. 6, aminokyseliny 760-1640). Obr. 1E porovnava
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aminokyselinové sekvence lehkého Ffetézce aktivacniho peptidu
faktoru VIII <¢&lovéka, prasete a my3i (sekvence 1id. <&. 2,
aminokyseliny 1649-1689, sekvence id. ¢&. 37, aminokyseliny
1450-1490, sekvence id. &. 6, aminokyseliny 1641-1678,
v uvedeném pofadi) . Obr. 1F poskytuje srovnéani
aminokyselinové sekvence domény A3 faktoru VIII Cclovéka,
prasete a my3i (sekvence id. &. 2, aminokyseliny 1690-2019,
sekvence id. &. 37, aminokyseliny 1491-1820, sekvence 1id. c.
6, aminokyseliny 1679-2006, v uvedeném pofadi). Obr. 1G
poskytuje aminokyselinové sekvence domén Cl faktoru VIII
&lové&ka, prasete a my$i (sekvence 1id. ¢. 2, aminokyseliny
2020-2172, sekvence 1id. ¢&. 37, aminokyseliny 1821-1973,
sekvence id. ¢&. 6, aminokyseliny 2007-2159, v uvedeném
pofadi). A nakonec obr. 1H uvadi sekvencni data domén C2
faktoru VIII ¢lovéka, prasete a mySi (sekvence 1id. ¢. 2,
aminokyseliny 2173-2332, sekvence id. ¢&. 37, aminokyseliny
1974-2133, sekvence id. ¢&. 6, aminokyseliny 2160-2319,
v uvedeném poradi).

Kosoltverci Jjsou vyznaCena mista sulfatace tyrosinu,
tucné pismo oznacuje - potencialni glykosylacni mista,
navrhovand vazebnd mista pro faktor IXa, fosfolipid a protein
C Jsou dvojité ©podtrZena a Useky GCastnici se wvazby
inhibiénich protiladtek anti-A2 a anti-C2 Jsou zvyraznény
kurzivou. Hvé&zdidky oznacduji konzervativni aminokyselinové
sekvence. Viz také sekvence id. ¢&. 36 (cDNA praseciho faktoru
VIII) =a sekvence 1id. ¢&. 37 (dedukovand aminokyselinova
sekvence praseciho faktoru VIII). bylo pouZito stejného
Eislovéni 1lidské sekvence faktoru VIII jako v referencni
praci (Wood et al., 1984, viz vy$e). Domény Al, A2 a B Jsou
definovany pomoci $tépnych mist pro trombin v polohach 372,

740 a mista pro nezndmou protedzu v poloze 1648 jako segmenty

zbytka 1-372, 373-740 a 741-1648 (Eatona, D,L. et al.,
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Biochemistry 25: 8343-8347, 1986). Domény A3, Cl a C2 jsou
definovany jako segmenty zbytkl 1690-2019, 2020-2172 a 2173-
2332, v uvedeném pofadi (vehar et al., 1984, wviz vyse).
St8pnd mist pro trombin (faktor IIa), faktor IXa, faktor X
a APC (Fay et al., 1991, wviz vySe, Eaton, D. et al.,
Biochemistry 25: 505-512, 1986, Lamphear, B.J. et al., Blood
80: 3120-3128, 1992) jsou znazornéna tak, Ze nazev enzymu je
uveden nad pfisludnym reaktivnim argininem. Kysely peptid je
od3tépen od lehkého fetézce faktoru VIII trombinem nebo
faktorem Xa v pozici 1689. Predpokléddand vazebnd mista
faktoru IXa (Fay et al., J. Biol. Chem. 269: 20522-20527,
1994, Lenting, P.J. et al., J. Biol. Chem. 269: 7150-7155,
1994), fosfolipid (Foster, P.A. et al., Blood 75: 1999-2004,
1990) a protein C (Walker, F.J. et al., J. Biol. Chem. 265:
1484-1489, 1990) jsou dvojité podtrZena. Useky uCastnici se
vazby inhibiénich protilatek anti-A2 (Lubin et al., 18%4.,
viz vy3e, Healey et al., 1995, viz vySe) a drive
pfedpoklddanych anti-C2 jsou uvedena kurzivou. Inhibitorovy
epitop C2 identifikovany podle predkladaneho  vynalezu
(aminokyseliny 2181-2243 v lidské sekvenci) Je znézornén
jednoduchym podtrZenim na obr. 1H. Tyrosinova sulfatacni
mista (Pittman et al., 1992, viz vySe, Michnick et al., 1994,
viz vySe) Jjsou zndzornéna sympboly 4. Rozpoznavacl mista pro
potencidlni N-navéazané glykosylace (NXS/T, kde X neni prolin)
jsou zvyraznéna tucne.

Nukleotidovd sekvence kédujici protein faktoru VIII
postraddajici doménu B je zde uvedena jako sekvence id. ¢. 38
a odpovidajici predikovand aminokyselinovd sekvence Jjako

sekvence id. &. 39.
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SEZNAM SEKVENCT
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 9009 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: neni relevantni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA na mRNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Homec sapiens
(F) TYP TKANE: Jatra
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: rQzné znaky
(B) POZICE: 5125..7053
(D) DALSI INFORMACE: /produkt= "struktura domény"
/poznamka= "odpovidajici doméné A3-Cl-C2"
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: ruzné znaky
(B) POZICE: 1..2277
(D) DAL3I INFORMACE: /produkt= "struktura domény"
/poznamka= " odpovidajici doméné Al-A2"
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: rQizné znaky
(B) POZICE: 1..2277
(D) DALSI INFORMACE: /produkt= "doména"
/poznamka= "cDNA kédujici lidsky faktor VIII"

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 1:
CAGTGGGTAA GTTCCTTAAA TGCTCTGCAA AGAAATTGGG ACTTTTCATT AAATCAGAAA
TTTTACTTTT TTCCCCTCCT GGGAGCTAAA GATATTTTAG AGAAGAATTA ACCTTTTGCT
TCTCCAGTTG AACATTTGTA GCAATAAGTC ATGCAAATAG AGCTCTCCAC CTGCTTCTTT
CTGTGCCTTT TGCGATTCTG CTTTAGTGCC ACCAGAAGAT ACTACCTGGG TGCAGTGGAA
CTGTCATGGG ACTATATGCA AAGTGATCTC GGTGAGCTGC CTGTGGACGC AAGATTTCCT
CCTAGAGTGC CAAAATCTTT TCCATTCAAC ACCTCAGTCG TGTACAAAAA GACTCTGTTT
GTAGAATTCA CGGTTCACCT TTTCAACATC GCTAAGCCAA GGCCACCCTG GATGGGTCTG

-

60

120

180

240

300

360

420



CTAGGTCCTA
GCTTCCCATC
GCTGAATATG
GGAAGCCATA
CTGTGCCTTA
CTCATTGGAG
TTGCACAAAT
ACAAAGAACT
CACACAGTCA
TCAGTCTATT
GAAGGTCACA
ACTTTCCTTA
ATCTCTTCCC
GAACCCCAAC
GATTCTGAAA
CGCTCAGTTG
GACTGGGACT
TTGAACAATG
ACAGATGAAA
TTACTTTATG
CCATATAACA
CCAAAAGGTG
AAATGGACAG
TATTACTCTA
CTCATCTGCT
AATGTCATCC
CAACGCTTTC
AACATCATGC

CATGAGGTGG

CCATCCAGGC
CTGTCAGTCT
ATGATCAGAC
CATATGTCTG
CCTACTCATA
CCCTACTAGT
TTATACTACT
CCTTGATGCA
ATGGTTATGT
GGCATGTGAT
CATTTCTTGT
CTGCTCAAAC
ACCAACATGA
TACGAATGAA
TGGATGTGGT
CCAAGAAGCA
ATGCTCCCTT
GCCCTCAGCG
CCTTTAAGAC
GGGAAGTTGG
TCTACCCTCA
TAAAACATTT
TGACTGTAGA
GTTTCGTTAA
ACAAAGAATC
TGTTTTCTGT
TCCCCAATCC
ACAGCATCAA

CATACTGGTA

TGAGGTTTAT

TCATGCTGTT

CAGTCAAAGG

GCAGGTCCTG

TCTTTCTCAT

ATGTAGAGAA

TTTTGCTGTA

GGATAGGGAT

AAACAGGTCT

TGGAATGGGC

GAGGAACCAT

ACTCTTGATG

TGGCATGGAA

AAATAATGAA

CAGGTTTGAT

TCCTAAAACT

AGTCCTCGCC

GATTGGTAGG

TCGTGAAGCT

AGACACACTG

CGGAATCACT

GAAGGATTTT

AGATGGGCCA

TATGGAGAGA

TGTAGATCAA

ATTTGATGAG

AGCTGGAGTG

TGGCTATGTT

CATTCTAAGC

GATACAGTGG

GGTGTATCCT

GAGAAAGAAG

AAAGAGAATG

GTGGACCTGG

GGGAGTCTGG

TTTGATGAAG

GCTGCATCTG

CTGCCAGGTC

ACCACTCCTG

CGCCAGGCGT

GACCTTGGAC

GCTTATGTCA

GAAGCGGAAG

GATGACAACT

TGGGTACATT

CCCGATGACA

AAGTACAAAA

ATTCAGCATG

TTGATTATAT

GATGTCCGTC

CCAATTCTGC

ACTAAATCAG

GATCTAGCTT

AGAGGAAACC

AACCGAAGCT

CAGCTTGAGG

TTTGATAGTT

ATTGGAGCAC

TCATTACACT

ACTGGAAAGC

ATGATAAAGT

GTCCAATGGC

TAAAAGACTT

CCAAGGAAAA

GGAAAAGTTG

CTCGGGCCTG

TGATTGGATG

AAGTGCACTC

CCTTGGAAAT

AGTTTCTACT

AAGTAGACAG

ACTATGATGA

CTCCTTCCTT

ACATTGCTGC

GAAGTTATAA

AAGTCCGATT

AATCAGGAAT

TTAAGAATCA

CTTTGTATTC

CAGGAGAAAT

ATCCTCGGTG

CAGGACTCAT

AGATAATGTC

GGTACCTCAC

ATCCAGAGTT

TGCAGTTGTC

AGACTGACTT

TAAGAACATG

TTCTGAGGGA

CTTCCCTGGT

CTCTGACCCA

GAATTCAGGC

GACACAGACC

GCACTCAGAA

GCCTAAAATG

CCACAGGAAA

AATATTCCTC

CTCGCCAATA

GTTTTGTCAT

CTGTCCAGAG

TGATCTTACT

TATCCAAATT

TGAAGAGGAG

AAGTCAATAT

TATGGCATAC

CTTGGGACCT

AGCAAGCAGA

AAGGAGATTA

ATTCAAATAT

CCTGACCCGC

TGGCCCTCTC

AGACAAGAGG

AGAGAATATA

CCAAGCCTCC

AGTTTGITTG

CCTTTCTGTC

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1680

1740

1800

18860

1920

1980

2040

2100

2160



TTCTTCTCTG
CCATTCTCAG
TGCCACAACT
GACAAGAACA
AGTAAAAACA
AGGCAAAAGC
TGGTTTGCAC
ATGCTCTTGC
AAATATGAGA
TCTGAAATGA
GAGTCAGGCC
AAGAAACTTG
GACAATTTGG
CATTATGATA
TCTGGTGGAC
TTAATGAATA
TTATTTAAAG
AAAGTTAGCA
AAGACTCACA
ATATTAGAAA
ATGGACAAAA
AAAAACATGG
CCAGATATGT
ACTCATGGAA
TTAGGACCAG
GTAGGAAAGG
AGAAACCTAT
AAAAAAATTC

CCTCAGATAC

GATATACCTT

GAGAAACTGT

CAGACTTTCG

CTGGTGATTA

ATGCCATTGA

AATTTAATGC

ACAGAACACC

GACAGAGTCC

CTTTTTCTGA

CACACTTCAG

TCCAATTAAG

ATTTCAAAGT

CAGCAGGTAC

GTCAATTAGA

CTCTGAGCTT

GCCAAGAAAG

GGAAAAGAGC

TCTCTTTGTT

TTGATGGCCC

GTGACACTGA

ATGCTACAGC

AAATGGTCCA

CGTTCTTTAA

AGAACTCTCT

AAAAATCTGT

GTGAATTTAC

TTCTTACTAA

AGGAAGAAAT

ATACAGTGAC

CAAACACAAA

CTTCATGTCG

GAACAGAGGC

TTACGAGGAC

ACCAAGAAGC

CACCACAATT

TATGCCTAAA

TACTCCACAT

TGATCCATCA

GCCACAGCTC

ATTAAATGAG

TTCTAGTACA

TGATAATACA

TACCACTCTA

GAGTGAAGAA

TTCATGGGGA

TCATGGACCT

AAAGACAAAC

ATCATTATTA

GTTTAAAAAA

TTTGAGGCTA

ACAGAAAAAA

GATGCTATTC

GAACTCTGGG

GGAAGGTCAG

AAAGGACGTA

CTTGGATAAT

AGAAAAGAAG

TGGCACTAAG

116

ATGGTCTATG

ATGGAAAACC

ATGACCGCCT

AGTTATGAAG

TTCTCCCAGA

CCAGAAAATG

ATACAAAATG

GGGCTATCCT

CCTGGAGCAA

CATCACAGTG

AAACTGGGGA

TCAAATAATC

AGTTCCTTAG

TTTGGCAAAA

AATAATGATT

AAAAATGTAT

GCTTTGTTGA

AAAACTTCCA

ATTGAGAATA

GTGACACCTT

AATCATATGT

GAGGGCCCCA

TTGCCAGAAT

CAAGGCCCCA

AATTTCTTGT

GGACTCAAAG

TTACATGAAA

GAAACATTAA

AATTTCATGA

AAGACACACT
CAGGTCTATG
TACTGAAGGT
ATATTTCAGC
ATTCAAGACA
ACATAGAGAA
TCTCCTCTAG
TATCTGATCT
TAGACAGTAA
GGGACATGGT
CAACTGCAGC
TGATTTCAAC
GACCCCCAAG
AGTCATCTCC
CAAAGTTGTT
CGTCAACAGA
CTAAAGATAA
ATAATTCAGC
GTCCATCAGT
TGATTCATGA
CAARATAAAAC
TTCCACCAGA
CAGCAAGGTG
GTCCAAAGCA
CTGAGAAAAA
AGATGGTTTT
ATAATACACA
TCCAAGAGAA

AGAACCTTTT

XX X
XY X4

CACCCTATTC

GATTCTGGGG

TTCTAGTTGT

ATACTTGCTG

CCCTAGCACT

GACTGACCCT

TGATTTGTTG

CCAAGAAGCC

TAACAGCCTG

ATTTACCCCT

AACAGAGTTG

AATTCCATCA

TATGCCAGTT

CCTTACTGAG

AGAATCAGGT

GAGTGGTAGG

TGCCTTATTC

AACTAATAGA

CTGGCAAAAT

CAGAATGCTT

TACTTCATCA

TGCACAAAAT

GATACAAAGG

ATTAGTATCC

CAAAGTGGTA

TCCAAGCAGC

CAATCAAGAA

TGTAGTTTTG

CTTACTGAGC

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

®eee



ACTAGGCAAA

AGGTCATTAA

GGGGAGGAAG

GCATGCACCA

AAGAGAGCTT

ATTGTGGATG

CTCACACAGA

GATTGCCTTA

AAGGTATCAT

AACTCTTCTC

AGTCATTTCT

ATGACTGGTG

TACAAGAAAG

GTTGAATTGC

AATGGGTCTC

GCGATTAAGT

GAAAGCTCTG

GGTACTCAGA

TTTAAGAAAA

GCAATAAATG

ACTGAAAGGC

CGTACTACTC

ATGAAGAAGG

CAAAAGAAAA

AGTAGCTCCC

ARAGTTGTTT

CTAAATGAAC

ATGGTAACTT

TATGAGGAAG

ATGTAGAAGG

ATGATTCAAC

AAAACTTGGA

CAAGGATATC

TGAAACAATT

ACACCTCAAC

TAGACTACAA

CGAGGAGTCA

CATTTCCATC

ATCTTCCAGC

TACAAGGAGC

ATCAAAGAGA

TTGAGAACAC

TTCCAAAAGT

CTGGCCATCT

GGAATGAAGC

CAAAGACTCC

TACCAAAAGA

AGGATACCAT

AGGGACAAAA

TGTGCTCTCA

TTCAGTCAGA

AAGATTTTGA

CACGACACTA

CACATGTTCT

TCCAGGAATT

ATTTGGGACT

TCAGAAATCA

ATCAGAGGCA

TTCATATGAG

AAATAGAACA

AGGCTTGGGA

TCCTAATACA

CAGACTCCCA

CCAGTGGTCC

TGAGAAGGAG

TAGCATCCCT

TATTAGACCT

AGCATCTTAT

CAAAAAAAAT

GGTTGGCTCC

TGTTCTCCCG

TCACATTTAT

GGATCTCGTG

AAACAGACCT

CTCCAAGCTA

AGAGTGGAAA

TTTGTCCCTG

TAAGCCCGAA

AAACCCACCA

TCAAGAGGAA

CATTTATGAT

TTTTATTGCT

AAGAAACAGG

TACTGATGGC

CCTGGGGCCA

GGCCTCTCGT

AGGAGCAGAA

117

GGGGCATATG
AAGAAACACA
AATCAAACCA
AGCCAGCAGA
CTAGAAGAAA
AAAAACATGA
AAAGGGGCCA
CAAGCAAATA
ATATATCTGA
AGAAAGAAAG
AACCTTTCTT
CTGGGGACAA
AAACCAGACT
CAGAAGGACC
GAAGGGAGCC
GGAAAAGTTC
TTGGATCCTC
TCCCAAGAGA
AACGCTTGTG
ATAGAAGTCA
GTCTTGAAAC
ATTGACTATG
GAGGATGAAA
GCAGTGGAGA
GCTCAGAGTG
TCCTTTACTC
TATATAAGAG
CCCTATTCCT

CCTAGAAARA

CTCCAGTACT

CAGCTCATTT

AGCAAATTGT

ATTTTGTCAC

CAGAACTTGA

AACATTTGAC

TTACTCAGTC

GATCTCCATT

CCAGGGTCCT

ATTCTGGGGT

TAGCCATTCT

GTGCCACAAA

TGCCCAAAAC

TATTCCCTAC

TTCTTCAGGG

CCTTTCTGAG

TTGCTTGGGA

AGTCACCAGA

AAAGCAATCA

CCTGGGCAAA

GCCATCAACG

ATGATACCAT

ATCAGAGCCC

GGCTCTGGGA

GCAGTGTCCC

AGCCCTTATA

CAGAAGTTGA

TCTATTCTAG

ACTTTGTCAA

TCAAGATTTT

CTCAAAAAAA

AGAGAAATAT

GCAACGTAGT

AAAAAGGATA

CCCGAGCACC

TCCCTTATCA

ACCCATTGCA

ATTCCAAGAC

CCAAGAAAGC

AACCTTGGAG

TTCAGTCACA

ATCTGGCAAA

GGAAACTAGC

AACAGAGGGA

AGTAGCAACA

TAACCACTAT

AAAAACAGCT

TGCAATAGCA

GCAAGGTAGG

GGAAATAACT

ATCAGTTGAA

CCGCAGCTTT

TTATGGGATG

TCAGTTCAAG

CCGTGGAGAA

AGATAATATC

CCTTATTTCT

GCCTAATGAA

33960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

.o



ACCAAAACTT

TGCAAAGCCT

ATTGGACCCC

ACAGTACAGG

ACTGAAAATA

TTTAAAGAGA

TTAGTAATGG

AACATCCATT

AAAATGGCAC

AAAGCTGGAA

ACACTTTTTC

ATTAGAGATT

AGACTTCATT

AAGGTGGATC

AAGTTCTCCA

TGGCAGACTT

TCATCTGGGA

CACCCAACTC

AATAGTTGCA

GCTTCATCCT

CTCCAAGGGA

GTGGACTTCC

CTTACCAGCA

ACTCTCTTTT

CCTGTGGTGA

AGTTGGGTGC

TACTGAGGGT

GGCAGTGTCC

TGAAGCCTCC

ACTTTTGGAA

GGGCTTATTT

TTCTGGTCTG

AATTTGCTCT

TGGAAAGAAA

ATTATCGCTT

CTCAGGATCA

CTATTCATTT

TGTACAATCT

TTTGGCGGGT

TGGTGTACAG

TTCAGATTAC

ATTCCGGATC

TGTTGGCACC

GCCTCTACAT

ATCGAGGAAA

TAAAACACAA

ATTATAGCAT

GCATGCCATT

ACTTTACCAA

GGAGTAATGC

AGAAGACAAT

TGTATGTGAA

TTCAGAATGG

ACTCTCTAGA

ACCAGATTGC

GGCCACTGCA

CTCCCTGGCT

TGAATTAACT

AGTGCAACAT

CTCTGATGTT

CCACACTAAC

GTTTTTCACC

CTGCAGGGCT

CCATGCAATC

AAGGATTCGA

CAGTGGACAT

CTATCCAGGT

GGAATGCCTT

CAATAAGTGT

AGCTTCAGGA

AATCAATGCC

AATGATTATT

CTCTCAGTTT

TTCCACTGGA

TATTTTTAAC

TCGCAGCACT

GGGAATGGAG

TATGTTTGCC

CTGGAGACCT

GAAAGTCACA

GGAGTTCCTC

CAAAGTAAAG

CCCACCGTTA

CCTGAGGATG

GCACCTGCCA

TGCCTTCTAC

ATCATCAGTC

118

CATATGGCAC

GACCTGGAAA

ACACTGAACC

ATCTTTGATG

CCCTGCAATA

AATGGCTACA

TGGTATCTGC

GTGTTCACTG

GTTTTTGAGA

ATTGGCGAGC

CAGACTCCCC

CAATATGGAC

TGGAGCACCA

CACGGCATCA

ATCATCATGT

ACCTTAATGG

CCTCCAATTA

CTTCGCATGG

AGTAAAGCAA

ACCTGGTCTC

CAGGTGAATA

GGAGTAACTA

ATCTCCAGCA

GTTTTTCAGG

CTGACTCGCT

GAGGTTCTGG

CTGCCGTCAC

CTTTGTGCTA

CTGCATTTCT

CCACTAAAGA

AAGATGTGCA

CTGCTCATGG

AGACCAAAAG

TCCAGATGGA

TAATGGATAC

TCAGCATGGG

TACGAAAARA

CAGTGGAAAT

ATCTACATGC

TGGGAATGGC

AGTGGGCCCC

AGGAGCCCTT

AGACCCAGGG

ATAGTCTTGA

TCTTCTTTGG

TTGCTCGATA

AGTTGATGGG

TATCAGATGC

CTTCAAAAGC

ATCCAAAAGA

CTCAGGGAGT

GTCAAGATGG

GAAATCAAGA

ACCTTCGAAT

GCTGCGAGGC

CTCTCCCTCC

AATCCTAGCA

TTGGTGGGGG

TGAGTTTGAC

CTCAGGCCTG

GAGACAAGTG

CTGGTACTTC

AGATCCCACT

ACTACCTGGC

CAGCAATGAA

AGAGGAGTAT

GTTACCATCC

TGGGATGAGC

TTCTGGACAC

AAAGCTGGCC

TTCTTGGATC

TGCCCGTCAG

TGGGAAGAAG

CAATGTGGAT

CATCCGTTTG -

CTGTGATTTA

ACAGATTACT

TCGACTTCAC

GTGGCTGCAA

AAAATCTCTG

CCATCAGTGG

CTCCTTCACA

TCACCCCCAG

ACAGGACCTC

TCAGCTCCAG

GACACTGCCT

GCCAGGAGGG

5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480

6540

6720
6780
6840
6900
63960
7020
7080
7140
7200
7260
7320

7380

seese

esee



TGCATCCAAT
CTTCCAATAT
GAAAAGTTAG
CTTTGAAAAA
AACTCTCAGT
CAATACAATC
CAATAACTAC
TTAGTCATTA
TAGATGGGGT
CAAATGTGCA
CAATAAAAAA
CTTCTTGAAA
CATACATTTA
TACAAACTTT
CTGAAAATAA
GTCCTACTTA
GAAAAAACAC
CCCCATAAGA
CTACACAGAA
TGGAGGAAGC
AAAGAAAAAT
GAGTATTTTC
CTGTCACAGT
AAGTTCTTAA
CGGTAGAGGA
AATCTTATTT
TGGAACTAGC

ACACATACA

TTAACTTAAC

AACTAGGCAA

GCCTCTCAGA

GATATTTATG

TGTTTATTAT

TTGGAGTCAA

TACAGTAAAG

TGAGGGGCAC

TCAAGAATCC

TTTTTCTGAC

ATAAGTCAGG

TTTGTGATGG

ATATTTCTGT

GTAATTCTAA

CACAACAAAA

CATAGTTGAA

TCCAGTCTGC

TTGTGAAGGG

CTCTCCTGAT

ATCCAAAGAC

GGATCCCAAT

TAATAATCCT

ATAGTCACAA

AGTTTAGAGG

GTTAACCCCA

TGGCATTCTT

TCTTTTATTT

TCTTACCTAT

AAAGAAGTGA

GTCACCACTT

ATGTTAACAT

CCTGATCAAG

AAGGCAAATC

TCTGTTTCTG

ATTCTTATCT

CTAAGTCCCC

GAGTGTCCAT

AGGATGCAAT

CCAAGAAAGA

GGAAATATGA

TAATGCACTC

ATGTAACAGG

ATATCAAGGA

CATATCACCA

TTTACTGCTC

AGTAAAGGGG

TGCAACCCAG

CTGAGAAAAG

GCTTGACCCT

TCCACAAATG

CTAACTTACA

AAGGTGATAT

TTCCCATTGA

TCCTGCTGGT

119

TTTCTGCAGC

GGAGAAACCT

CCTCTGTTGT

TTCAGGTTAA

CATGGAACAA

ATTTGGACAA

CTTCCTTACA

CCAAAACTAG

TGAAATTATA

AGATATAAAG

TGTTGARAGC

AAATGATGAT

GGAAAATCCA

AGTTTACTCT

GGAAATTATA

GGTCAGAAGA

CACAATAGGA

CTTCCATCTG

GCTGGAGGCA

GGCAAATGGA

GCAAAAGAAT

TATCTGACCT

ATGCAGGTGC

GAAATGAATA

GGTTTTATTT

CTATATACAT

TTCTTCAGTA

TGCTCCCAGA

GCATGAAAGC

AGAAAAACTA

GCCTCATACG

AGCATGTTTC

TCTGCAAAAT

CATAGATATA

CATTCTTAAA

TAAGGCATTC

CCATTGGTCT

TTTGAAATAA

GACATTAGGC

TGGTTATCTG

CTCCCTCTAC

TACCGTGACT

AAATTGGACT

TCCCCCTTCT

CCTGCACCCC

AGGATAAGTT

AAPCAGGAGA

GGCTACTTTT

CTTTGGAAAC

AAATGGTTTA

AGTTGTTTTG

CCTGTTATGT

CTCTATTTCT

ATGAGTTAAA

(X oe

TTACTCCTTC

ATTCTTCCCT

TGTGATGAAA

TTTAAAATAA

AGGATCAGAT

GGAGAGAATA

ATTATGTTAT

CTGAGAATTA

TGTATAAATG

TAATTCTGAC

AATAACATGT

TTCTAAAGGA

AGATAGGAGA

TAATTTCCTG

GAAAACTAGA

GGTGAAAACA

TGCCCTCCAC

TTCACTATGA

ATAGAGCAGT

TCCTAATATG

TTCTATGCTG

TATAACATAG

TAGCCCTGTG

TTTTATAGCC

TTAACTTGAT

CAAATGTTCA

TAAAACATTG

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
792
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
8000

9009

.o

ecer

[ XXX



120

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

(1)

(ii)
(iii)

(iv)

(vi)

(x1)

Ala

Met

Arg

Thr

Arg

65

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 2332 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: neni relevantni
TYP MOLEKULY: protein
HYPOTETICKA: ano
OPACNA ORIENTACE: ne
TYP FRAGMENTU: N-koncovy
pPUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Homo sapiens
(F) TYP TKANE: Jatra

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 2:

Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser Trp
5 10

Gln Ser Asp Leu Gly Glu Leu Pro Val Asp Ala Arg Phe
20 25 30

Val Pro Lys Ser Phe Pro Phe Asn Thr Ser Val Val Tyr
35 40 45

Leu Phe Val Glu Phe Thr Val His Leu Phe Asn Ile Ala
50 55 60

Pro Pro Trp Met Gly Leu Leu Gly Pro Thr Ile Gln Ala
70 75

Asp Thr Val val Ile Thr Leu Lys Asn Met Ala Ser His
85 90

Leu His Ala Val Gly Val Ser Tyr Trp Lys Ala Ser Glu
100 105 110

Tyr Asp Asp Gln Thr Ser Gln Arg Glu Lys Glu Asp Asp
115 120 125

Pro Gly Gly Ser His Thr Tyr Val Trp Gln Val Leu Lys
130 135 140

Pro Met Ala Ser Asp Pro Leu Cys Leu Thr Tyr Ser Tyr
150 155

Val Asp Leu Val Lys Asp Leu Asn Ser Gly Leu Ile Gly
165 170

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala
175

Lys

Prec

Val

80

Val

Ala

Val

Asn

Ser

160

Leu



Leu

His

His

Ala

225

Ser

Val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Phe
465

Val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Pro

Gly
450

Lys

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Asn
Met
355

Ile

Ala

Ile
Thr
435

Pro

Asn

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

Val

Asn

340

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Glu
Leu
Lys
Pro
Leu
245
Gly
Leu
Phe
Phe
Lvs
325
Glu
Val
Ser
Glu
Arg

405

Arg

Leu

Ala

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

val

Leu

Cys

310

Val

Glu

vVal

Val

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser
470

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

121

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ala

185

Val

Met

Thr

His

Glu

265

His

Gln

Ser

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

vVal

Tyr

Lys

Phe

Gln

Val

Arg

250

Val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

His

Asp

Gln

410

Val

Ile

Gly

Asn

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Asp

Ile
475

Lys
Glu
Arg
220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr
460

Tyr

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

Val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Asn

Met

Glu
445

Leu

Pro

Gln

190

Lys

Ala

Val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu I

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

Val

val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Gly
Met
320

Arg

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile

Ile

Ile
480

XXX



Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Ile

Gln

Thr

Asp

Leu

Thr

Thrx

530

Gly

Arg

Val

Phe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Lys

Asp
770

Val

Lys

Val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Gly
Lys
Gly
675

Gly

Lys

Gln
755

Pro

Arg

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ala

His

660

Glu

Cys

Val

Glu

Arg

740

Phe

Trp

Pro
485
Phe

Val

Tyr

Gln

565

Glu

Asn

Ile

Val

Gln

645

Thr

His

Ser

Asp

725

Ser

Asn

Phe

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

Val

Asn

Ser

710

Ile

Phe

Ala

Ala

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

His
775

122

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

600

Ser

v
v
pa-
n

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Asp

Ala

Gln

Thr
760

Arg

Arg

Pro

505

Pro

Val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Ile

Thr

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

val

Ser

650

Met

Arg

Asn

Leu

730

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Gly

Ala

635

Val

Thr

Glu

Asn

Thr

715

Leu

Arg

Glu

Met

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Ser

His

Asn

Pro
780

Lys

Phe

Asp

525

Arg

Glu

Val

Glu

Asp

605

vVal

Pro

685

Gly

Asp

Lys

Pro

Asp
765

Lys

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Pre

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Asn
Ser
750

Ile

Ile

Val

495

Tyr

Arg

Leu

Val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Thr

Glu

Gln

Lys

Lys

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Trp

Ala

Glu

720

Ala

Arg

Lys

Asn



Val

785

His

Ser

Glu

Phe

Thr

865

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ser

945

Gly

Arg

Vval

Thr

Ser

1025

Lys

Thr

Asn

Ser Ser
Gly Leu
Asp Asp
Met Thr

835

Thr Pro
850
Thr Ala
Ser Asn
Thr Asp
Asp Ser
915
Thr Glu
Lys Leu
Lys Asn
Ala His
Ser Ile

995
Asn Arg
1010
Pro Ser

Val Thr

Ala Leu

Ser

Ser

Pro

820

His

Glu

Ala

Asn

Asn

900

Gln

Ser

Leu

Val

Gly

980

Ser

Lys

Val

Pro

Arg Leu Asn His Met Ser Asn Lys Thr Thr
1065

1060

Asp

Leu

805

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

885

Thr

Leu

Glu

Ser

965

Pro

Leu

Thr

Trp

Leu Leu
790

Ser Asp
Pro Gly
Arg Pro
Gly Leu

855
Glu Leu
870
Ile Ser

Ser Ser

Asp Thr

Ser Gly
950
Ser Thr

Ala Leu

Leu Lys

123

Met

Leu

Ala

Gln

840

Gln

Lys

Thr

Leu

Thr
920

c Leu

Leu

Glu

Leu

Thr
1000

Leu

Gln

Ile

825

Leu

Leu

Ile

Met

Ser

Thr

985

Asn

His Ile Asp Gly

1015

Gln Asn Ile Leu

1030

Leu Ile His Asp Arg

1045

Leu

Glu

810

Asp

His

Arg

Leu

Pro

8390

Pro

Phe

Asn

Gly

970

Lys

Lys

Pro

Glu

Arg

795

Ala

Ser

His

Leu

Asp

875

Ser

Pro

Gly

Sex

Ser

855

Arg

Asp

Thr

Ser

Ser
1035

LR

Gln Ser Pro
Lys Tyr Glu
Asn Asn Ser

830

Ser Gly Asp
845

Asn Glu Lys
860

Phe Lys Val

Asp Asn Leu

Ser Met Pro

910

Lys Lys Ser
925

Glu Glu Asn
940

Gln Glu Ser

Leu Phe Lys

Asn Ala Leu

930

Ser Asn Asn
1005

Leu Leu Ile
1020

Asp Thr Glu

Met Leu Met Asp Lys

1050

107

Thr

Thr

815

Leu

Met

Leu

Ser

Ala

895

val

Ser

Asn

Ser

Gly

975

Phe

Ser

Glu

Phe

Asn

1055

0

Pro

800

Phe

Ser

Val

Gly

Ser

880

Ala

His

Prc

Asp

Trp

960

Lys

Lys

Ala

Asn

Lys

1040

Ala

Ser Ser Lys

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

1075

1080

1085

XX X
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Ala Gln Asn Pro Asp Met Ser Phe Phe Lys Met Leu Phe
1090 1095 1100

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

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

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

Leu Pro Glu
Leu Asn Ser
1120

Pro Glu Lys
1135

Val val Vval
1150

Gly Lys Gly Glu Phe Thr Lys Asp Val Gly Leu Lys Glu Met Val Phe
1155 1160 1165

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

Asn Asn Thr His Asn Gln Glu Lys Lys Ile Gln Glu Glu
1185 1190 1195

Lys Glu Thr Leu Ile Gln Glu Asn Val Val Leu Pro Gln
1205 1210

Val Thr Gly Thr Lys Asn Phe Met Lys Asn Leu Phe Leu
1220 1225

Leu His Glu
Ile Glu Lys
1200

Ile His Thr
1215

Leu Ser Thr
1230

Arg Gln Asn Val Glu Gly Ser Tyr Glu Gly Ala Tyr Ala Pro Val Leu
1235 1240 1245

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

Thr Ala His Phe Ser Lys Lys Gly Glu Glu Glu Asn Leu
1265 1270 1275

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

Ile Ser Pro Asn Thr Ser Gln Gln Asn Phe Val Thr Gln
1300 1305

Lys Lys His
Glu Gly Leu
1280

Thr Thr Arg
1295

Arg Ser Lys
1310

Arg Ala Leu Lys Gln Phe Arg Leu Pro Leu Glu Glu Thr Glu Leu Glu

1315 1320 1325

Lys Arg Ile Ile Val Asp Asp Thr Ser Thr Gln Trp Ser
1330 ‘ 1335 1340

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

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

Ser His Ser Ile Pro Gln Ala Asn Arg Ser Pro Leu Pro
1380 1385

Lys Asn Met
Asn Glu Lys
1360

Leu Thr Arg
1375

Ile Ala Lys
1330



Val Ser Ser Phe Pro Ser Ile Arg Pro
1395 1400

Phe Gln Asp Asn Ser Ser His Leu Pro
1410 1415

Asp Ser Gly Val Gln Glu Ser Ser His
1425 1430

Asn Asn Leu Ser Leu Ala Ile Leu Thr
1445

Arg Glu Val Gly Ser Leu Gly Thr Ser

Ile Tyr Leu
Ala Ala Ser
1420

Phe Leu Gln
1435

Leu Glu Met
1450

Ala Thr Asn

1460 1465

Lys Lys Val Glu Asn Thr Val Leu Pro
1475 1480

Lys Pro Asp

. LXK J LR ] e

L) e LA J e

Thr Arg Val Leu
1405

Tyr Arg Lys Lys
Gly Ala Lys Lys
14460

Thr Gly Asp Gln
1455

Ser Val Thr Tyr
1470

Leu Pro Lys Thr
1485

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

1490 ' 1495

1500

Leu Phe Pro Thr Glu Thr Ser Asn Gly Ser Pro Gly His Leu Asp Leu

1505 1510

1515

1520

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

1525

1530

1535

Glu Ala Asn Arg Pro Gly Lys Val Pro Phe Leu Arg Val Ala Thr Glu

1540 1545

1550

Ser Ser Ala Lys Thr Pro Ser Lys Leu Leu Asp Pro Leu Ala Trp Asp

1555 1560

Asn His Tyr Gly Thr Gln Ile Pro Lys
1570 1575

Lys Ser Pro Glu Lys Thr Ala Phe Lys
1585 1590

Leu Asn Ala Cys Glu Ser Asn His Ala
1605

1565

Glu Glu Trp Lys Ser Gln Glu

1580

Lys Lys Asp Thr Ile Leu Ser

1595

1600

Ile Ala Ala Ile Asn Glu Gly

1610

1615

Gln Asn Lys Pro Glu Ile Glu Val Thr Trp Ala Lys Gln Gly Arg Thr

1620 1625

Glu Arg Leu Cys Ser Gln Asn Pro Pro Val

1635 1640

Glu Ile Thr Arg Thr Thr Leu Gln Ser Asp

1650 1655

Asp Asp Thr Ile Ser Val Glu Met Lys
1665 1670

1630

Leu Lys Arg His Gln Arg

1645

1660

Gln Glu Glu Ile Asp Tyr

Lys Glu Asp Phe Asp Ile Tyr

1675

1680

~ Asp Glu Asp Glu Asn Gln Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg

1685

-

1680

1695
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His Tyr Phe Ile Ala Ala Val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser
1700 1705 1710

Ser Ser Pro His Val Leu Arg Asn Arg Ala Gln Ser Gly Ser Val Pro
1715 1720 1725

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

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

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

Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr
1780 1785 1790

Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys
1795 1800 1805

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

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

val Asp Leu Glu Lys Asp Val His Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu
1845 1850 1855

Val Cys His Thr Asn Thr Leu Asn Pro Ala His Gly Arg Gln Val Thr
1860 1865 1870

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

Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys Asn
1890 1895 13800

Ile Gln Met Glu Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala
1305 1810 1915 1820

Ile Asn Gly Tyr Ile Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu Val Met Ala Gln
1925 1930 1935

Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn
1940 1945 1950

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

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

Thr Val Glu Met Leu Pro Ser Lys Ala Gly Ile Trp Arg Val Glu Cys
1985 1990 1995 2000

[ XX N
o0 e

oeve
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Leu Ile Gly Glu His Leu His Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe Leu Val
2005 2010 ' 2015

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

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

Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr Ser Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr
2050 2055 2060

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

Ile His Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu
2085 2050 20385

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

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

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

av]
s
0
3
o
=

Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His ¢ His Tyr Ser Ile Arg Ser
2145 2150 2155 2160

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

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

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

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

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

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

Val Lys Glu Phe Leu Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His Gln Trp Thr
2260 2265 2270

Leu Phe Phe Gln Asn Gly Lys Val Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp
2275 2280 2285

Ser Phe Thr Pro Val Val Asn Ser Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg
2290 2295 © 2300
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Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg

2305 2310 2315 2320
Met Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln Asp Leu Tyr
2325 2330
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 1130 paru bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: neni relevantni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA na mRNA
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Prase
(F) TYP TKANE: krev
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: rGzné znaky
(B) POZICE: 1..1130
(D) DAL3SI INFORMACE: /produkt= "oblast"
/poznamka= "cDNA kédujici doménu A2 praseciho faktoru VIII"
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:
TAAGCACCCT AAGACGTGGG TGCACTACAT CTCTGCAGAG GAGGAGGACT GGGACTACGC 60
CCCCGCGGETC CCCAGCCCCA GTGACAGAAG TTATAAAAGT CTCTACTTGA ACAGTGGTCC 120
TCAGCGAATT GGTAGGAAAT ACAAAAAAGC TCGATTCGTC GCTTACACGG ATGTAACATT 180
TAAGACTCGT AAAGCTATTC CGTATGAATC AGGAATCCTG GGACCTTTAC TTTATGGAGA 240
AGTTGGAGAC ACACTTTTGA TTATATTTAA GAATAAAGCG AGCCGACCAT ATAACATCTA 300
CCCTCATGGA ATCACTGATG TCAGCGCTTT GCACCCAGGG AGACTTCTAA AAGGTTGGAA 360
ACATTTGAAA GACATGCCAA TTCTGCCAGG AGAGACTTTC AAGTATAAAT GGACAGTGAC 420
TGTGGAAGAT GGGCCAACCA AGTCCGATCC TCGGTGCCTG ACCCGCTACT ACTCGAGCTC 480
CATTAATCTA GAGAAAGATC TGGCTTCGGG ACTCATTGGC CCTCTCCTCA TCTGCTACAA 540
AGAATCTGTA GACCAAAGAG GAAACCAGAT GATGTCAGAC AAGAGAAACG TCATCCTGTT 600
. TTCTGTATTC GATGAGAATC AAAGCTGGTA CCTCGCAGAG AATATTCAGC GCTTCCTCCC 660
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CAATCCGGAT GGATTACAGC CCCAGGATCC AGAGTTCCAA GCTTCTAACA TCATGCACAG 720
CATCAATGGC TATGTTTTTG ATAGCTTGCA GCTGTCGGTT TGTTTGCACG AGGTGGCATA 780
CTGGTACATT CTAAGTGTTG GAGCACAGAC GGACTTCCTC TCCGTCTTCT TCTCTGGCTA 840
CACCTTCAAA CACAAAATGG TCTATGAAGA CACACTCACC CTGTTCCCCT TCTCAGGAGA 900
AACGGTCTTC ATGTCAATGG AAAACCCAGG TCTCTGGGTC CTAGGGTGCC ACAACTCAGA 960
CTTGCGGAAC AGAGGGATGA CAGCCTTACT GAAGGTGTAT AGTTGTGACA GGGACATTGG 1020
TGATTATTAT GACAACACTT ATGAAGATAT TCCAGGCTTC TTGCTGAGTG GAAAGAATGT 1080
CATTGAACCC AGAAGCTTTG CCCAGAATTC AAGACCCCCT AGTGCGAGCA 1130
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 368 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
fii} TYP MOLEKULY: protein
(iii) HYPOTETICKA: ano
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(v) TYP FRAGMENTU: N-koncovy
{(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Prase
(F) TYP TKANE: slezina
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: Protein
(B) PCZICE: 1..368
(D) DAL3T INFORMACE: /poznamka= "predikovand aminokyselinova
sekvence domény A2 prasediho faktoru VIII, definovand jako zbytky

homologni k lidskému faktoru VIII, aminokyseliny 373-740.
ze zndmé prasec¢i aminokyselinové sekvence."

Zbytky 1-4 jsou

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:
Ser Val Ala Lys Lys His Pro Lys Thr Trp Val His Tyr Ile Ser Ala
1 5 10 15

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

Arg Ser Tyr Lys Ser Leu Tyr Leu Asn Ser Gly Pro Gln Arg Ile Gly
35 40 45

LR



Arg

Lys

65

Leu

Ala

Ala

Met

Val

145

Tyr

Gly

Gln

Glu

Asn

225

Ile

Val

Gln

Lys

Thr

305

His

Tyr

Lys

50

Thr

Tyr

Ser

Leu

Pro

130

Glu

Ser

Pro

Met

Asn

210

Pro

Met

Cys

Thr

Met

290

Val

Asn

Ser

Tyr

Arg

Gly

Arg

His

115

Ile

Asp

Ser

Leu

Met

195

Gln

Asp

His

Leu

Asp

275

Val

Phe

Ser

Cys

Lys

Lys

Glu

Pro

100

Pro

Leu

Gly

Ser

Leu

180

Ser

Ser

Gly

Ser

His

260

Phe

Tyr

Met

Asp

Asp
340

Lys

Ala

Val

85

Tyr

Gly

Pro

Pro

Ile

165

Ile

Asp

Trp

Leu

Ile

245

Glu

Leu

Glu

Ser

Leu

325

Arg

Ala

Ile

70

Gly

Asn

Arg

Gly

Thr

150

Asn

Cys

Lys

Tyr

Gln

230

Asn

Val

Ser

Asp

Met

310

Arg

Asp

Arg

55

Pro

Asp

Ile

Leu

Glu

135

Lys

Leu

Tyr

Arg

Leu

215

Pro

Gly

Ala

val

Thr

295

Glu

Asn

Ile

Phe
Tyr
Thr
Tyr
Leu
120
Thr
Ser
Glu
Lys
Asn
200
Ala
Gln
Tyr
Tyr
Phe
280
Leu
Asn

Arg

Gly

30

Val

Glu

Leu

Pro

105

Lys

Phe

Asp

Lys

Glu

185

Val

Glu

Asp

Val

Trp

265

Phe

Thr

Pro

Gly

Asp
345

Ala Tyr

Ser Gly
75

Leu Ile
90

His Gly

Gly Trp

Lys Tyr

Pro Arg
155

Asp Leu
170

Ser Val

Ile Leu

Asn Ile

Pro Glu
235

Phe Asp
250

Tyr Ile

Ser Gly

Leu Phe

Gly Leu
315

Met Thr
330

Tyr Tyr

Thr

60

Ile

Ile

Ile

Lys

Lys

140

Cys

Ala

Asp

Phe

Gln

220

Phe

Ser

Leu

Tyr

Pro

300

Trp

Ala

Asp

Asp

Leu

Phe

Thr

His

125

Trp

Leu

Ser

Gln

Ser

205

Arg

Gln

Leu

Ser

Thr

285

Phe

Val

Leu

Asn

LE]

val

Gly

Lys

Asp

110

Leu

Thr

Thr

Gly

Arg

190

Val

Phe

Ala

Gln

Val

270

Phe

Ser

Leu

Leu

Thr
350

(X ] (X}

.
[ XX ]
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Thr

Pro

Asn

95

vVal

Lys

Val

Arg

Leu

175

Gly

Phe

Leu

Ser

Leu

255

Gly

Lys

Gly

Gly

Lys

335

Tyr

Phe

Leu

80

Lys

Ser

Asp

Thr

Tyr

160

Ile

Asn

Asn
240

Ser

Ala

His

Glu

Cys

320

Val

Glu

-

XX N ]

soene

ceosce
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Asp Ile Pro Gly Phe Leu Leu Ser Gly Lys Asn Val Ile Glu Pro Arg
355 360 365

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

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

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

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

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: repetice
(B) POZICE: 1..407
(D) DALSI INFORMACE: /typ repetice= "koncova"
/poznamka= "5' UTR"

(ix) ZNAKY: .
(A) JMENO/OZNACENI: r@zné znaky
(B) POZICE: 7471..7476
(D) DAL3I INFORMACE: /funkce= "signdl polyA"

(ix) ZNAKY:
(A) JMENC/OZNACENI: repetice
(B) POZICE: 7368..7493
(D) DAL3I INFORMACE: / typ repetice = "koncova"
/poznémka= "3' UTR"

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/CZNACENI: rdazné znaky
(B) POZICE: 408..7367
(D) DAL3I INFORMACE: /produkt= "koagulacéni faktor VIII"

(x) INFORMACE K PUBLIKACI:

(A) AUTORI: Elder, F.
Lakich, D.
Gitschier, J.

) TITUL: Sequence of the murine Factor VIII cDNA
) CASOPIS: Genomics

) piL: 16

) STRANKY: 374-379

) DATUM: 1993

amoaw
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(
(
(
{

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 5:

TCTAGAGTTT CTTTGCTACA GGTACCAAGG AACAGTCTTT TAGAATAGGC TAGGAATTTA 60



AATACACCTG

AGGATGCACC

TTCCTGTGCC

ATGCTACTTT

TTTTTACTAA

GTTAAATTTT

TCTTCGCTTG

ACCTTGGTGC

ATACAGACTC

TGTATAAAAA

GGCCACCCTG

TCATTACACT

ACTGGAAAGC

ATGATAAAGT

GTCCAATGGC

TGAAAGATTT

CCAAAGAAAG

GGAAGAGCTG

CTAGAGACTG

TGATTGGATG

AAATACACTC

CATTGGAGAT

AGTTCCTACT

AAGTAGATAG

AAGATTATGA

CTCCTTTTAT

TTTCTGCTGA

GTTATAAAAG

TCAGATTTAT

AACGCCCCTC

CAGCAGGAAA

TGCTTCCTAC

CACTCACAGT

ATCATTACAT

CATTTCTTTA

CTTCTTTCTG

AGTGGAATTG

AAGATTTCTT

GACTGTGTTT

GATGGGTTTG

TAAAAACATG

TTCTGAGGGA

TTTCCCTGGT

CTCTGACCCT

GAATTCAGGC

AACACAGATG

GCACTCAGAA

GCCTAAAATG

CCATAGGAAA

AATATTCCTC

ATCACCAATA

ATTTTGTCAT

CTGCCCTGAG

TGATGATCTT

CCAAATTCGC

GGAGGAAGAC

CCAGTATCTG

AGCATACACA

CTCAGTATTC
TGGGTTAAGC
TACCCAAAAG
AGATAAACTT
TTCTTTTTGT
GTTGAACATT
AGCCTTTTCA
TCCTGGAACT
CCTAGAATGT
GTAGAGTACA
CTAGGTCCTA
GCTTCTCATC
GATGAATATG
GAAAGTCATA
CCATGTCTCA
CTCATTGGAG
TTGTACCAAT
ACAAACGACT
CACACAGTCA
TCAGTCTACT
GAAGGTCACA
ACTTTCCTTA
ATCTCTTCCC
GAATCCCAAT
TATTCAGAAA
TCGGTTGCTA
TGGGACTATG
AGCAATGGTC

GATGAAACCT

132

TGTTCCTTTT

CTTAGCTCAG

GAAGTAATCC

CCAGAAAATC

TCTTAAAAGC

TTCTAGTAAT

ATTTCTGCTC

ATATTCAGAG

CAACATCTTT

AGGACCAGCT

CCATTTGGAC

CTGTCAGTCT

AAGATCAGAC

CTTATGTTTG

CTTACTCATA

CTCTGCTAGT

TTGTACTGCT

CTTATACACA

ATGGCTATGT

GGCACGTGAT

CATTTTTTGT

CTGCTCAAAC

ATAAACATGA

GGCAAAAGAA

TGGATATGTT

AAAAGTACCC

CACCTTCAGT

CTCATCGGAT

TTAAGACTCG

CTTAAGGATT
CCACTCTTCC
TTCAGATCTG
CTCTGCAAAA
TAAAGTTATT
AAMAAGCCATG
TAGTGCCATC
TGATCTGCTC
TCCATTCAAC
TTTCAACATT
TGAGGTTCAT
TCATGCTGTT
AAGCCAAATG
GCAAGTCCTG
TATGTCTCAT
ATGTAAAGAA
TTTTGCTGTA
GTCTATGGAT
AAACAGGTCT
TéGAATGGGC
GAGGAACCAC
ACTCTTGATA
TGGCATGGAA
ARATAATAAT
CACATTGGAT
TAAAACTTGG
TCCTACCTCG
TGGTAGGAAA

TGAAACTATT

CAAACTTGTT

TATTCCAGTT

TTTTGTGCTA

TATTTAGGAC

TTAGAGAAGA

CAAATAGCAC

AGAAGATACT

AGTGTGCTGC

ACCTCCATCA

GCCAAGCCCA

GACACAGTGG

GGTGTGTCCT

GAGAAGGAAG

AAAGAGAATG

GTGGATCTGG

GGCAGTCTCT

TTTGATGAAG

TCTGCATCTG

CTTCCAGGTC

ACCACTCCTG

CGTCAAGCTT

GATCTTGGGC

GCTTATGTCA

GAGGAAATGG

TATGACAGCT

ATACATTATA

GATAATGGAA

TATAAAAAAG

CAGCATGAAT

.
seeoe

120

180

240

300

360

420

480

540

00

660

720

780

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

[ EX R



CAGGACTCTT

AGAATCAAGC

TACATGCAAG

GAGAGATATT

CACGGTGCCT

GACTGATTGG

TGATGTCAGA

ACATCACAGA

CTGGGTTCCA

AGTTGACAGT

CAGACTTCTT

ATACACTTAC

GTCTATGGGT

TGAAAGTTTC

TTCCAACACA

CAAATCATCC

TGGAGAAGAT

CAGTTAGTGA

TATCAGATGG

TAGACAGCAA

AGAAAATAGT

CAACTATAGA

TAATGACTAC

CAGGATTTCC

AGAAAGCATA

ATTCCAACAT

TATTATCAAT

TGACCAAAGA

ATAATCATTC

GGGACCTTTA

AAGCCGACCA

GAGATTGCCA

CAAGTACAAG

GACCCGCTAT

CCCTCTTCTC

CAAAAGAAAT

GAACATGCAA

GGCCTCCAAC

TTGTTTGCAT

ATCTATCTTC

CCTGTTCCCA

CTTGGGGTGT

TAGTTGTGAC

GTTGGTGAAT

TAATACTAGG

TGAGCCTCAG

CATGTTGATG

CCAAGAAGCC

TGAAGGCCCA

ATTTACTCCT

AGTAAAGTGG

AACAATTCTG

AGATATGCCA

TTCCCTTGTT

ATTGGATTCA

AGAGAATGAT

TAATACTTTA

AACAACTAAT

CTTTATGGAG

TATAACATTT

AGAGGTATAA

TGGACAGTTA

TATTCAAGTT

ATCTGCTACA

GTCATCCTGT

CGCTTCCTCC

ATCATGCACA

GAGGTGGCAT

TTCTCTGGAT

TTCTCAGGAG

CATAATTCAG

AAGAGCACTA

GAGAACAATG

AAAAAGAAAT

TTTGAAGAGA

CTCTTGGGAC

ATCTATGAGG

TCTAAAGTGA

CAGCCCGGCC

AAGAAACTTG

TCAGACAATT

GTTCACTCTA

GGGTCTCATG

ACTTTAATGT

AGATTACTCA

TTCAAAGACA

GAAAAACTAC

133

AAGTTGGAGA

ACCCTCATGG

AGCACGTGAA

CAGTAGAAGA
TCATTAACCC
AAGAATCTGT
TTTCTATATT
CCAATGCAGC
GCATCAATGG
ACTGGCACAT
ATACTTTCAA
ARACTGTCTT
ACTTTCGGAA
GTGATTATTA
TCATTGATCC
TCAAAGATTC
TAGCAGAGAT
AGAGTCATCC
CTATTCATGA
CCCAACTCAG
TCCAGTTAAG
GTTTGCAAGT
TGAAAGCAAC
GTAGTAAATT
TACCTTTARA
ATAGTCAAGA
GAGAGAAGAG
ATGTCTCCTT

ACACTGAGAG

CACACTGTTG
AATCACTGAT
GGATTTGCCA
TGGACCAACT
TGAGAGAGAT
AGATCAAAGG
TGATGAGAAC
TAAAACACAG
CTATGTTTTT
TCTCAGTGTT
ACACAAAATG
TATGTCGATG
GAGAGGTATG
TGAAGAAATA
CAGAAGCTTC
CACAATTCCA
GCTTAAAGTA
TACTCCACAT
TGATCATTCA
GCCAGAATCC
ATCCAATAAA
TTCTAGTTTG
TTTTGAAAAG
AAGTACTACT
CGCGAGTCAA
AAGTTTACCA
GTTTCATGGA
AATGAAAACA

CCCAACATCA

LR J e e
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ATTATTTTTA

GTCAGTCCTC

ATTCATCCAG

AAATCAGATC

CTAGCTTCAG

GGAAACCAGA

CAAAGCTGGT

CCCCAGGACC

GATAGCTTGG

GGAGCACAGA

GTCTATGAAG

GAAAACCCAG

ACAGCATTGC

TATGAAGATA

TTCCAGAATA

AAAAATGATA

CAGAGTGTCT

GGCTTATTTT

CCAAATGCAA

CATCACAGTG

AGTTTGGAGA

CCAAGTAATC

ACAGATTCTT

GCATTTGGTA

GAAAATAGTG

AGAGATAATA

ATTGCTTTAT

AACAAAACAT

ATTGAGAATA

scee

2
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.

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29490
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540
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GTACAACAGA

CTTTGATTCA

TGCTAAATAG

CTATTCCACA

AATCTTCAAA

ATAGTCCAAA

TGTCAGAGAA

AAGACATGGC

AAAATGGTAG

TTGAAGAGAA

AAGACATATT

TACTTCAAAA

ATTTCTTTAA

GAGAAATGGT

CTTTGGGACA

GTATCATTAA

TATCAGATTC

TAAAAACATC

CTCATGTTCA

AAAGCAATAA

GGAATATGTT

TCACATATAA

GCAAAATTGA

CTAGCCATGG

AGGGGCCTAC

AGAGCTCTAA

CTGCACAGAT

TTAAGCAAGA

CAAATGAGAA

CTTGCAAGAT

TGATGGAACA

AACTACCTCA

AGATGAAGAG

TTGGTTTAAA

GCAATTAGTA

AAATAAAGTC

TTTTCCACAT

GCACAATCAA

AGTAGTTTTG

GATACTAGGC

CATCACATCA

AAGAAGGAAG

AAAAAACTAT

ATTCAGACTG

ACAGATAGAC

TTCTGTGATT

AGCATTTCCA

AGCATCATCC

TTTCTTAAAA

CATAGATCAA

GAAACGTGAG

ATTGCTTCCT

ATCTCCTGGA

TAAATGGAAT

AAATACTCGC

ACCAAAAGAT

GGACACCATT

ACAAAATTGG

GCCATATTAA

CTTTTAGGCA

ACAAAAAATA

AATACAATCA

AAGACCAATG

TATTTAATGT

ACAGTAGAAC

AATATGAGCA

GAAAAAAATA

CCCCAGGTGC

ACTAGGCAAA

ATAAACAATT

GACAAGGAAA

CCAAGCCAGA

TCAACTCAAT

CACAGCAAGG

AARAAGCACCA

CCAATAGATC

TACATTTATG

GAAACCAAAA

GGAAAATTTA

AACATTATTT

CAAGTTTCCA

CACTTGAATC

AAAGCAAAGA

TCAAAACTGC

ATGTGGAAAT

TTGTCTCTGA

CCTCAARAGAG

134

AGGTCAATAG

AAAATTCTAC

AAGACATATT

TGCCATTTTC

GAAATAATTC

TTAAAAAATA

AGGATGGATT

TATTTCTTAC

TTCAGGAAGA

ACGAAGCAAC

ATATAAGTTT

CAACAAATAC

CAAATTCAGA

AGAATATTAC

GGCTTAAAAC

AAATGAAAAA

CTCAGACAAA

TCAAAAGGAG

ACTTTAAGAC

TAAATAACCC

CCTCCCCAGG

TCTTGAAACC

TTCAAGAGGA

TCATGAAAGA

GGCATGGAGA

TAAATCATCA

CCAAAGAGARA

GGCCTCATGG

AAACCACTTG

TGAGATTCAA

ATATTTGAGA

TCATAGAAAA

CAAGATGTTG

CTTGAACTCT

TGTAAAAAAT

TACAAAGAAC

CACTTTGTCT

GATAGAGAAG

TGGCTCTAAG

ATATGAAGTA

AGTACAGATT

AGGCTTGGTA

TACTCAACGT

CATAAACTGT

GTTCATTACT

TAGTTCTGAC

TCCATTCCAA

AAAAAGTTCA

TTCTTTAGCC

GAAAAGTAAC

AACTTTGCCT

AGAAATTTTA

GGTCTTTCTT

AAGTATAAAA

TGCTTGGGAT

GTCACCAGAA

AAACAGTCAT

GGTAAAGCAA

LR

GAAGTAACAG

CTARACCATA

GATGAAGATC

TTCTTGTCAG

GAGCAAGAAC

CAAAGTTTCT

ATAGGACTTA

AACGTACATG

GAAGCACTAA

AATTTCTTGA

CATGTACCAG

CACATGGAGC

AATAAAACCA

AGTAAACGGG

TCAACACAGT

AAATCTTCCT

TCACACATTG

AACAAATTTT

AGAATTCAAG

ATTCTACCAT

ACAAACTCAG

GAAGAATCTG

CCTACAGAAA

CAGAAAATAC

GGTAAAACAG

TATCATTATG

ATTATATCCA

TCAATAGGGG

GGCCAAACTC

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
48
4920
4980
5040
5100
5160
5220

5280
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ARAGGACATG
TTCAATCAGA
ATTTTGACAT
GGCACTATTT
TTCTACGAAA
AATTTACTGA
GGTTGTTGGG
ACCAGGCCTC
GAGGAGAAGA
AAGTACAACA
TCTCTGATGT
GCCACGCGAA
TGCTTTTCAC
ACTGCAAGAC
TCCATGCAAT
AAAGGATTCG
TCAGTGGACA
TCTACCCAGG
TAGAATGCCT
GCAAGCAGTG
CAGCTTCAGG
CAATCAATGC
CAATGATTGT
TCTCTCAATT
ATTCCACTGG
ATAGTTTTAA
TCCGTAGTAC
TGGGAATGGA

ACATGTTTGC

CTCTCAAATC

ACAAGAAGCA

TTACAGTGAG

TATTGCAGCT

TAGGTATCAA

TGGCTCCTTT

CCCATATATA

CCGTCCCTAC

ACCTAGAAGA

TCATATGGCA

TGATCTTGAA

CACACTGAAT

TATCTTTGAT

ACCCTGCAAT

CAATGGTTAT

ATGGTATCTT

TGTTTTCACT

TGTTTTTGAG

TATTGGCGAG

TCAGATTCCT

ACATTATGGA

CTGGAGTACC

TCATGGCATC

TATCATCATG

AACCTTAATG

TCCTCCAATT

TCTTCGCATG

AAGTAAAGTA

TACTTGGTCT

CCACCAGTGT

ACTGACTATG

GACATAAAGC

GTGGAACGAC

AGTGACAATG

AGTCAGCCCT

AGAGCAGAAG

TCCTTCTATT

AACTTTGTCA

CCCACAGAAG

AGAGATATGC

CCTGCTCATG

GAGACCAAGA

TTCCAGATGG

GTAATGGATA

CTCAGCATGG

GTACGGARAAA

ACTCTGGAAA

CACTTACAGG

CTTGGAATGG

CAGTGGGCCC

AAGGAGCCCT

AAGACTCAGG

TATAGCCTGG

GTTTTCTTTG

ATTGCTCGAT

GAGTTGATGG

ATATCAGATA

CCTTCACAAG

TGAAACGACA

ATGATGCCAT

AAGGTCCCCG

TCTGGGACTA

TACCTCAGTT

TATATCGTGG

TTGAAGACAA

CTAGCCTCAT

AGCCTAATGA

ATGAGTTTGA

ACTCGGGATT

GGAGACAAGT

GCTGGTACTT

AAGACCCCAC
CCCTACCAGG
GCAACAATGA
AAGAGGAGTA
TGATACCATC
CTGGGATGAG
CTTCTGGAAG
CAAACCTGGC
TTTCTTGGAT
GTGCTCGTCA
ATGGGAAGAA
GCAATGTGGA
ATATCCGTTT
GCTGTGATTT
CACAAATCAC

CTCGACTTCA

TCAAAGGGAA

CACCATTGAA

CAGCTTTCAA

TGGGATGAGT

CAAGAAAGTA

AGAATTAAAT

CATTATGGTA

TTCTTATAAA

AACCAAAATT

CTGCAAGGCC

AATTGGACCC

GTCAGTACAG

CACTGAAAAC

TTTGAAAGAG

CTTAGTAATG

GAACATCCAA

TAAAATGGCA

CAGAGCTGGA

CACTCTTTTT

CATCCGTGAT

AAGACTTCAT

CAAGGTAGAT

GAAATTTTCC

GTGGCTGAGT

CTCATCTGGG

GCACCCCACT

AAACAGTTGC

TGCCTCATCC

CCTCCAGGGA

.

CTTAGTGCTT

ACAATCGAGG

CAGAAAACAA

ACATCTCATG

GTTTTCCAGG

GAACACCTGG

ACTTTCAAAA

GAAGATCAGA

TATTTTTGGA

TGGGCTTATT

CTTCTGATTT

GAATTTGCTC

GTGAAAAGGA

AATTATCGCT

GCTCAAGATC

TCTATTCATT

GTGTACAACC

ATATGGCGAG

CTGGTGTACA

TTCCAGATTA

TATTCCGGAT

CTGTTGGCAC

AGCCTTTATA

TATCAAGGAA

ATTAAGCATA

CATTCTAGCA

AGCATACCAT

TACTTCACCA

AGGACTAATG

5340
5400
5460
5520
5580
5640

5700

5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540

6600

6780
6840
6900
6960

7020
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CCTGGCGACC
TGAAAGTCAC
AAGAGTTCCT
GCAAGGTAAA
ACCCACCATT
CTCTGAGGCT
TCACCTGCTT

AGACACTATG

(2)

(1)

(x1)

TCAGGTGAAT
TGGAATAATA
TATTTCCAGC
GGTTTTTCAG
ACTCACTCGC
TGAGATTCTA
ATTCCCCTTC

ACCATGGCAA

GATCCAAAAC
ACCCAGGGAG
AGTCAAGATG
GGGAATCAGG
TATCTTCGAA
GGATGTGAGG
CTCAGCTCAA

CTCTTTATAA

136

AATGGTTGCA

TGAAATCTCT

GCCATCACTG

ACTCATCCAC

TTCACCCCCA

CCCAGCAGCA

AGATTGTCTT

AATAAAGCAT

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE

(A) DELKA: 2319 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

TYP MOLEKULY:

(a)

(A) AUTORI:

TITUL:
CASOPIS
pir: 16
STRANKY
DATUM:

Xamouaw

protein

HYPOTETICKA: ano

OPACNA ORIENTACE: ne

PUVODNI ZDROJ:
ORGANISMUS:

INFORMACE K PUBLIKACI:

Elder, F.
Lakich, D.
Gitschier,

: Genomics

: 374-379
1993

1 DO 2319

POPIS SEKVENCE:

TYP FRAGMENTU: N-koncovy

Mus musculus

J.

AGTGGACTTA
CTTTACCAGC
GACTCAAATT
ACCTATGATG
GATCTGGGAG
ATACTGAGGT
AATGTTTTAT

TTAATCAGGG

CIsLEM 6:

CAAAAGACAA

ATGTTTGTGA

TTATACAATG

AATTCTCTAG

CACCAAATTG

AGCCTCTGCA

TGCTGTGAAG

CTT

Sequence of the Murine Factor VIII cDNA

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

RELEVANTNI ZBYTKY V SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 6:

7080

7140

7200

72

7320

7380

7440
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oD

Met Gln Ile Ala Leu Phe Ala Cys Phe Phe Leu Ser Leu Phe Asn Phe

1

5

10

15

Cys Ser Ser Ala Ile Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser

20

25

30
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Trp

Arg

Met

65

Ile

Trp

Ser

Ser

Asp

145

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

225

Asp

Tyr

Val

Ile

Ser

305

Ile

Asn

Phe

Tyr

Ala

Thr

His

Glu

130

Asp

Lys

Tyr

Gln

210

Lys

Ser

Val

Tyr

Phe
290

Leu

Asp

Tyr

35

Leu

Lys

Lys

Glu

Pro

115

Gly

Lys

Glu

Met

Ala

195

Met

Ser

Ala

Asn

Trp

275

Leu

Glu

Leu

Ile

Pro

Lys

Pro

Val

100

Val

Asp

Val

Asn

Ser

180

Leu

Leu

Ser

Arg

260

His

Glu

Ile

Gly

Gln

Arg

Thr

Arg

His

Ser

Glu

Phe

Gly

165

His

Leu

Tyr

His

Ala

245

Ser

Val

Gly

Ser

Gln
325

Ser
Met
Val
70

Pro
Asp
Leu
Tyr
Pro
150
Pro
Val
Val
Gln
Ser
230
Arg
Leu
Ile
His
Pro

310

Phe

Asp
Ser
55

Phe
Pro
Thr
His
Glu
135
Gly
Met
Asp
Cys
Phe
215
Glu
Asp
Pro
Gly
Thr

295

Ile

Leu

-

137

Leu

40

Thr

Val

Trp

Val

Ala

120

Asp

Glu

Ala

Leu

Lys

200

Val

Thr

Trp

Gly

Met

280

Phe

Thr

Leu

Leu

Ser

Glu

Met

Val

105

Val

Gln

Ser

Ser

Val

185

Glu

Leu

Asn

Pro

Leu

265

Gly

Phe

Phe

Phe

Ser

Phe

Tyr

Gly

90

Ile

Gly

Thr

His

Asp

Iy

170

Lys

Gly

Leu

Asp

Lys

250

Ile

Thr

Val

Leu

Cys
330

Val

Pro

Lys

75

Leu

Thr

Ser

Thr

185

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

235

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

315

His

Leu

Phe

60

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

140

Tyr

Pro

Leu

Leu

Ala

220

Tyr

Cys

Pro

Asn

300

Ala

Ile

snoe
eseo

His Thr
45

Asn Thr

Gln Leu

Gly Pro

Lys Asn
110

Tyr Trp
125

Met Glu

Val Trp

Cys Leu

Asn Ser

190

Ser Lys
205

Val Phe

Thr Gln

Thr Val

His Arg

270
Glu Ile
285
His Arg

Gln Thr

Ser Ser

Asp

Ser

Phe

Thr

95

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

175

Gly

Glu

Asp

Ser

Asn

255

His

Gln

Leu

His
335

Ser

Ile

Asn

80

Ile

Ala

Ala

Glu

Leu

Arg

Glu

Met

240

Ser

Ser

Ala

Leu

320

Lys



His

Ser

Asp

Ser

385

Trp

Ser

Asn

Ala

Ser

465

Leu

His

Gly

Lys

Pro

545

Asp

Ser

Ile

Asn

Pro
625

Asp

Gln

Asp

370

Pro

Ile

Val

Gly

Tyr

450

Gly

Ile

Gly

Ile

Tyr

530

Arg

Leu

Val

Leu

Met

610

Gly

Gly

Trp

355

Leu

Phe

His

Pro

Pro

435

Thr

Leu

Ile

Ile

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

595

Gln

Phe

Met
340
Gln
Tyr
Ile
Tyr
Thr
420
His
Asp
Leu
Phe
Thr
500
His
Trp
Leu
Ser
Gln
580
Ser

Arg

Gln

Glu

Lys

Ser

Gln

Ile

405

Ser

Arg

Glu

Gly

Lys

485

Asp

Val

Thr

Thr

Gly

565

Arg

Ile

Phe

Ala

Ala

Lys

Glu

Tle

380

Ser

Asp

Ile

Thr

Pro

470

Asn

Val

Lys

Val

Arg

550

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser
630

138

Tyr Val Lys

Asn

Met

375

Arg

Ala

Asn

Gly

Phe

455

Leu

Gln

Ser

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Asn

360

Asp

Ser

Glu

Gly

Arg

440

Lys

Leu

Ala

Pro

Leu

520

Val

Tyr

Gly

Gln

Glu

600

Asn

Ile

345

Asn

Val

Glu

Ser

425

Lys

Tyr

Ser

Leu

505

Pro

Glu

Ser

Pro

Met

585

Asn

Ala

Met

Val

Glu

Phe

Ala

Glu

410

Tyr

Tyr

Arg

Gly

Arg

490

His

Ile

Asp

Ser

Leu

570

Met

Gln

Ala

His

Asp

Glu

Thr

Lys

395

Asp

Lys

Lys

Glu

Glu

475

Pro

Ala

His

Gly

Phe

555

Leu

Ser

Ser

Lys

Ser
635

Ser

Met

Leu

380

Lys

Trp

Ser

Lys

Thr

460

Val

Tyr

Arg

Pro

Pro

540

Ile

Ile

Asp

Trp

Thr

620

Ile

seecx
ones

Cys Pro
350

Glu Asp
365

Asp Tyr

Tyr Pro

Asp Tyr

Gln Tyr
430

Val Arg
445

Ile Gln

Gly Asp

Asn Ile

Arg Leu
510

Gly Glu
525

Thr Lys
Asn Pro
Cys Tyr
Lys Arg

590

Tyr Ile
605

Gln Pro

Asn Gly

eos o
a
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Glu

Tyr

Asp

Lys

Ala

415

Leu

Phe

His

Thr

Tyr

495

Pro

Ile

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Gln

Tyr

Glu

Asp

Ser

Thr

400

Pro

Ser

Ile

Glu

Leu

480

Pro

Arg

Phe

Asp

Arg

560

Glu

Val

Glu

Asp

Val
640



Phe

His

Ser

Leu

Gly

705

Met

Asn

Asn

Met

785

Val

His

Tyr

Glu

Glu

865

Lys

Gln

Asp

Asp

Asp

Ile

Gly

Phe

690

Leu

Thr

Tyr

Asn

Thr

770

Glu

Gln

Pro

Glu

Gly

850

Lys

Ser

Val

Asn

Met
930

Ser

Leu

Tyr

675

Pro

Trp

Ala

Glu

Val

755

Arg

Lys

Ser

Thr

Ala

835

Pro

Ile

Leu

Ser

Leu

915

Pro

Leu

Ser
660

Thr

Phe

Vval

Leu

Glu

740

Ile

Lys

Val

Pro

820

Ile

Ser

Val

Ser
300

Lys

Val

Glu
645
Val
Phe
Ser
Leu
Leu
725

Ile

Asp

Ser
805
His
His
Lys
Phe
Thr
885
Leu

Ala

His

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

710

Lys

Tyr

Pro

Lys

Pro

790

Val

Gly

Asp

Val

Thr

870

Thr

Pro

Thr

Ser

Thr
Ala
His
Glu
695
Cys
Val
Glu
Arg
Phe
775
Ser
Leu
Asp
Thr
855
Pro
Ile
Ser

Phe

Ser
935

139

Val

Gln

Lys

680

Thr

His

Ser

Asp

Ser

760

Lys

Phe

Phe

His

840

Gln

Gln

Glu

Asn

Glu

920

Ser

Cys

Thr

665

Met

Val

Asn

Ser

Ile

745

Phe

Met

Leu

825

Ser

Leu

Pro

Val

Leu

905

Lys

Lys

Leu

650

Asp

Val

Phe

Ser

Cys

730

Pro

Phe

Ser

Leu

810

Ser

Pro

Arg

Gly

Lys

890

Met

Thr

Leu

His

Phe

Tyr

Met

Asp

715

Asp

Thr

Gln

Thr

Ile

795

Met

Asp

Asn

Pro

Leu

875

Trp

Thr

Asp

Ser

Glu

Leu

Glu

Ser

700

Phe

Lys

Gln

Asn

Ile

780

Ala

Leu

Gly

Ala

Glu

860

Gln

Lys

Thr

Ser

Thr
940

Val Ala

Ser Ile
670

Asp Thr
685

Met Glu

Arg Lys

Ser Thr

Leu Val
750

Thr Asn
765

Pro Lys

Gilu Met

Leu Gly

Gln Glu
830

Ile Asp
845

Ser His

Leu Arg

Leu

Thr Ile
910

Ser Gly
925

Thr Ala

Tyr

655

Phe

Leu

Asn

Arg

Ser

735

Asn

His

Asn

Leu

Gln

815

Ala

Ser

His

Ser

Gly

895

Leu

Phe

Phe

Trp

Phe

Thr

Pro

Gly

720

Asp

Glu

Pro

Asp

Lys

800

Ser

Asn

Ser

Asn

880

Leu

Ser

Pro

Gly



140

Lys Lys Ala Tyr Ser Leu Val Gly Ser His Val Pro Leu Asn Ala Ser
945 950 955 960

Glu Glu Asn Ser Asp Ser Asn Ile Leu Asp Ser Thr Leu Met Tyr Ser
965 970 975

Gln Glu Ser Leu Pro Arg Asp Asn Ile Leu Ser Ile Glu Asn Asp Arg
980 : 985 890

Leu Leu Arg Glu Lys Arg Phe His Gly Ile Ala Leu Leu Thr Lys Asp
995 1000 1005

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

Tyr Asn His Ser Thr Thr Asn Glu Lys Leu His Thr Glu Ser Pro Thr
1025 1030 1035 1040

Ser Ile Glu Asn Ser Thr Thr Asp Leu Gln Asp Ala Ile Leu Lys Val
1045 1050 1055

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

Leu Gly Lys Asn Ser Thr Tyr Leu Arg Leu Asn His Met Leu Asn Arg
1075 1080 1085

Thr Thr Ser Thr Lys Asn Lys Asp Ile Phe His Arg Lys Asp Glu Asp
1090 1095 1100

Pro Ile Pro Gln Asp Glu Glu Asn Thr Ile Met Pro Phe Ser Lys Met
1105 1110 1115 1120

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

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

Leu Met Phe Lys Lys Tyr Val Lys Asn Gln Ser Phe Leu Ser Glu Lys
1155 1160 1165

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

Lys Asp Met Ala Phe Pro His Asn Met Ser Ile Phe Leu Thr Thr Leu
1185 1190 1195 1200

Ser Asn Val His Glu Asn Gly Arg His Asn Gln Glu Lys Asn Ile Gln
1205 1210 1215

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

Gln Val His Glu Ala Thr Gly Ser Lys Asn Phe Leu Lys Asp Ile Leu
1235 1240 1245

sses
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Ile Leu Gly Thr Arg Gln Asn Ile Ser Leu Tyr Glu Val His Val Pro

1250

1255

1260

Val Leu Gln Asn Ile Thr Ser Ile Asn Asn Ser Thr Asn Thr Val Gln
1270 1275

1265

1280

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

1285

1290

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

1300

1305

1310

Ser Gln Lys Asn Ile Thr Thr Gln Arg Ser Lys Arg Ala Leu Gly Gln

1315

1320

1325

Phe Arg Leu Ser Thr Gln Trp Leu Lys Thr Ile Asn Cys Ser Thr Gln

1330

1335

1340

Cys Ile Ile Lys Gln Ile Asp His Ser Lys Glu Met Lys Lys Phe Ile

1345

1350 1355

Thr Lys Ser Ser Leu Ser Asp Ser Ser Val Ile Lys Ser Thr Thr
1375

1365

Thr Asn Ser Ser Asp Ser His Ile Val Lys Thr

1380

Ile Asp Leu Lys Arg
1395

Ala Ser Ser Tyr Ile
1410

Glu Ser Asn Asn Phe
1425

1370

1385

Ser Pro Phe Gln Asn Lys
1400

Tyr Asp Phe Lys Thr Lys
1415

Ser Ala Phe Pro
1390

Ser His Val
1405

Ser Ser Arg Ile
1420

Leu Lys Glu Thr Lys Ile Asn Asn Pro Ser

1430 1435

Ala Ile Leu Pro Trp Asn Met Phe Ile Asp Gln Gly Lys Phe Thr

1445

Pro Gly Lys Ser Asn
1460

Ile Ile Phe Leu Lys
1475

Leu Leu Pro Gln Val
1490

Thr Ser His Gly Ser
1505

1450

Thr Asn Ser Val Thr Tyr
1465

Pro Thr Leu Pro Glu Glu
1480

Ser Ile Gln Glu Glu Glu
14395

1455

Lys Lys Arg Glu
1470

Ser Gly Lys Ile
1485

Ile Leu Pro Thr
1500

Pro Gly His Leu Asn Leu Met Lys Glu Val

1510 1513

Leu Gln Lys Ile Gln Gly Pro Thr Lys Trp Asn Lys Ala Lys Arg

1525

1530

1535

1360

Gln

Pro

G

Gln

Leu

1440

Ser

Asn

Glu

Glu

Phe

1520

His

Gly Glu Ser Ile Lys Gly Lys Thr Glu Ser Ser Lys Asn Thr Arg Ser

1540

1545

1550
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Lys Leu Leu Asn His His Ala Trp Asp Tyr His Tyr Ala Ala Gln Ile
1555 1560 1565

Pro Lys Asp Met Trp Lys Ser Lys Glu Lys Ser Pro Glu Ile Ile Ser
1570 1575 1580

Ile Lys Gln Glu Asp Thr Ile Leu Ser Leu Arg Pro His Gly Asn Ser
1585 1590 1595 1600

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

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

Pro Val Leu Lys Arg His Gln Arg Glu Leu Ser Ala Phe Gln Ser Glu
1635 1640 1645

Gln Glu Ala Thr Asp Tyr Asp Asp Ala Ile Thr Ile Glu Thr Ile Glu
1650 1655 1660

Asp Phe Asp Ile Tyr Ser Glu Asp Ile Lys Gln Gly Pro Arg Ser Phe
1665 1670 1675 1680

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

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

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

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

Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met
1745 1750 1755 1760

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

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

Phe Val Lys Pro Asn Glu Thr Lys Ile Tyr Phe Trp Lys Val Gln His
1795 1800 1805

His Met Ala Pro Thr Glu Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Ala Tyr
1810 1815 1820

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

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

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

Pro Cys Asn Phe Gln Met Glu Asp Pro Thr Leu Lys Glu Asn Tyr Arg
18590 1895 1900

Phe His Ala Ile Asn Gly‘Tyr Val Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu Val
1905 1910 1915 1920

Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Asn
1925 1930 1935

Asn Glu Asn Ile Gln Ser Ile His Phe Ser Gly His Val Phe Thr Val
1940 1945 1950

Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala Val Tyr Asn Leu Tyr Pro Gly
1955 1960 1965

Val Phe Glu Thr Leu Glu Met Ile Pro Ser Arg Ala Gly Ile Trp Arg
13870 1975 13880

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

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

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

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

Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile Lys Val Asp Leu Leu Ala
2050 2055 2060

Pro Met Ile Val His Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala Arg Gln Lys Phe
2065 2070 2075 2080

Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly
2085 2090 2095

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

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

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

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

2225

Ser

His

Asn

Leu

Ala
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Ser Ile Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Val Ile Ser Asp Thr

2165 2170 2175

Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser
2180 2185 2190

Gln Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Thr Asn Ala Trp Arg
2195 2200 2205

Val Asn Asp Pro Lys Gln Trp Leu Gln Val Asp Leu Gln Lys
2210 2215 2220

Lys Val Thr Gly Ile Ile Thr Gln Gly Val Lys Ser Leu Phe
2230 2235

Met Phe Val Lys Glu Phe Leu Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly

2245 2250 2255

Trp Thr Gln Ile Leu Tyr Asn Gly Lys Val Lys Val Phe Gln
2260 2265 2270

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

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

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

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

(1)

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 40 paru bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

TYP MOLEKULY: ostatni nukleovad kyselina
HYPOTETICKA: ne

OPACNA ORIENTACE: ne

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 7:

CCTTCCTTTA TCCAAATACG TAGATCAAGA GGAAATTGAC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 8:

Gln

Pro

Pro

Thr

Thr

2240

His

Gly

Leu

Ile

40



(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE

(A) DELKA: 29 parl bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: lineéarni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM &ISLEM 8:

GTAGCGTTGC CAAGAAGCAC CCTAAGACG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 37 parl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jedncduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIsSLEM 9:

GAAGAGTAGT ACGAGTTATT TCTCTGGGTT CAATGAC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 33 pérl bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nuklecva kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

29

37
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfsrEM 10:
CCTTTATCCA AATACGTAGC GTTTGCCAAG AAG 33

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 19 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: réizné znaky
(B) POZICE: 1..19
(D) DAL3SI INFORMACE: /poznidmka= "R je A nebo G a N je A, T,
G nebo C."
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

AARCAYCCNA ARACNTGGG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 12:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 25 parQ bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineé&arni
(ii1) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(1ii) HYPOTETICKA: ne

{iv) OPACNA ORIENTACE: ne

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

GCTCGCACTA GGGGGTCTTG AATTC

19

25

seee
LA X N3
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACGCNIM CGISLEM 13:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 44 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: obé
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonukleotidovy primer,

dvouvldknovy od nukleotidld 37-44, 3' konec kratkého vlidkna blokovan
aminoskupinou."

(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: rQzné znaky
(B) POZICE: 37..44
(D) DALSI INFORMACE: /poznamka= "dvouvlaknovy v oblasti od
nukleotidld 37-44, 3' konec Jje blokovan aminoskupinou pro redukci
nespecifického nasedéni primerda."

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 13:

CTAATACGAC TCACTATAGG GCTCGAGCGG CCGCCCGGGC AGGT 44

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 27 parh bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovid kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIfsLEM 14:

CCATCCTAAT ACGACTCACT ATAGGGC 27

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIsLEM 15:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
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(A) DELKA: 24 parQ bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

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

CCATTGACAT GAAGACCGTT TCTC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 23 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineéarni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni aukleovd kyselina
(1ii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

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

ACTCACTATA GGGCTCGAGC GGC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 17:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE =
(A) DELKA: 24 p&arQ bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(i1i) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

on

L X ENY]

X ]

24

23



L X3 “e

eses
[ XXX
e w

149

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CisSLEM 17:

GGGTGCAAAG CGCTGACATC AGTG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfsLEM 18:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 50 pard bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

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

CCTCTCGAGC CACCATGTCG AGCCACCATG CAGCTAGAGC TCTCCACCTG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM EISLEM 19:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 31 parl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 19:

CGCGCGGCCG CGCATCTGGC AAAGCTGAGT T

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 20:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 27 para bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineéarni

')
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(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovad kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: rQzné znaky
(B) POZICE: 25..27
(D) DALSI INFORMACE: /poznémka= "V pozici 25, R je A nebo G."
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 20:
GAAATAAGCC CAGGCTTTGC AGTCRAA 27
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 21:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 22 parl bazi
(B} TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
{ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: rGzné znaky
(B) POZICE: 21..22
(D) DALSI INFORMACE:/poznémka="V pozici 22, N je A,G,C nebo T."
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 21:
AGGAAATTCC ACTGGAACCT TN 22

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACGNIM GISLEM 22:

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

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina

(iii) HYPOTETICKA: ne
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(iv) OPACNA ORIENTACE: ano
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: rQzné znaky

(B) POZICE: 1..25
(D) DAL3I INFORMACE:/poznamka="V pozici 25, N je A,G,C nebo T."

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIsSLEM 22:

CTGGGGGTGA ATTCGAAGGT AGCGN

25
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM GISLEM 23:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 23 pArt bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne
(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 23:
GAGTTCATCG GGAAGACCTG TTG 23

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 24:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 24 part bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina

(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

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

ACAGCCCATC AACTCCATGC GAAG 24

oo
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(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 25:

(1)

(ii)
(1ii)

(iv)

(x1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 19 partd bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

TYP MOLEKULY: ostatni nukleovad kyselina
HYPOTETICKA: ne

OPACNA ORIENTACE: ne

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 25:

TCAGGGCAAT CAGGACTCC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 26:

(1)

(ii)
(iii)

{iv)

(x1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE

(A) DELKA: 21 part bazi

(B) TYP: nukleova kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linedrni
TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
HYPOTETICKA: ne

OPACNA ORIENTACE: ne

POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 26:

CCGTGGTGAA CGCTCTGGAC C

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 27:

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 24 parQ bazi

(B) TYP: nukleovad kyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché

(D) TOPOLOGIE: linearni

TYP MOLEKULY: ostatni nukleovad kyselina
HYPOTETICKA: ne

OPACNA ORIENTACE: ne

19
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 27:

GTAGAGGTCC TGTGCCTCGC AGCC

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIsLEM 28:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 27 parQ bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

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

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

(ix) ZNAKY:

(A} JMENO/OZNACENI: r@izné znaky
(B} POZICE: 1..27

.0

ee
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(D) DAL3I INFORMACE: /poznamka= "S je G nebo C, K je G nebo T,

R je A nebo G, a Y je C nebo T."

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 28:

GTAGAGSTSC TGKGCCTCRC AKCCYAG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 29:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
~(A) DELKA: 24 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(1ii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

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

CTTCGCATGG AGTTGATGGG CTGT

27

24



YR X}
ses e
e o

154

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 30:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 22 parlQ bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovid kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 30:

AATCAGGACT CCTCCACCCC CG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 31:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 20 part bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineéarni
(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

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

GGATCCACCC CACGAGCTGG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM &fsrLEM 32:

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

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovd kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 32:

CGCCCTGAGG CTCGAGGTTC TAGG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 33:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 22 pArd bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleovad kyselina
(iii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ne

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

AATCAGGACT CCTCCACCCC CG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 34:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 20 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni

(ii) TYP MOLEKULY: ostatni nukleova kyselina
(1ii) HYPOTETICKA: ne

(iv) OPACNA ORIENTACE: ano

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 34:

CCTTGCAGGA ATTCGATTCA

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 35:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 21 paru bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

24
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(ii)

(1i1)

(iv)

(xi)

TYP MOLEKULY:

HYPOTETICKA: ne

OPACNA ORIENTACE:

POPIS SEKVENCE:

CCGTGGTGAA CGCTCTGGAC C

(2)

ATG
Met

GGC
Gly

TGG
Trp

AGA
Arg

CTG
Leu
65

ne

ostatni nukleovd kyselina

SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 35:

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 36:

(1)

(i1)

(iii)

(vi)

(x1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE

(A)
(B)

(
(

c
D

TYP:

DELKA: 6402 paru bazi
nukleova kyselina

) TYP VLAKNA: dvojité
)

TOPOLOGIE:

TYP MOLEKULY:

HYPOTETICKA: ne

PUVODNI ZDROJ:

(A)

ZNAKY:

(A)
(B)

POPIS SEKVENCE:

CAG CTA GAG CTC

Gln

TTT
Phe

GAC
Asp

TTT
Phe
50

TAC
Tyr

Leu

AGT
Ser

TAC
Tyr
35

CCT
Pro

Lys

Glu

GCC
Ala
20

CGG

Arg

GCT
Ala

AAG
Lys

Leu
5

ATC
Ile

CAA
Gln

ACA
Thr

ACT
Thr

ORGANISMUS:

TCC
Ser

AGG
Arg

AGT
Ser

GCG
Ala

GTG
Val
70

neni relevantni

JMENO/OZNACENT :
POZICE: 1..6402

Prase

cDNA na mRNA

CDS

SEKVENCE 3

ACC
Thr

AGA
Arg

GAA
Glu

CCaA
Pro
55

TTC
Phe

TGT
Cys

TAC

CTC
Leu
40

GGA
Gly

GTA
Val

GTC
Val

TAC
Tyr
25

CTC

Leu

GCT
Ala

GAG
Glu

IDENTIFIKACNIM CISLEM 36:

TTT
Phe
10

CTG
Leu

CGT
Arg

CTT
Leu

TTC
Phe

CTG
Leu

GGC
Gly

GAG
Glu

CCG
Pro

ACG
Thr
75

TGT
Cys

GCA
Ala

CTG
Leu

TTG
Leu
60

GAT
Asp

CTC
Leu

GTG
Val

CAC
His

45
GGC
Gly

CAA
Gln

TTG
Leu

GAA
Glu
30

GTG
Val

CcCcG
Pro

CTT
Leu

CCA
Pro
15

CTG
Leu

GAC
Asp

TCA
Ser

TTC
Phe

CTC
Leu

TCC
Ser

ACC
Thr

GTC
Val

AGC
Ser
80

21

48

96

144

192

240

LER N1



GTT
Val

CAG
Gln

TCT
Ser

TCC
Ser

GAC
Asp
145

CTG
Leu

TCA
Ser

ATT
Ile

ACC
Thr

GGG
Gly
225

GAT

Asp

TAT
Tyr

GTC
Val

ATT
Ile

GCC
Ala

GCT
Ala

CAT
His

GAA
Glu
130

GAT
Asp

Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

CAG
Gln
210

ARA
Lys

CCC
Pro

GTC
Val

TAC
Tvr

TTT
Phe
290

AGG
Arg

GAG
Glu

CCC
Pro
115

GGC
Gly

Lys

GAA
Glu

CTG
Leu

GCC
Ala
195

AAC

Asn

AGT
Ser

GCA
Ala

Asn

TGG
Trp
275

CTT
Leu

CCcC
Pro

GTT
Val
100

GTT
Val

GCT
Ala

“GTC
Val

AAT
Asn

TCT
Ser
180

CTG
Leu

CTG
Leu

TGG
Trp

CCT
Pro

AGG
Arg
260

CAC

His

GAA
Glu

AGG
Arg
85

TAC
Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu

CTT
Leu

GGT
Gly
165

CAC
His

CTG
Leu

CAC
His

CAC
His

GCC
Ala
245

TCT

Ser

GTG
Val

GGC
Gly

cca
Pro

GAC
Asp

CTT
Leu

TAT
Tyr

CCC
Pro
150

CCA
Pro

GTG
Val

GTT
Val

GAA
Glu

TCA
Ser
230

AGG
Arg

CTG
Leu

ATT
Ile

CAC
His

CCA
Pro

ACG
Thr

CAC
His

GAG
Glu
135

GGT
Gly

ACA
Thr

GAC
Asp

TGT
Cys

TTT
Phe
215

GCA
Ala

GCC
Ala

CCA
Pro

GGA
Gly

ACG
Thr
295

TGG
Trp

GTG
Val

GCT
Ala
120

GAT
Asp

Lys

GCC
Ala

CTG
Leu

AGA
Arg
200

GTA
Val

AGA
Arg

CAG
Gln

GGT
Gly

ATG
Met
280

TTT
Phe

ATG
Met

GTC
Val
105

GTC
Val

CAC
His

AGC
Ser

TCT
Ser

GTG
Val
185

GAA
Glu

CTA
Leu

AAT
Asn

CCT
Pro

CTG
Leu
265

GGC
Gly

CTC
Leu

GGT
Gly
950

GTT
Val

GGC
Gly

ACC
Thr

CAA
Gln

GAC
Asp
170

AAA
Lys

GGG
Gly

CTT
Leu

GAC
Asp

GCA
Ala

250
ATC
Ile

ACC
Thr

GTG
Val

CTG
Leu

ACC
Thr

GTC
Val

AGC
Ser

ACC
Thr
155

CCA
Pro

GAC
Asp

AGT
Ser

TTT
Phe

TCC
Ser
235

ATG
Met

GGA
Gly

AGC
Ser

AGG
Arg

CTG
Leu

CTG
Leu

TCC
Ser

CAA
Gln
140

TAC
Tyr

CCA
Pro

CTG
Leu

CTG
Leu

GCT
Ala

220

TGG
Trp

CAC
His

TGT
Cys

CCG
Pro

CAC
His
300

GGT
Gly

AAG
Lys

TTC
Phe
125

AGG
Arg

GTC
Val

TGT
Cys

AAT
Asn

ACC
Thr
205

GTC
Val

ACA
Thr

ACA
Thr

CAT
His

GAA
Glu
285

CAT
His

CCT
Pro

AAC
Asn
110

TGG
Trp

GAG
Glu

TGG
Trp

CTC
Leu

TCG
Ser
190

AGA
Arg

TTT
Phe

CGG
Arg

GTC
Val

AAG

‘Lys

270
GTG
Val

CGC
Arg

ACC
Thr
95

ATG
Met

Lys

AAG
Lys

CAG
Gln

ACC
Thr
175

GGC
Gly

GAA
Glu

GAT
Asp

GCC
Ala

AAT
Asn
255

Lys

CAC
His

CAG
Gln

ATC
Ile

GCT
Ala

TCT
Ser

GAA
Glu

GTC
Val
160

TAC
Tyr

CTC
Leu

AGG
Arg

GAA
Glu

ATG
Met
240

GGC

Gly

TCA
Ser

TCC
Ser

GCT
Ala

288

336

384

432

430

528

576

624

672

720

768

816

864

912



TCC
Ser
305

ATG
Met

CAT
His

Ccc
Pro

TTG
Leu

TCT
Ser
385

TGG
Trp

GCG
Ala

AGT
Ser

GCT
Ala

TCA
Ser
465

TTG

Leu

CAT
His

GGT
Gly

TTG
Leu

GAC
Asp

GGT
Gly

CAG
Gln

TAC
Tyr
370

cccC
Pro

GTG
Val

GTC
Val

GGT
Gly

TAC
Tyr
450

GGA
Gly

ATT
Ile

GGA
Gly

TGG
Trp

GAG
Glu

CTT
Leu

GGC
Gly

CTG
Leu

355

GAC
Asp

TTT
Phe

CAC
His

CCcC
Pro

CCT
Pro
435

ACG
Thr

ATC
Ile

ATA
Ile

ATC
Ile

AAA
Lys
515

ATC
Ile

GGC
Gly

ATG
Met
340

CGG
Arg

TCG
Ser

ATC
Ile

TAC
Tyr

AGC
Ser
420

CAG
Gln

GAT
Asp

CTG
Leu

TTT
Phe

ACT
Thr
500

CAT
His

TCG
Ser

CAG
Gln
325

GAG
Glu

AGG
Arg

GAC
Asp

CAA
Gln

ATC
Ile
405

Cccc
Pro

CGA
Ar

GTA
Val

GGA
Gly

AAG
Lys
485

GAT
Asp

TTG
Leu

CCA
Pro
310

TTC
Phe

GCT
Ala

Lys

ATG
Met

ATC
Ile
380

TCT

Ser

AGT
Ser

ATT
Ile

ACA
Thr

CCT
Pro
470

AAT
Asn

GTC
Val

Lys

CTA
Leu

CTA
Leu

CAC
His

GCT
Ala

GAC
Asp
375

CGC
Arg

GCA
Ala

GAC
Asp

GGT
Gly

TTT
Phe
455

TTA
Leu

Lys

AGC
Ser

GAC
Asp

ACT
Thr

CTG
Leu

GTC
Val

GAT
Asp
360

GTG
Val

TCG
Ser

GAG
Glu

AGA
Arg

AGG

\rg
440

AAG
Lys

CTT
Leu

GCG
Ala

GCT
Ala

ATG
Met
520

TTC
Phe

TTT
Phe

AGA
Arg
345

GAA

Glu

GTC
Val

GTT
Val

GAG
Glu

AGT
Ser
425

Lys

ACT
Thr

TAT
Tyr

AGC
Ser

TTG
Leu
505

CCA
Pro

158

CTC
Leu

TGT
Cys
330

GTA
Val

GAG
Glu

CGG
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu
410

TAT
Tyr

TAC
Tyr

CGT
Arg

GGA
Gly

CGA
Arg
490

CAC

His

ATT
Ile

ACT
Thr
315

CAT
His

GAA
Glu

GAA
Glu

cTC
Leu

AAG
Lys
385

GAC
Asp

Lys

GAA
Glu
475

CCA

Pro

CCA
Pro

CTG
Leu

GCT
Ala

ATC
Ile

AGC
Ser

GAT
Asp

GAT
Asp
380

AAG
Lys

TGG
Trp

AGT
Ser

Lys

GCT
Ala
460

GTT
Val

TAT
Tyr

GGG
Gly

CCA
Pro

CAG
Gln

TCT
Ser

TGC
Cys

TAT
Tyr
365

GGT
Gly

CAT
His

GAC
Asp

CTC
Leu

GCT
Ala
445

ATT
Ile

GGA
Gly

AAC
Asn

AGA
Arg

GGA
Gly
525

ACA
Thr

TCC
Ser

GCC
Ala
350

GAT
Asp

GAC
Asp

CcccC
Pro

TAC
Tyr

TAC
Tyr
430

CGA
Arg

CCG
Pro

GAC
Asp

ATC
Ile

CTT
Leu
510

GAG
Glu

TTC
Phe

CAC
His
335

GAG
Glu

GAC
Asp

GAC
Asp

Lys

GCC
Ala
415

TTG
Leu

TTC
Phe

TAT
Tyr

ACA
Thr

TAC
Tyr
495

CTA

Leu

ACT
Thr

CTG
Leu
320

CAC
His

GAG
Glu

AAT
Asn

GTG
Val

AAC
Asn

GTC
Val

GAA
Glu

CTT
Leu
480

CCT

Pro

AAR
Lys

TTC
Phe

960

1008

1056

1104

1152

1200

12438

1296

1344

1392

1488

1536

1584



Lys

CCT
Pro
545

GAT
Asp

TCT
Ser

ATC
Ile

AAT
Asn

CCA
Pro
625

TTT
Phe

TAC
Tyr

TCT
Ser

CTG
Leu

GGT
Gly
705

ATG
Met

TAT
Tyr

TAT
Tyr
530

CGG
Arg

CTG
Leu

GTA
val

CTG
Leu

ATT
Ile
610

GAG
Glu

GAT
Asp

ATT
Ile

GGC
Gly

TTC
Phe
€90

CTC

Leu

ACA
Thr

TAT
Tyr

Lys

TGC
Cys

GCT
Ala

GAC
Asp

TTT
Phe
595

CAG
Gln

TTC
Phe

AGC
Ser

CTA
Leu

TAC
Tyr
675

CccC

Pro

TGG
Trp

GCC
Ala

GAC
Asp

TGG
Trp

CTG
Leu

TCG
Ser

CAA
Gln
580

TCT
Ser

CcGC
Arg

CAA
Gln

TTG
Leu

AGT
Ser
660

ACC
Thr

TTC
Phe

GTC
Val

TTA
Leu

AAC
Asn
740

ACA
Thr

ACC
Thr

GGA
Gly
565

AGA
Arg

GTA
Val

TTC
Phe

GCT
Ala

CAG
Gln
645

GTT
Val

TTC
Phe

TCA
Ser

CTA
Leu

CTG
Leu
725

ACT
Thr

GTG
Val

CGC
Arg
550

CTC
Leu

GGA
Gly

TTC
Phe

CTC
Leu

TCT
Ser
630

CTG

Leu

GGA
Gly

Lys

GGA
Gly

GGG
Gly
710

AAG
Lys

TAT
Tyr

ACT
Thr
535

TAC
Tyr

ATT
Ile

AAC
Asn

GAT
Asp

CcCcC
Pro
615

AAC
Asn

TCG
Ser

GCA
Ala

CAC
His

GAA
Glu
695

TGC

Cys

GTG
Val

GAA
Glu

GTG
Val

TAC
Tyr

GGC
Gly

CAG
Gln

GAG
Glu
600

AAT

Asn

ATC
Ile

GTT
Val

CAG
Gln

Lys
680

ACG
Thr

CAC
His

TAT
Tyr

GAT
Asp

GAA
Glu

TCG
Ser

CCT
Pro

ATG
Met
585

AAT

Asn

CCG
Pro

ATG
Met

TGT
Cys

ACG
Thr
665

ATG
Met

GTC
Val

AAC

Asn

AGT
Ser

ATT
Ile
745

GAT
Asp

AGC
Sex

CTC
Leu
570

ATG
Met

CAA
Gln

GAT
Asp

CAC
His

TTG
Leu
650

GAC
Asp

GTC
Val

TTC
Phe

TCA
Ser

TGT
Cys
730

CCA
Pro

GGG
Gly

TCC
Ser
555

CTC
Leu

TCA
Ser

AGC
Ser

GGA
Gly

AGC
Ser
635

CAC
His

TTC
Phe

TAT
Tyr

ATG
Met

GAC
Asp
715

GAC
Asp

GGC
Gly

CCA

Pro
5490

ATT
Ile

ATC
Ile

GAC
Asp

TGG
Trp

TTA
Leu
620

ATC
Ile

GAG
Glu

CTC
Leu

GAA
Glu

TCA
Ser
700

TTG
Leu

AGG
Arg

TTC
Phe

ACC
Thr

AAT
Asn

TGC
Cys

AAG
Lys

TAC
Tyr
605

CAG
Gln

AAT
Asn

GTG
Val

TCC
Ser

GAC
Asp
685

ATG
Met

CGG
Arg

GAC
Asp

TTG
Leu

Lys

CTA
Leu

TAC
Tyr

AGA
Arg
590

CTC
Leu

CCC
Pro

GGC
Gly

GCA
Ala

GTC
Val
670

ACA
Thr

GAA
Glu

AAC
Asn

ATT
Ile

CTG
Leu
750

see
e @

TCC
Ser

GAG
Glu

Lys
575

AAC
Asn

GCA
Ala

CAG
Gln

TAT
Tyr

TAC
Tyr
655

TTC
Phe

CcTC
Leu

AAC
Asn

AGA
Arg

GGT
Gly
735

AGT
Ser

GAT
Asp

Lys
560

GAA
Glu

GTC
Val

GAG
Glu

GAT
Asp

GTT
val
640

TGG
Trp

Iy

TTC
Phe

ACC
Thr

CCA
Pro

GGG
Gly
720

GAT
Asp

GGA
Gly

L X

sese

1632

1680

1728

17786

1824

1872

1820

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

LR



Lys

AGT
Ser

GTG
Val
785
CTA

Leu

GCT
Ala

GCT
Ala

GCA
Ala
CTT

865

ACG
Thr

CCG
Pro

Asn

GAG
Glu
945

GAC
Asp

AAT
Asn

GCG
Ala
770

GAG
Glu

AGT
Ser

CCA
Pro

GAT
Asp

GCG
Ala
850

ACT
Thr

AGT
Ser

TTG
Leu

CAG
Gln

TCA
Ser
930

GAT
Asp

GGG
Gly

GTC
Val
755

AGC
Ser

CTT
Leu

GTC
Val

CAT
His

GAT
Asp
835

GCA
Ala

CCT
Pro

TCA
Ser

TCA
Ser

GTT
Val
915

TCT

Ser

CAT
His

ATA

Ile

ATT
Ile

Gln

GAC
Asp

CCC
Pro

GGC
Gly
820

TAT
Tyr

CGT
Arg

GAG
Glu

TCA
Ser

GCG
Ala
500

AAT
Asn

CAC
His

GAA
Glu

TTT
Phe

GAA
Glu

AAG
Lys

CCG
Pro

TCT
Ser
805

TCA
Ser

TTA
Leu

CTC
Leu

cca
Pro

GAC
Asp
885

GAG
Glu

TTC
Phe

TTT
Phe

AGC
Ser

GAA
Glu
965

cCccC
Pro

CAA
Gln

CAG
Gln
790

GGT
Gly

TCC
Ser

CCT
Pro

AGA
Arg

GAG
Glu
870

CTT
Leu

ACT
Thr

AGG
Arg

ATT
Ile

TCC
Ser
850

AAG
Lys

AGA
Arg

TTC
Phe
775

TCT
Ser

GAT
Asp

TCA
Ser

GGA
Gly

CCA
Pro
855

Lys

CTA
Leu

GAA
Glu

AGT
Ser

GGG
Gly
935

CTG
Leu

GAA
Glu

AGC

Ser
760

CAA
Gln

GGA
Gly

GGG
Gly

TCT
Ser

GCA
Ala
840

GAG
Glu

GAG
Glu

AAG
Lys

AGG
Arg

CAA
Gln
920

GCT
Ala

GGA
Gly

AGA
Arg

TTT
Phe

ACC
Thr

GAG
Glu

TCG
Ser

GAT
Asp
825

AGA
Arg

CTG
Leu

TTG
Leu

ACT
Thr

ACA
Thr
305

TTA
Leu

GGT
Gly

GAA
Glu

GCT
Ala

160

GCC
Ala

ATC
Ile

AGA
Arg

ATG
Met
810

CTT
Leu

GAA
Glu

CAT
His

AAG
Lys

TCG
Ser
830

CAT
His

GGT
Gly

GTC
Val

AAT
Asn

CAT
His
970

CAG
Gln

ACA
Thr

ACC
Thr
795

CTC
Leu

CAA
Gln

AGA
Arg

CAC
His

Lys
875

CCA
Pro

TCC
Ser

GCC
Ala

CCT
Pro

GTA
Val
955

GGA
Gly

AAT
Asn

AGT
Ser
780

CAA
Gln

TTG
Leu

GAA
Glu

AAC
Asn

AGT
Ser
860

CTT
Leu

ACA
Thr

TTA
Leu

ATT
Ile

TTG
Leu
940

TCA

Ser

CCT
Pro

TCA
Ser
765

CCA
Pro

GCA
Ala

GGA
Gly

GCC
Ala

ACG
Thr
845

GCC
Ala

GAT
Asp

GTA
Val
925

GGC
Gly

CCA
Pro

GCT
Ala

AGA
Arg

GAA
Glu

CTG
Leu

CAG
Gln

AGG
Arg
830

GCC
Ala

GAA
Glu

TCA
Ser

CCA
Pro

cccC
Pro
910

CTT

Leu

TCG
Ser

GTG
Val

TCA
Ser

ccc
Pro

GAT
Asp

GAA
Glu

AAT
Asn
815

AAT
Asn

CCA
Pro

AGA
Arg

Lys

TCA
Ser

895

CCA
Pro

GGC
Gly

ACT
Thr

GAG
Glu

CTG
Leu
975

CCT
Pro

GAC
Asp

GAA
Glu
800

CCT
Pro

GAG
Glu

TCC
Ser

GTA
Val

ATG
Met
880

GAC
Asp

CAC
His

Lys

GAG
Glu

AGT
Ser
960

ACC
Thr

2304

2352

2400

24438

2544

2592

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

s



GAC GAT

Lys Asp Asp

AAG
Lys

GCA CGA
Ala Arg
995

GCA
Ala

GCT TTA
Ala Leu
1010

AAT ACT ACA
Asn Thr Thr
1025

CCcC CT7T
Pro Leu

GGC
Gly

CTT
Leu

CTG
Leu

ACA
Thr

GGG
Gly

CAG
Gln

GGG
Gly
1075

GGC
Gly

AAA GAG
Lys Glu
1090

TCG GCT GAT
Ser Ala Asp
1105

CGG GAA
Arg Glu

GAG
Glu

TTG
Leu

CCT
Pro

CAG
Gln

ATT
Ile

TTT
Phe

CAC
His
1155

TCA
Ser

CAT GCG
His Ala
1170

GAG AGA GCA
Glu Arg Ala
1185

GTT
Val
980

TTA
Leu

TTT
Phe

GTT
Val

TAC
Tyr

TTA
Leu

TTA
Leu

ACT
Thr

GAG
Glu

GCT
Ala

TCG
Ser

GGA
Gly
1030

AAG
Lys

AAC CCC
Asn Prc
1045

TCT TCA GGA
Ser Ser Gly
1060

AGA ATA
Arg Ile

CGG
Arg

ATG
Met

ATG
Met

CTT
Leu

GTC
Val

CAA
Gln

GGA
Gly
1110

ATG
Met

GAA AGG
Glu Arg
1125

GTG TAT
Val Tyr
1140

ACA
Thr

CAA AGC
Gln Ser

ACT
Thr

CCG GTG
Pro Val

CCT
Pro

GAG ACT
Glu Thr

CAC
His
1190

ADA
Lys

GTT AAT
Val Asn
985

ACT AAT
Thr Asn
1000

Lys

AAT
Asn
1015

AGG GCA
Arg Ala

TTA AAT
Leu Asn

CAT
His

CTA
Leu

AGC
Ser

TCG
Ser
GGA
Gly

TCA

Ser Lys

161

ATC
Ile

TCT
Ser

AGA
Arg

AAG
Lys

TCT
Ser

GCA
Ala

GTG
vVal

TCA
Ser

TTG GTA AAG
Leu Val Lys
930

ATT CAC ATT
Ile His Ile
1005

ACG TTT
Thr Phe
1020

ATG
Met

AAT
Asn

TGG
Trp

ATA
Ile

1035

GAG
Glu
1050

CGA
Arg

TCT
Ser

GTG
Val

1065

GTG
Val

GCA
Ala
1080

GTG
Val

CccC
Pro
1095

AAC AGC
Asn Ser

AAC
Asn

GAT
Asp

AGA
Arg

GARA
Glu

GCG
Ala

ACT
Thr

GGA
Gly

1145

GAG
Glu

CCC AGT
Pro Ser
1160

CAA
Gln
1175

GAC AGC
Asp Ser

ATA GCC CAT
Ile Ala His

GAA
Glu

GAG
Glu

GAG
Glu

CTC
Leu

CAC
His

AGT
Ser

GGC
Gly

CccC
Pro

AGT
Ser

GGT
Gly

CAG

Lys Gln

ACA
Thr

AAC
Asn

GAT
Asp

GAC
Asp

GAC

Asp Lys

GGG
Gly
1040

Lys

CCA
Pro
1055

GAG
Glu

AGT
Ser

TCT
Ser

1070

GAA
Glu

GAA CTG
Glu Leu
1085

ACC
Thr
1100

TTT
Phe

CTC
Leu

CAA
Gln

GGA
Gly

1115

TTA GTC
Leu Val
1130

ACT
Thr

AAG
Lys

GTA
Val

GAA
Glu

AGG
Arg

TCA
Ser

TTC
Phe

TCA
Ser

1195

CAA
Gln

GAA

Glu Lys

AAT
Asn

TTC
Phe

CTG
Leu

AGC

Ser Lys

ACT
Thr

AAC
Asn

AAG
Lys

TCT
Ser
1120

GTC GAC
Val Asp
1135

AGA
Arg

AAC
Asn

1150

GGG
Gly

TTT GAT
Phe Asp
1165

TTA AAT GAT
Leu Asn Asp
1180

GCA ATT AGG
Ala Ile Arg

GGG
Gly

GGG
Gly

TCG
Ser

GCA
Ala

GAA
Glu

GAG
Glu
1200

2976

3024

3072

3120

3168

3216

3264

3312

3360

3408

3456

3504

3552

3600



GCA
Ala

GCG
Ala

CTA
Leu

ACC
Thr

AAC
Asn

ccc
Pro

GTT
Val

GAA
Glu

CGG TGG TCT
Arg Trp Ser

TTG
Leu

CcccC
Pro

GAA GCC CCG
Glu Ala Pro
1205

CGC CGC
Arg Arg
1220

GTT
Val

162

GGA AAT CGA ACA GGT

Gly

AAG
Lys

Asn Arg Thr Gly
1210

CAG AGC TTG
Gln Ser Leu
1225

Lys

CCA
Pro

GGT
Gly

CAG
Gln

ATC
Ile

saee
seece
.s o
e &
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CCG AGG AGT
Pro Arg Ser
1215

AGA CTC CCG
Arg Leu Pro
1230

GAA ATA AAG
Glu Ile Lys

CCT
Pro

GAA AGG GGG
Glu Arg Gly

GTG
Val

GTT
Val

CTG
Leu

AAT GCC
Asn Ala

ACC
Thr

TCA
Ser

1235

1250

CTT
Leu

1265

AAG
Lys

AAG
Lys

GGC
Gly

TTG
Leu

CAG
Gln

ATC
Ile

CTG
Leu

AAA
Lys

CCT
Pro

TCT
Ser

AGC
Ser

GAG
Glu

GCT
Ala

1315

CAA
Gln

1330

GAG
Glu

1345

GTA
val

CCccC
Pro

AGG
Arg

CAT
His

AAT
Asn

Lys

ACG
Thr

TCA

ATC
Ile

AGA
Arg

GAG
Glu

AAA
Lys

1395

ATA

GAA
Glu

AGC
Ser

TTA
Leu

CCT
Pro

TTC
Phe

AGT
Ser

1240

CCT
Pro

ATC
Ile

TTA
Leu

CAA
Gln

1255

CTG
Leu

1270

GCC
Ala

CTG
Leu
1285

GGG
Gly

AAG
Lys
1300

GCT
Ala

GTT
Val

GAG TTT
Glu Phe

CTT
Leu

AAA
Lys

ACC
Thr

AGC
Ser

TTC
Phe

CTG
Leu

CAG
Gln

Lys

CTC
Leu

CCT
Pro

AAT
Asn

1335

AAA
Lys

1350

CCT
Pro

GGA AGG
Gly Arg
1365

TGG
Trp
1380

GAA TCC
Glu Ser

GAC ATC ATC
Asp Ile Ile

GCA GCA AAA

Ser Ile Ala Ala Lys

1410

ACT
Thr

CTA
Leu

AGT
Ser

AAT
Asn

1415

ACC
Thr

TTG
Leu

GAA
Glu

ATG
Met

1245

GGA GCC
Gly Ala
1260

GCC
Ala

GGA
Gly

1275

AGT
Ser

GCC
Ala

GCA
Ala
1290

GGC
Gly

TCT
Ser

TCA GCA
Ser Ala
1305

GGC
Gly

CGA
Arg

AAA GTT
Lys Val
1320

GTT
Val

GTT
Val

TCT
Ser

TGC GCA

Ala

ACA
Thr

CGG
Arg

GGA
Gly

CCT
Pro

1355

CCC
Pro

TCC
Ser

AAG
Lys
1370

CTT
Leu

GAG
Glu

AAG TCA
Lys Ser
1385

CCA
Pro

TTA CCC CTG
Leu Pro Leu
1400

GAC
Asp

GCC
Ala

GAA GGA CAA
Glu Gly Gln

CCG
Pro

CTG
Leu

TTG
Leu

TCT
Ser

CAT
His

CGG
Arg

AAA
Lys

AGA
Arg

AAT
Asn

GGT
Gly

CAA
Gln

GGA
Gly
1280

GCG
Ala

TCC GGG
Ser Gly
1295

GAA
Glu
1310

GCA
Ala

TCT
Ser

GAA
Glu

GAC
Asp

CTG
Leu

1325

CAC GGG
is Gly
1340

GTT
Val

AAC
Asn

CTG
Leu

GGT
Gly

AAA
Lys

AGC
Ser

CGT
Arg

CAC
His

1405

GAG ACC
Glu Thr
1420

GAT
Asp

CTC
Leu

GGC
Gly

CTG
Leu

AAC AAA
Asn Lys
1360

CccC
Pro

CCG ATG
Pro Met
1375

ACA
Thr
1390

GCT CTC
Ala Leu

GAA AGC AAT
Glu Ser Asn

CAA AGA GAA
Gln Arg Glu

3648

3696

3744

3792

3840

3888

3936

3984

4032

4080

4128

4176

4224

4272
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GCC GCC
Ala Ala
1425

TGG
Trp

CCT CCG
Pro Pro

GTC
Val

CAG
Gln

CCG
Pro

GAG
Glu

ACG AAG CAG GGA
Thr Lys Gln Gly
1430

CTG CGA CGG CAT
Leu Arg Arg His
1445
AAA ATG
Met

GAA GAC
Glu Asp
1460

GGG
Gly

CAG
Gln

GAC
Asp

163

CCT GGA AGG CTG
Pro Gly Arg Leu
1435

AGG GAC ATA
Arg Asp Ile
1450

AGC
Ser

ATC
Ile

TAT GAT
Tyr Asp
1465

GAT
Asp

XX R
(XX R ]
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TGC
Cys

GCT
Ala

CCA AAG
Pro Lys
1440

CTT
Leu

CCT
Pro

ACT TTT
Thr Phe
1455

TTC
Phe

GAA
Glu

TCA ACT
Ser Thr
1470

ACG
Thr

AAG
Lys

CCT CGC

GGA GAA GAT
Gly Glu Asp
1475

TTT
Phe

AGC TTT CAG AAG

GAC
Asp

ATT
Ile
1480

TAC
Tyr

AGA ACC CGA

Pro Arg Ser Phe

1490

GAG CAG
Glu Gln
1505

CTC
Leu

TGG
Trp

AAC AGG GCT CAG

Gln Lys Arg Thr

1495

GAT
Asp

TAC GGG ATG
Tyr Gly Met
1510

AAC

GGA GAG GTG

Arg

AGC
Ser

CCT

GGT
Gly

CAC
His

GAA
Glu

CGG

GAG
Glu

TAT

GAT
Asp

TTC

GAA
Glu
1485

AAT
Asn

ATT GCT

Phe Ile
1500

Tyr

TCC
Ser
1515

ccc
Pro

CGG
Arg

TTC AAG AAG

Ala

GCG
Ala

GTG

CAG
Gln

GAC
Asp

GCG
Ala

GTG
Val

CTA
Leu

AGA
Arg
1520

GTC TTC

Asn Arg

CGG
Arg

GAA
Glu

CTC
Leu

AAC
Asn

Ala Gln Asn

1525

Gly

TTT
Phe

GCT GAC GGC
Ala Asp Gly
1540

AAA
Lys
1555

CAC TTG
His Leu

GGG
Gly

Glu

TCC
Ser

CTC
Leu

Val Pro Arg Phe

1530

TTC
Phe

ACG CAG
Thr Gln
1545

CCG
Pro

TTG GGA
Leu Gly
1560

ccc
Pro

TAC
Tyr

Lys

TCG
Ser

ATC
Ile

Val Val Phe

1535

Lys

TAC
Tyr

CGC
Arg
1550

GGG
Gly

GAA
Glu

AGA GCG
rg Ala
1565

GTT
val

GAA
Glu

GAC AAC ATC
Asp Asn Ile
1570

TCC TTC TAC TCG
Ser Phe Tyr Ser
1585

GCA GAA
Ala Glu

CCT
Pro

CGA
Arg

ATG
Met

GTA
Val

ACT
Thr
1575

TTC
Phe

AGC
Ser

CTT ATT
Leu Ile
1590

TCT
Ser

CAC AAC
His Asn

TTC
Phe

GTC
Val

AAA
Lys

TAT
Tyr

CAG
Gln

AAC
Asn

CCG
Pro

CCA
Pro

CAG
Gln

GCG TCT
Ala Ser
1580

GAT
Asp
1595

GAT
Asp

CAG
Gln

AAT
Asn

GAA
Glu

ACC
Thr

CGT
Arg

GAG
Glu

AGA
Arg

CccC
Pro

TAT
Tyr

CAA
Gln

GGG
Gly
1600

ACT TAC
Thr Tyr

TTT TGG
Phe Trp

TGC AAA
Cys Lys

1605

AAA
Lys

GTG CAG CAT
Val Gln His
1620

GCC TGG GCC TAC
Ala Trp Ala Tyr
1635

CAC
His

TTT
Phe

1610

ATG
Met

GCA CCC ACA
Ala Pro Thr
1625

TCT GAT GTT GAC
Ser Asp Val Asp
1640

GAA
Glu

CTG
Leu

1615,

GAC
Asp

GAG
Glu
1630

TTT GAC
Phe Asp

GAA AAA GAT GTG
Glu Lys Asp Val
1645

.
see o

4320

4368

4416

4464

4512

4560

4608

46

4704

4752

4800

4848

4896

4944

evee



CAC TCA GGC
His Ser Gly
1650

AAC GCT GCT
Asn Ala Ala
1665

TTC ACT ATT
Phe Thr Ile

GAA AGG AAC
Glu Arg Asn

CTG AAA GAA
Leu Lys Glu

TTG
Leu

CAC
His

TTT
Phe

TGC
Cys

ATC GGC CCC CTT
Ile Gly Pro Leu
1655

GGT AGA CAA GTG
Gly Arg Gln Val
1670

GAT GAG ACA AAG
Asp Glu Thr Lys
1685

CGG GCC CCC TGC
Arg Ala Pro Cys

1700

AAC
Asn

1715

ACA CTC CCT
Thr Leu Pro
1730

CTG CTC AGC
Leu Leu Ser
1745

GGA CAC GTG
Gly His Val

TAC AAT CTC
Tyr Asn Leu

AAA GTT GGA
Lys Val Gly

1795

GCT GGG ATG
Ala Gly Met
1810

CCA CTG GGA
Pro Leu Gly
1825

TCA GGA CAG
Ser Gly Gln

TCC GGA TCA
Ser Gly Ser

GGC
Gly

ATG
Met

TTC
Phe

TAT
Tyr

1780

ATT
Ile

AGC
Ser

ATG
Met

TAT
Tyr

ATC
Ile

1860

TAT CGC TTC CAT
Tyr Arg Phe His

1720

TTA GTA ATG GCT
Leu -Val Met Ala
1735

GGC AGC AAT GAA
Gly Ser Asn Glu
1750

AGT GTA CGG AAA
Ser Val Arg Lys
1765

CCG GGT GTC TTT
Fro Gly Val Phe

TGG CGA ATA GAA
Trp Arg Ile Glu

1800

ACG ACT TTC CTG
Thr Thr Phe Leu
1815

GCT TCT GGA CGC
Ala Ser Gly Arg
1830

GGA CAG TGG GCC
Gly Gln Trp Ala
1845

AAT GCC TGG AGC
Asn Ala Trp Ser

164

CTG ATC TGC CGC GCC
Leu Ile Cys Arg Ala
1660

ACC GTG CAA GAA TTT
Thr Val Gln Glu Phe
1675

AGC TGG TAC TTC ACT
Ser Trp Tyr Phe Thr
1690

CAC CTG CAG ATG GAG
His Leu Gln Met Glu
1705

GCA ATC AAT GGC TAT
Ala Ile Asn Gly Tyr

AAC ACC CTG
Asn Thr Leu

GCT CTG TTT
Ala Leu Phe
1680

GAA AAT GTG
Glu Asn Val
1695

GAC CCC ACT
Asp Pro Thr
1710

GTG ATG GAT
Val Met Asp

1725

CAG AAT CAA AGG ATC
Gln Asn Gln Arg Ile
1740

AAT ATC CAT TCG ATT
Asn Ile His Ser Ile
1755

AAG GAG GAG TAT AAA
Lys Glu Glu Tyr Lys
1770

GAG ACA GTG GAA ATG
Glu Thr vVal Glu Met
1785

TGC CTG ATT GGC GAG
Cys Leu Ile Gly Glu

1805

GTG TAC AGC AAG GAG
Val Tyr Ser Lys Glu
1820

ATT AGA GAT TTT CAG
Ile Arg Asp Phe Gln
1835

CCA AAG CTG GCC AGA
Pro Lys Leu Ala Arg
1850

ACC AAG GAT CCC CAC
Thr Lys Asp Pro His
1865

CGA TGG TAT
Arg Trp Tyr

CAT TTT AGC
His Phe Ser
1760

ATG GCC GTG
Met Ala Val
1775

CTA CCG T
Leu Pro Ser
1790

CAC CTG CAA
His Leu Gln

TGT CAG GCT
Cys Gln Ala

ATC ACA GCT
Ile Thr Ala
1840

CTT CAT TAT
Leu His Tyr
1855

TCC TGG ATC
Ser Trp Ile
1870

4992
5040
5688
5136
5184
5232
5280
5328
5376
5424
5472

5520

5616



AAG GTG GAT
Lys Val Asp
1875

GGT GCC CGT
Gly Ala Arg
1890

ATG TAC AGT
Met Tyr Ser
13805

ACG GGC
Thr Gly

ACC
Thr

CAC
His

AAT

Lys Asn

CAC
His

CCA
Pro

ACA
Thr
1955

GGC
Gly

TGT GAT
Cys Asp
1970

GCG ATA TCA
Ala Ile Ser
1985

TTT GCC
Phe Ala

ACC
Thr

ACG
Thr

AAT
Asn

GCC
Ala

CTG
Leu

TTG
Leu

GCA
Ala

CCA ATG ATC
Pro Met Ile
1880

CAG
Gln

AAG
Lys

TTT
Phe

TCC AGC CTC
Ser Ser Leu
1895

CTT GAC
Leu Asp

GGG AGG AAC
Gly Arg Asn
1910

TGG
Trp

TTA
Leu

ATG GTC
Met Val
1925

TTC
Phe

TTT
Phe

GGC
Gly

ATT TTT
Ile Phe
1940

AAC
Asn

CCT
Pro

CCG
Pro

ATT
Ile

CAT TAC
His Tyr

AGC
Ser

ATC
Ile

CGC AGC
Arg Ser
1960

TTA AAC
Leu Asn

AGT
Ser

TGC
Cys
1975

AGC ATG
Ser Met

GAC TCA
Asp Ser

ATC ACG
Ile Thr

GCC
Ala

TGG TCT
Trp Serx
2005

TCA
Ser

CAA
Gln

GCC
Ala

TGG CGA CCC
Trp Arg Pro

CGG
Arg

GTG
Val

AGC
Ser

ATT
Ile

CAC
His

GGC

TAC
Tyr

ATC
Ile

TCC
Ser

Gly Ile Met

ATC ATG ACC
Thr

1885

CAG
Gln

TTT
Phe

ATC
Ile

1900

CAG
Gln

AGT TAC
Ser Tyr
1915

AAT
Asn
1930

GTG
Val

GAC
Asp

GTG
Val

GCT
Ala

CGG
Arg

1945

ACT
Thr

CTT
Leu

CGC
Arg

ccc
Pro

CTG
Leu

GGA
Gly

CGA
Arg

GGG
Gly

AAT
Asn

GCA
Ala

TCT
Ser

GGG
Gly

CAG
Gln

ATC
Ile

TCC
Ser
1320

ATT
Ile

1935

TAC
Tyr

ATC
Ile
1950

CGT
Arg

ATG
Met
1965

GAG
Glu

TTG
Leu

ATG
Met

CAG
Gln

AAT
Asn

1980

TCC
Ser

TCC CAC
Ser His
1995

CGA
Arg
2010

CTT CAC
Leu His

AGC
Ser

GCA
Ala

GAG
Glu

CTA
Leu

AGC
Ser

AAT
Asn

CTC
Leu

CAG
Gln

GGG
Gly

TTG
Leu

ATG
Met

Lys

ATA
Ile
2000

CGG
Arg

2015

GAG
Glu

TGG
Trp

CTG
Leu

GTG
Val

GTG
vVal

AGT
Ser
2065

ACG
Thr

GAC
Asp

2020

CTG CAG AAG
Leu Gln Lys

ACG
Thr

GTG
Vval

2025

AAG
Lys

GTC
Val

ACA
Thr

2035

AAG TCC CTG
Lys Ser Leu
2050

AGT CAG GAC
Ser Gln Asp

AAG GTT TTT
Lys Val Phe

2040

CTC
Leu

AGC
Ser

AGC
Ser
2055

ATG TAT
Met Tyr

CGC CGC TGG ACC
Arg Arg Trp Thr
2070

GGC
Gly

CAG GGC AAT CAG GAC
Gln Gly Asn Gln Asp
2085

GTG
Val

CTG
Leu

TCC
Ser

2090

GGC
Gly

AAG
Lys

TTT
Phe

2075

TCC
Ser

ATC
Ile

2030

ACC ACC
Thr Thr

2045

GAG TTC
Glu Phe
2060

CTC
Leu

CTT
Leu

CAG
Gln

GAC
Asp

ACC
Thr

CcccC
Pro

GTG
Val

CAG
Gln

GTG
Val

GGC
Gly

GTG
Val
2095

CAG
Gln

GGC
Gly

TCC
Ser

CAC
His
2080

AAC
Asn

5664

5712

5760

5808

5856

5904

5952

6000

6048

6096

6144

6192

6288



GCT
Ala

AGC
Ser

GCA
Ala

Met

Gly

Trp

Arg

Leu

65

val

Gln

Ser

Ser

Asp

145

Leu

166

(XX R ]

CTG GAC CCC CCG CTG TTC ACG CGC TAC CTG AGG ATC CAC cCccC
Leu Asp Pro Pro Leu Phe Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro
2100 2105 2110

TGG GCG CAG CAC ATC GCC CTG AGG CTC GAG GTT CTA GGA TGT
Trp Ala Gln His Ile Ala Leu Arg Leu Glu Val Leu Gly Cys

2115 2120 2125

CAG GAT CTC TAC TGA
Gln Asp Leu Tyr *
2130

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 37:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 2134 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linearni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIsLEM

Gln Leu Glu Leu Ser Thr Cys Val Phe Leu Cys Leu Leu Pro

5 10

15

Phe Ser Ala Ile Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu

20 25

30

Asp Tyr Arg Gln Ser Glu Leu Leu Arg Glu Leu His Val Asp

35 .40 45

Phe Pro Ala Thr Ala Pro Gly Ala Leu Pro Leu Gly Pro Ser

50 55 60

Tyr Lys Lys Thr Val Phe Val Glu Phe Thr Asp Gln Leu Phe

70 75

Ala Arg Pro Arg Pro Pro Trp Met Gly Leu Leu Gly Pro Thr

85 90

95

Ala Glu Val Tyr Asp Thr Val Val Val Thr Leu Lys Asn Met
100 105 110

His Pro Val Ser Leu His Ala Val Gly Val Ser Phe Trp Lys

115 120 125

Glu Gly Ala Glu Tyr Glu Asp His Thr Ser Gln Arg Glu Lys

130 135 140

Asp Lys Val Leu Pro Gly Lys Ser Gln Thr Tyr Val Trp Gln

150 155

Lys Glu Asn Gly Pro Thr Ala Ser Asp Pro Prg Cys Leu Thr

165 170

175

ACG
Thr

GAG
Glu

37:

Leu

Ser

Thr

Val

Ser

80

Ile

Ala

Ser

Glu

Val

160

Tyr

ece®

.0
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6336

6384

6402

cacee
(XX N ]
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Ser

Ile

Thr

Gly

225

Asp

Tyr

Val

Ile

Ser

305

Met

His

Pro

Leu

Ser

385

Trp

Ser

Ala

Ser
465

Tyr
Gly
Gln
210
Lys
Pro
Val
Tyr
Phe
290
Leu
Asp
Gly
Gln
Tyr
370
Pro
Val
Val
Gly
Tyr

450

Gly

Leu

Ala

195

Asn

Ser

Ala

Asn

Trp

275

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

355

Asp

Phe

His

Pro

Pro

435

Thr

Ile

Ser

180

Leu

Leu

Trp

Pro

Arg

260

His

Glu

Ile

Gly

Met

340

Arg

Ser

Ile

Tyr

Ser

420

Gln

Asp

Leu

His

Leu

His

His

Ala

245

Ser

Gly

Ser

Gln

325

Glu

Arg

Asp

Gln

Ile

405

Pro

Arg

Val

Gly

val

Val

Glu

Ser

230

Arg

Leu

Ile

His

Pro

310

Phe

Ala

Lys

Met

Ile

390

Ser

Ser

Ile

Thr

Pro
470

Asp
Cys
Phe
215
Ala
Ala
Pro
Gly
Thr
295
Leu
Leu
His
Ala
Asp
375
Arg
Ala
Asp

Gly

Phe
455

Leu

Leu

Arg

200

Val

Arg

Gln

Gly

Met

280

Phe

Thr

Leu

Val

Asp

360

Val

Ser

Glu

Arg

Arg

440

Lys

Leu

Val

185

Glu

Leu

Asn

Pro

Leu

265

Gly

Leu

Phe

Phe

Arg

345

Glu

Val

vVal

Glu

Ser

425

Lys

Thr

Tyr

167

Lys

Gly

Leu

Asp

Ala

250

Ile

Thr

Val

Leu

Cys

330

Val

Glu

Arg

Ala

Glu

410

Tyr

Arg

Gly

Asp

Ser

Phe

Ser

235

Met

Gly

Ser

Arg

Thr

315

His

Glu

Glu

Leu

Lys

395

Asp

Lys

Lys

Lys

Glu
475

Leu

Leu

Ala

220

Trp

His

Cys

Pro

His

300

Ala

Ile

Ser

Asp

Asp

380

Lys

Trp

Ser

Lys

Ala

460

Val

Asn

Thr

205

Val

Thr

Thr

His

Glu

285

His

Gln

Ser

Cys

Tyr

365

Gly

His

Asp

Leu

Ala

445

Ile

Gly

Ser

190

Arg

Phe

Arg

Val

Lys

270

Val

Arg

Thr

Ser

Ala

350

Asp

Asp

Pro

Tyr

Tyr

430

Arg

Pro

Asp

Gly

Glu

Asp

Ala

Asn

255

Lys

His

Gln

Phe

His

335

Glu

Asp

Asp

Lys

Ala

415

Leu

Phe

Tyr

Thr

Leu

Arg -

Glu
Met
240
Gly
Ser
Ser
Ala
Leu
320
His
Glu
Asn
Val
Thr
400
Pro
Asn
Val

Glu

Leu
480
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Leu

His

Gly

Lys

Pro

545

Asp

Ser

Ile

Asn

Prc
625

Ser

Leu

5

Gly

705

Met

Tyr

Lys

Ser

Ile

Gly

Trp

Tyr

530

Arg

Leu

Val

Leu

Ile

610

Glu

Asp

Ile

Gly

Phe

6390

Leu

Thr

Tyr

Asn

Ala
770

Ile

Ile

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

595

Gln

e
o
o

Ser

Tyr

675

Pro

Trp

Ala

Asp

Val
755

Ser

Phe

Thr

500

His

Trp

Leu

Ser

Gln

580

Ser

Leu

Phe

Val

Leu

Asn

740

Ile

Gln

Lys

485

Asp

Leu

Thr

Thr

Gly

565

Arg

Val

Phe

Gln

645

Val

Phe

Ser

Leu

Leu

725

Thr

Glu

Lys

Asn

Val

Lys

Val

Arg

550

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

630

Leu

Lys

Gly

Gly

710

Lys

Tyr

Pro

Gln

Lys

Ser

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

Ala

His

Glu

695

Cys

Val

Glu

Arg

Phe
775

Ala

Ala

Met

520

Val

Tyr

Gly

Gln

Glu
600

Val

Gln

Lys

680

Thr

His

Tyr

Asp

Ser

760 -

Gln

Ser

Leu

505

Pro

Glu

Ser

Pro

Met

585

Asn

Pro

Met

Met

Val

Asn

Ser

Ile

745

Phe

Thr

168

Arg

490

His

Ile

Asp

Ser

Leu

570

Met

Gln

Asp

His

Leu
650

Asp

S P

Val

Phe

Ser

Cys

730

Pro

Ala

Ile

Pro

Pro

Leu

Gly

Ser

555

Leu

Ser

Ser

Phe

Tyr

Met

Asp

715

Asp

Gly

Gln

Thr

Tyr

Gly

Pro

Pro

540

Ile

Ile

Asp

Trp

Leu

620

Glu

Glu

Ser

700

Leu

Arg

Phe

Asn

Ser
780

Asn

Arg

Gly

525

Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

605

Gln

Val

Ser

Asp

685

Met

Arg

Asp

Leu

Ser

765

Pro

Ile

Leu

510

Glu

Lys

Leu

Tyr

Arg

590

Leu

Val

670

Thr

Glu

Asn

Ile

Leu

750

Arg

Glu

Tyr

495

Leu

Thr

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Ala

Tyr

655

Phe

Leu

Asn

Arg

Gly

735

Ser

Pro

Asp

Pro

Lys

Phe

Asp

Lys

560

Glu

Vval

Glu

Asp

Val

640

Trp

Phe

Thr

Pro

Gly

720

Asp

Gly

Pro

Asp
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Val

785

Leu

Ala

Ala

Ala

Leu

865

Ser

Thr

Pro

Asn

1025

Pro

Leu

Gly

Glu Leu

Ser Val

Pro His

Asp Asp
835

Ala Ala
850

Thr Pro

Ser Ser

Leu Ser

Gln Vval

915

Ser 3Ser
930

Asp His

Gly Ile

Asp Asp

Ala Arg

995
Ala Leu
1010
Thr Thr

Leu Gly

Leu Thr

Gln Gly Arg Ile Arg Val
1075

Asp

Pro

Gly

820

Tyr

Arg

Glu

Ser

Ala

9400

Asn

His

Glu

Phe

Val

980

Val

Leu

Ala

Lys

Ser Ser Gly Ser
1060

Pro
Ser
805
Ser
Leu
Leu
Pro
Asp
885
Glu
Phe
Phe
Ser
Glu
965
Leu
Tyr

Thr

Ser

Gln

790

Gly

Ser

Pro

Arg

Glu

870

Leu

Thr

Arg

Ser

950

Lys

Phe

Leu

Glu

Gly

1030

Ser Gly Glu

Asp Gly Ser

Ser Ser Asp

825

Gly Ala Arg
840

Pro Glu Leu
855

Lys Glu Leu

Leu Lys Thr

Glu Arg Thr

805

Ser Gln Leu
920

Leu Gly Glu

Glu Arg Ala

Lys Val Asn

985

Lys Thr Asn
1000

Asn Arg Ala
1015

Leu Asn His

Asn Pro Leu Ser Ser

1045

169

Arg

Met

810

Leu

Glu

His

Lys

Ser

890

His

Gly

Val

Asn

His

970

Ile

Arg

Ser

Val

Thr

795

Leu

Gln

Arg

His

Lys

875

Pro

Ser

Ala

Val

955

Gly

Ser

Lys

Ala

Gln

Leu

Glu

Asn

Ser

860

Leu

Thr

Leu

Ile

Leu

940

Ser

Pro

Leu

Ile

Ala

Gly

Ala

Thr

845

Ala

Asp

Ile

Gly

Val
925

Ala

Val

His
1005

ee
L ]
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Leu Glu

Gln Asn
815

Arg Asn
830

Ala Pro

Glu Arg

Ser Lys

Pro Ser
895

Pro Pro
910

Leu Gly

]
-
2

Ser

Val Glu

Ser Leu

975

Lys Thr
9380

Ile Asp

Thr Phe Met Asp

1020

Ser Asn

1035

Glu Arg Gly

1050

1065

1080

-

Gly Lys Ser Val Lys

Ala Val Glu Glu Glu

Trp

Pro

Ile Lys

Ser Pro

1055

Glu

800

Pro

Glu

Ser

Val

Met

880

Asp

Ser

960

Thr

Asn

Asp

Lys

Gly

1040

Glu

Gly Gln Ser Ser

1070

Glu Leu Ser Lys

1085

(X ]

coe o
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Gly Lys Glu
1090

Ser Ala
1105

Asp
Arg Glu Glu
Gln

Leu Pro

Ile Phe His

Met Met

Val Gln

Met Glu

Leu Pro Asn
1095

Gly Asn Asp
1110

Arg Arg Glu

1125

Val Tyr
1140

Gln Ser

1155

Ser His Ala
1170

Glu Arg Ala
1185

Ala Pro Leu

Ala Val Pro

Leu Glu Glu

Pro Val

Glu Thr

Glu Ala

Thr Ala Thr

Thr Glu Pro Ser Val

170

Ser Glu Leu Thr Phe
1100

Thr

Lys

Gly

His Ser Gln
1115

Leu Val Gln
1130

Thr Lys Asn

1145

1160

Pro Gln Asp Ser Arg

1175

His Ile Ala His Phe

1190

Pro

1205

Arg Arg
1220

Ile

[
b

/S

1235

Thr Arg Trp

1250
Asn Leu Ser
1265

Lys Ile Ser

Lys Leu Glu

Gly Lys Ala

1315

Leu Pro Gln
1330

Gln Glu Ile
1345

Val Asn Arg

Pro Lys Glu

Ser Glu

Pro

Leu

Ala Leu

Val

Pro

Gly Asn Arg Thr

Glu Gly

Gly

Glu

Phe

Phe

Leu Thr Asn
Lys Lys Ser
1120

Lys Val Asp
1135

Leu Arg Asn
1150

Asp Gly Gly

1165

1180

Ser Ala
1195

Gly Pro
1210

Lys Gln Ser Leu Lys Gln

1225

1240

Ser Pro
1255

Ser

Phe Leu
1270

Thr

Gly Lys Ser

1285

Lys Ala
1300

Glu Phe

Lys Thr

Phe Leu

Pro Gly

1365

Trp Glu
1380

Val Leu Ser

Leu Pro Lys

1320

Ser Asn Val
1335

Gln Lys Thr
1350

Arg Thr Pro

Ser Leu Glu

Glu Arg Gly Val Val Leu

Ile

Gly

Ile

Asn
1245

Ser Leu Asn Asp Ser Ala

Arg Glu Glu
1200

Pro Arg Ser
1215

Arg Leu Pro
1230

Ala Thr Ser

Ile Leu Gln Gly Ala Lys Arg Asn

Leu

Ala

Ser

1305

Val

Ser

Arg

Ser

1260

Glu Met Ala
1275

Ala Gly Pro
1290

Ala Gly Leu

Arg Val His

Gly

Gly Gln Gly
1280

Leu Ala Ser Gly

Ser

Arg
1325

1295

Glu Ala Ser
1310

Glu Asp Leu

Cys Ala His Gly Asp Leu Gly

1340

Gly Pro Val Asn Leu Asn Lys

1355

1360

Lys Leu Leu Gly Pro Pro Met

1370

1375

Lys Ser Pro Lys Ser Thr Ala Leu

1385

1390

XXX
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Arg Thr Lys Asp Ile Ile Ser Leu Pro Leu Asp Arg His Glu Ser Asn
1395 1400 1405

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

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

Pro Pro Val Leu Arg Arg His Gln Arg Asp Ile Ser Leu Pro Thr Phe
1445 1450 1455

Gln Pro Glu Glu Asp Lys Met Asp Tyr Asp Asp Ile Phe Ser Thr Glu
1460 1465 1470

Thr Lys Gly Glu Asp Phe Asp Ile Tyr Gly Glu Asp Glu Asn Gln Asp
1475 1480 1485

Pro Arg Ser Phe Gln Lys Arg Thr Arg His Tyr Phe Ile Ala Ala Val
1490 1495 1500

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

Asn Arg Ala Gln Asn Gly Glu Val Pro Arg Phe Lys Lys Val Val Phe
1525 1530 1535

Arg Glu Phe Ala Asp Gly Ser Phe Thr Gln Pro Ser Tyr Arg Gly Glu
1540 1545 1550

Leu Asn Lys His Leu Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val
1555 1560 1565

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

Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr Pro Asp Asp Gln Glu Gln Gly
1585 1590 1595 ‘ 1600

Ala Glu Prc Arg His Asn Phe Val Gln Pro Asn Glu Thr Arg Thr Tyr
1605 1610 1615

Phe Trp Lys Val Gln His His Met Ala Pro Thr Glu Asp Glu Phe Asp
1620 1625 1630

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

His Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu Ile Cys Arg Ala Asn Thr Leu
1650 1655 1660

Asn Ala Ala His Gly Arg Gln Val Thr Val Gln Glu Phe Ala Leu Phe
1665 1670 1675 1680

Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Val
1685 1630 1695
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Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys His Leu Gln Met Glu Asp Pro Thr
1700 1705 1710

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

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

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

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

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

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

Ala Gly Met Ser Thr Thr Phe Leu Val Tyr Ser Lys Glu Cys Gln Ala
1810 1815 1820

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

Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr
1845 1850 1855

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

Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Met Thr Gln
1875 1880 1885

Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile
1890 1895 1900

Met Tyr Ser Leu Asp Gly Arg Asn Trp Gln Ser Tyr Arg Gly Asn Ser
1905 1910 1915 1920

Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ala Ser Gly Ile
1925 1930 1935

Lys His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Val Ala Arg Tyr Ile Arg Leu
1940 1945 1950

His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu Leu Met
1955 1960 1965

Gly Cys Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Gln Asn Lys
1970 1975 1980

Ala Ile Ser Asp Ser Gln Ile Thr Ala Ser Ser His Leu Ser Asn Ile
1985 1990 1995 2000
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Phe Ala Thr Trp Ser Pro Ser Gln Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg
2005 2010 2015

Thr Asn Ala Trp Arg Pro Arg Val Ser Ser Ala Glu Glu Trp Leu Gln
2020 2025 2030

Val Asp Leu Gln Lys Thr Val Lys Val Thr Gly Ile Thr Thr Gln Gly
2035 2040 2045

Val Lys Ser Leu Leu Ser Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe Leu Val Ser
2050 2055 2060 '

Ser Ser Gln Asp Gly Arg Arg Trp Thr Leu Phe Leu Gln Asp Gly His
2065 2070 2075 2080

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

Ala Leu Asp Pro Pro Leu Phe Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Thr
2100 2105 2110

Ser Trp Ala Gln His Ile Ala Leu Arg Leu Glu Val Leu Gly Cys Glu
2115 2120 2125

Ala Gln Asp Leu Tyr *
2130

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFTKACNIM CIsSLEM 38:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 4334 part bazi
(B} TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: dvojité
(D) TOPOLOGIE: neni relevantni

(ii) TYP MOLEKULY: cDNA na mRNA
(iii) HYPOTETICKA: ne

(vi) POVODNI ZDROJ:
(C) INDIVIDUALNT IZOLAT: Faktor VIII postriddajici doménu B

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: cDs
(B) POZICE: 3..4334

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 38:
GA ATG CAG CTA GAG CTC TCC ACC TGT GTC TTT CTG TGT CTC TTG CCA

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



CTC
Leu

TCC
Ser

ACC
Thr

GTC
val

AGC
Ser
80

ATC
‘Ile

GCT
Ala

TCT
Ser

GAA
Glu

GTC
Val
160

TAC

CTC
Leu

AGG
Arg

GAA
Glu

GGC
Gly

TGG
Trp

AGA
Arg

CTG
Leu
65

GTT
Val

CAG
Gln

TCT
Ser

TCC
Ser

GAC
Asp
145

CTG
Leu

TCA
Ser

ATT
Ile

ACC
Thr

GGG
Gly
225

TTT
Phe

GAC
Asp

TTT
Phe
50

TAC

Tyr

GCC
Ala

GCT
Ala

CAT
His

Glu
130

GAT
Asp

Lys

TAC
Tyr

GGA
Gly

CAG
Gln
210

AAA
Lys

AGT
Ser

TAC
Tyr
35

CcCcT
Pro

Lys

AGG
Arg

GAG
Glu

CccC
Pro
115

GGC
Gly

Lys

GAA
Glu

CTG
Leu

GCC
Ala
195

AAC

Asn

AGT
Ser

GCC
Ala
20

CGG
Arg

GCT
Ala

AAG
Lys

CcccC
Pro

GTT
Val
100

GTT
vVal

GCT
Ala

GTC
Val

AAT
Asn

TCT
Ser
180

CTG

Leu

CTG
Leu
TGG
Trp

ATC
Ile

CAA
Gln

ACA
Thr

ACT
Thr

AGG
Arg
85

TAC
Tyr

AGT
Ser

GAA
Glu

CTT
Leu

GGT
Gly
165

CAC

His

CTG
Leu

CAC
His

CAC
His

AGG
Arg

AGT
Ser

GCG
Ala

GTG
Val
70

CCA
Pro

GAC
Asp

CTT
Leu

TAT
Tyxr

CcCcC
Pro
150

CCA
Pro

GTG
Val

GTT
Val

GAA
Glu
TCA

Ser
230

AGA
Arg

GAA
Glu

CCA
Pro
55

TTC
Phe

CCA
Pro

ACG
Thr

CAC
His

GAG
Glu
135

GGT
Gly

ACA
Thr

GAC
Asp

TGT
Cys

TTT
Phe
215

GCA
Ala

TAC
Tyr

CTC
Leu
40

GGA
Gly

GTA
Val

TGG
Trp

GTG
Val

GCT
Ala
120

GAT
Asp

Lys

GCC
Ala

CTG
Leu

AGA
Arg
200

GTA
Val

AGA
Arg

174

TAC
Tyr
25

CTC
Leu

GCT
Ala

GAG
Glu

ATG
Met

GTC
Val
105

GTC
Val

CAC
His

AGC
Ser

TCT
Ser

GTG
Val
185

GAA
Glu

CTA
Leu

AAT
Asn

CTG
Leu

CGT
Arg

CTT
Leu

TTC
Phe

GGT
Gly
90

GTT
Val

GGC
Gly

ACC
Thr

CAA
Gln

GAC
Asp
170

Lys

GGG
Gly

CTT
Leu

GAC
Asp

GGC
Gly

GAG
Glu

CCG
Pro

ACG
Thr
75

CTG
Leu

ACC
Thr

GTC
Val

AGC
Ser

ACC
Thr
155

CCA
Pro

GAC
Asp

AGT
Ser

TTT
Phe

TCC
Ser
235

GCA
Ala

CTG
Leu

TTG
Leu
60

GAT
Asp

CTG
Leu

CTG
Leu

TCC
Ser

CAA
Gln
140

TAC
Tyr

CCA
Pro

CTG
Leu

CTG
Leu

GCT
Ala
220

TGG
Trp

GTG
Val.

CAC
His
45

GGC
Gly

CAA
Gln

GGT
Gly

AAG
Lys

TTC
Phe
125

AGG
Arg

GTC
Val

TGT
Cys

Asn

ACC
Thr
205

GTC
Val

ACA
Thr

LR J

GAA
Glu
30

GTG
Val

CCG
Pro

CTT
Leu

CCcT
Pro

AAC
Asn
110

TGG
Trp

GAG
Glu

TGG
Trp

CTC
Leu

TCG
Ser
190

AGA

Arg

TTT
Phe

CGG
Arg

CTG
Leu

GAC
Asp

TCA
Ser

TTC
Phe

ACC
Thr
95

ATG
Met

Lys

ACC
Thr
175

GGC
Gly

GAA
Glu

eon e

95

143

191

239

335

383

431

527

623

671

719



ATG
Met
240

GGC
Gly

TCA
Ser

TCC
Ser

GCT
Ala

CTG
Leu
320

CAC
His

GAG
Glu

AAT
Asn

GTG
Val

ACC
Thr
400

CCcC

Pro

AAC
Asn

GTC
Val

GAT
Asp

TAT
Tyr

GTC
Val

ATT
Ile

TCC
Ser
305

ATG
Met

CAT
His

CCccC
Pro

TTG
Leu

TCT
Ser
385

TGG
Trp

GCG
Ala

AGT
Ser

GCT
Ala

CccCC
Pro

GTC
Val

TAC
Tyr

TTT
Phe
290

TTG
Leu

GAC
Asp

GGT
Gly

CAG
Gln

TAC
Tyr
370

ccc
Pro

GTG
Val

GTC
Val

GGT
Gly

TAC
Tyr
450

GCA
Ala

AAC
Asn

TGG
Trp
275

CTT
Leu

GAG
Glu

CTG
Leu
355

GAC
Asgp

TTT
Phe

CAC
His

CccC
Pro

CCT
Pro
435

ACG
Thr

CCT
Pro

AGG
Arg
260

CAC
His

GAA
Glu

ATC
Ile

GGC
Gly

ATG
Met
349

CGG
Arg

TCG
Ser

ATC
Ile

TAC
Tyr

AGC
Ser
420

CAG
Gln

GAT
Asp

GCC
Ala
245

TCT
Ser

GTG
Val

GGC
Gly

TCG
Ser

CAG
Gln
325

GAG
Glu

AGG
Arg

GAC
Asp

CAA
Gln

ATC
Ile
405

ccc

Pro

CGA
Arg

GTA
Val

AGG
Arg

CTG
Leu

ATT
Ile

CAC
His

CCA
Pro
310

TTC
Phe

GCT
Ala

Lys

ATG
Met

ATC
Ile
390

TCT

Ser

AGT
Ser

ATT
Ile

ACA
Thr

GCC
Ala

CCA
Pro

GGA
Gly

ACG

Thr
295

CTA
Leu

CTA
Leu

CAC
His

GCT
Ala

GAC
Asp
375

CGC
Arg

GCA
Ala

GAC
Asp

GGT
Gly

TTT
Phe
455

CAG
Gln

GGT
Gly

ATG
Met
280

TTT
Phe

ACT
Thr

CTG
Leu

GTC
Val

GAT
Asp
360

GTG
Val

TCG
Ser

GAG
Glu

AGA
Arg

AGG
Arg
440

AAG
Lys

CCT
Pro

CTG
Leu

265

GGC
Gly

CTC
Leu

TTC
Phe

TTT
Phe

AGA
Arg
345

GAA
Glu

GTC
Val

GTT
Val

GAG
Glu

AGT
Ser
425

Lys

ACT
Thr

GCA
Ala
250

ATC
Ile

ACC
Thr

GTG
Val

CTC
Leu

TGT
Cys
330

GTA
Val

GAG
Glu

CGG
Arg

GCC
Ala

GAG
Glu
410

TAT
Tyr

TAC
Tyr

CGT
Arg

ATG
Met

GGA
Gly

AGC
Ser

AGG
Arg

ACT
Thr
315
CAT

His

GAA
Glu

GAA
Glu

CTC
Leu

AAG
Lys
395

GAC
Asp

Lys

Lys

Lys

CAC
His

TGT
Cys

CCG
Pro

CAC

‘His

300

GCT
Ala

ATC
Ile

AGC
Ser

GAT
Asp

GAT
Asp
380

AAG
Lys

TGG
Trp

AGT
Ser

Lys

GCT
Ala
460

ACA
Thr

CAT
His

GAA
Glu
285

CAT
His

CAG
Gln

TCT
Ser

TGC
Cys

TAT
Tyr
365

GGT
Gly

CAT
His

GAC
Asp

CTC
Leu

GCT
Ala
445

ATT
Ile

GTC
Val

AAG
Lys
270

GTG
Val

CGC
Arg

ACA
Thr

TCC
Ser

GCC
Ala
350

GAT
Asp

GAC
Asp

cccC
Pro

TAC
Tyr

TAC
Tyr
430

CGA

Arg

CCG
Pro

AAT
Asn
255

Lys

CAC
His

CAG
Gln

TTC
Phe

CAC
His
335
GAG
Glu

GAC
Asp

GAC
Asp

Lys

GCC
Ala
415

TTG

Leu

TTC
Phe

TAT
Tyr

(A X N1

767

815

863

911

859

1007

1055

1103

1151

1199

1247

1295

1343

1391

eeosve



GAA
Glu

CTT
Leu
480

CCT
Pro

Lys

TTC
- Phe

GAT
Asp

Lys
560

GAA
Glu

GTC
Val

GAG
Glu

GAT
Asp

GTT
val
640

TGG
Trp

TTC
Phe

TCA
Ser
465

TTG
Leu

CAT
His

GGT
Gly

AAG
Lys

CCT
Pro
545

GAT
Asp

TCT
Ser

ATC
Ile

AAT
Asn

CCA
Pro
625

TTT
Phe

TAC
Tyr

TCT
Ser

GGA
Gly

ATT
Ile

GGA
Gly

TGG
Trp

TAT
Tyr
530

CGG
Arg

CTG
Leu

GTA
Val

CTG
Leu

ATT
Ile
610

GAG
Glu

GAT
Asp

ATT
Ile

GGC
Gly

ATC
Ile

ATA
Ile

ATC
Ile

Lys
515

AAA
Lys

TGC
Cys

GCT
Ala

GAC
Asp

TTT
Phe
595

CAG
Gln

TTC
Phe

AGC
Ser

CTA
Leu

TAC
Tyr
675

CTG
Leu

TTT
Phe

ACT
Thr
500

CAT
His

TGG
Trp

CTG
Leu

TCG
Ser

CAA
Gln
580

TCT
Ser

CGC
Arg

CAA
Gln

TTG
Leu

AGT
Ser
660

ACC
Thr

GGA
Gly

AAG
Lys
485

GAT
Asp

TTG
Leu

ACA
Thr

ACC
Thr

GGA
Gly
565

AGA
Arg

GTA
Val

TTC
Phe

GCT
Ala

CAG
Gln
645

GTT
Val

TTC
Phe

CCT
Pro
470

AAT

Asn

GTC
Val

Lys

GTG
Val

cGC
Arg
550

CTC

Leu

GGA
Gly

TTC
Phe

CTC
Leu

TCT
Ser
630

CTG
Leu

GGA
Gly

Lys

TTA
Leu

Lys

AGC
Ser

GAC
Asp

ACT
Thr
535

TAC
Tyr

ATT
Ile

AAC
Asn

GAT
Asp

ccc
Pro
el5

AAC
Asn

TCG
Ser

GCA
Ala

CAC
His

CTT
Leu

GCG

Ala

GCT
Ala

ATG
Met
520

GTG
Val

TAC
Tyr

GGC
Gly

CAG
Gln

GAG
Glu
600

AAT

Asn

ATC
Ile

GTT
Val

CAG
Gln

Lys
680

176

TAT
Tyr

AGC
Ser

TTG
Leu
505

CCA
Pro

GAA
Glu

TCG
Ser

CCT
Pro

ATG
Met
585

AAT
Asn

CCG
Pro

ATG
Met

TGT
Cys

ACG
Thr
665

ATG
Met

GGA
Gly

CGA
Arg
490

CAC
His

ATT
Ile

GAT
Asp

AGC
Ser

CTC
Leu
570

ATG
Met

GAT
Asp

CAC
His

TTG
Leu
650

GAC
Asp

GTC
Val

GAA
Glu
475

CCA
Pro

CCA
Pro

CTG
Leu

GGG
Gly

TCC
Ser
555

CTC
Leu

TCA
Ser

AGC
Ser

GGA
Gly

AGC
Ser
635

CAC

His

TTC
Phe

TAT
Tyr

GTT
Val

TAT
Tyr

GGG
Gly

CCA
Pro

CCA
Pro
540

ATT
Ile

ATC
Ile

GAC
Asp

TGG
Trp

=

TTA
Leu
620

ATC
Ile

GAG
Glu

CTC
Leu

GAA
Glu

LE ]

GGA
Gly

AAC
Asn

AGA
Arg

GGA
Gly
525

ACC
Thr

AAT
Asn

TGC
Cys

AAG
Lys

TAC
Tyr
605

CAG
Gln

AAT
Asn

GTG
Val

TCC
Ser

GAC
Asp
685

GAC
Asp

ATC
Ile

CTT
Leu
510

GAG
Glu

AAG
Lys

CTA
Leu

TAC
Tyr

AGA
Arg
590

CTC
Leu

ccc
Pro

GGC
Gly

GCA
Ala

GTC
Val
670

ACA
Thr

ACA
Thr

TAC
Tyr
495

CTA
Leu

ACT
Thr

TCC
Ser

GAG
Glu

Lys
575

AAC
Asn

GCA
Ala

CAG
Gln

TAT
Tyr

TAC
Tyr
655

TTC
Phe

CTC
Leu

1439

1487

1535

1583

1631

1679

1727

1775

1823

1871

1919

1967

2015

2063



ACC
Thr

CCA
Pro

GGG
Gly
720

GAT
Asp

GGA
Gly

Lys

CGC
Arg
800

CAG
Gln

AGG
Arg

GAA
Glu

AAC
Asn

GAC
Asp
880

TTC
Phe

CTG
Leu

GGT
Gly
705

ATG
Met

TAT
Tyr

AAG
Lys

GAG
Glu

GGA
Gly
785

AGC

Ser

CTC
Leu

GCT
Ala

TTT
Phe

Lys
865

AAC
Asn

TAC
Tyr

TTC
Phe
690

CTC
Leu

ACA
Thr

TAT
Tyr

AAT
Asn

GAA
Glu
770

GAA
Glu

TTT
Phe

TGG
Trp

CAG
Gln

GCT
Ala
850

CAC

His

ATC
Ile

TCG
Ser

cccC
Pro

TGG
Trp

GCC
Ala

GAC
Asp

GTC
Val
755

GAC
Asp

GAT
Asp

CAG
Gln

GAT
Asp

AAC
Asn
835

GAC

Asp

TTG
Leu

ATG

Met

AGC
Ser

TTC
Phe

GTC
Val

TTA
Leu

AAC
Asn
740

ATT
Ile

Lys

TTT
Phe

AAG
Lys

TAC
Tyr
820

GGA
Gly

GGC
Gly

GGG
Gly

GTA
Val

CTT
Leu
900

TCA
Ser

CTA
Leu

CTG
Leu
725

ACT
Thr

GAA
Glu

ATG
Met

GAC
Asp

AGA
Arg
805

GGG
Gly

GAG
Glu

TCC
Ser

CTC
Leu

ACT
Thr
885

ATT
Ile

GGA
Gly

GGG
Gly
710

AAG
Lys

TAT
Tyr

cccC
Pro

GAC
Asp

ATT
Ile
790

ACC
Thr

ATG
Met

GTG
Val

TTC
Phe

TTG
Leu
870

TTC
Phe

TCT
Ser

GAA
Glu
695

TGC
Cys

GTG
Val

GAA
Glu

AGA
Arg

TAT
Tyr
775

TAC
Tyr

CGA
Arg

AGC
Ser

CCT
Pro

ACG
Thr
855

GGA
Gly

Lys

TAT
Tyr

ACG
Thr

CAC
His

TAT
Tyr

GAT
Asp

GAC
Asp
760

GAT
Asp

GGT
Gly

CAC
His

GAA
Glu

CGG
Arg
840

CAG
Gln

CccC
Pro

AAC
Asn

CCG
Pro

177

GTC
Val

AAC
Asn

AGT
Ser

ATT
Ile
745

ATA
Ile

GAT
Asp

GAG
Glu

TAT
Tyr

TCC
Ser
825

TTC
Phe

CCG
Pro

TAC
Tyr

CAG
Gln

GAT
Asp
905

TTC
Phe

TCA
Ser

TGT
Cys
730

CCA
Pro

AGC
Ser

ATC
Ile

GAT
Asp

TTC
Phe
810

cccC

AAG
Lys

TCG
Ser

ATC
Ile

GCG
Ala
890

GAT
Asp

ATG
Met

GAC
Asp
715

GAC
Asp

GGC
Gly

CTT
Leu

TTC
Phe

GAA
Glu
795

ATT
Ile

CGG
Arg

AAG
Lys

TAC
Tyr

AGA
Arg
875

TCT

Ser

CAG
Gln

TCA
Ser
700

TTG
Leu

AGG
Arg

TTC
Phe

CCT
Pro

TCA
Ser
780

AAT
Asn

GCT
Ala

GCG
Ala

GTG
Val

CGC
Arg
860

GCG
Ala

CGT
Arg

GAG
Glu

ATG
Met

CGG
Arg

GAC
Asp

TTG
Leu

ACT
Thr
765

ACT
Thr

CAG
Gln

GCG
Ala

CTA
Leu

GTC
Val
845

GGG
Gly

GAA
Glu

CCC
Prec

CAA
Gln

20 o
eoe o

Glu

AAC
Asn

ATT
Ile

CTG
Leu
750

TTT
Phe

GAA
Glu

GAC
Asp

GTG
Val

AGA
Arg
830

TTC
Phe

GAA
Glu

GTT
Val

TAT
Tyr

GGG
Gly
910

AAC
Asn

AGA
Arg

GGT
Gly
735

AGT
Ser

CAG
Gln

ACG
Thr

CCT
Pro

GAG
Glu
815

CGG
Arg

CTC
Leu

GAA
Glu

TCC
Ser
895

GCA
Ala

2111

2159

2207

2255

2303

2351

2398

2447

2495

2543

2687

2735



GAA CCT CGA CAC
Glu Pro Arg His
915

TGG AAA GTG CAG
Trp Lys Val Gln
930

AAA GCC TGG GCC
Lys Ala Trp Ala
945

TCA GGC TTG ATC
Ser Gly Leu Ile
9860

GCT GCT CAC GGT
Ala Ala His Gly

ACT ATT TTT GAT
Thr Ile Phe Asp
995

AGG AAC TGC CGG
Arg Asn Cys Arg
1010

AAA GAA AAC TAT
Lys Glu Asn Tyr
1025

CTC CCT GGC TTA
Leu Pro Gly Leu
1040

CTC AGC ATG GGC
Leu Ser Met Gly

CAC GTG TTC AGT
His Val Phe Ser

1075

AAT CTC TAT CCG
Asn Leu Tyr Pro
1090

GTT GGA ATT TGG
Val Gly Ile Trp
1105

GGG ATG AGC ACG
Gly Met Ser Thr
1120

AAC
Asn

CAT
His

TAC
Tyr

GGC
Gly

AGA
Arg
980

GAG
Glu

GCC
Ala

CGC
Arg

GTA
Val

AGC
Ser

1060

GTA
Val

GGT
Gly

CGA
Arg

ACT
Thr

TTC GTC CAG CCA
Phe Val Gln Pro
920

CAC ATG GCA CCC
His Met Ala Pro
935

TTT TCT GAT GTT
Phe Ser Asp Val
9550

CCC CTT CTG ATC
Prc Leu Leu Ile
965

CAA GTG ACC GTG
Gln Val Thr Vval

ACA AAG AGC TGG
Thr Lys Ser Trp

178

AAT
Asn

ACA
Thr

GAC
Asp

TGC
Cys

CAA
Gln
985

TAC
Tyr

1000

CCC TGC CAC CTG
Pro Cys His Leu
1015

TTC CAT GCA ATC
Phe His Ala Ile
1030

ATG GCT CAG AAT
Met Ala Gln Asn
1045

AAT GAA AAT ATC
Asn Glu Asn Ile

CGG AAA AAG GAG
Arg Lys Lys Glu

CAG
Gln

AAT
Asn

CAA
Gln

CAT
His

1065

GAG
Glu

1080

GTC TTT GAG ACA
Val Phe Glu Thr
1085

ATA GAA TGC CTG
Ile Glu Cys Leu
1110

TTC CTG GTG TAC
Phe Leu Val Tyr
1125

GTG
Val

ATT
Ile

AGC
Ser

GAA ACC AGA ACT
Glu Thr Arg. Thr
925

GAA GAC GAG TTT
Glu Asp Glu Phe
940

CTG GAA AAA GAT
Leu Glu Lys Asp
955

CGC GCC AAC ACC
Arg Ala Asn Thr
970

GAA TTT GCT CTG
Glu Phe Ala Leu

TTC ACT GAA AAT
Phe Thr Glu Asn

oo o
*® @

TAC TTT
Tyr Phe

GAC TGC
Asp Cys

GTG CAC
Val His

CTG AAC
Leu Asn
975

TTT TTC
Phe Phe
990

GTG GAA
Val Glu

1005

ATG GAG GAC CcCC
Met Glu Asp Pro
1020

GGC TAT GTG ATG
Gly Tyr Val Met
1035

AGG ATC CGA TGG
Arg Ile Arg Trp
1050

TCG ATT CAT TTT
Ser Ile His Phe

TAT AAA ATG GCC
Tyr Lys Met Ala
1085

GAA ATG CTA CCG
Glu Met Leu Pro
1100

GGC GAG CAC CTG
Gly Glu His Leu
1115

AAG GAG TGT CAG
Lys Glu Cys Gln
1130

ACT CTG
Thr Leu

GAT ACA
Asp Thr

TAT CTG
Tyr Leu
1055

AGC GGA
Ser Gly
1070

GTG TAC
Val Tyr

TCC AAA
Ser Lys

CAA GCT
Gln Ala

GCT CCA
Ala Pro
1135

2783

2831

2879

2927

2975

3023

3071

3119

3167

3215

3263

3311

3359

3407



179

CTG GGA ATG GCT TCT GGA CGC ATT AGA GAT TTT CAG ATC ACA GCT TCA 3455
Leu Gly Met Ala Ser Gly Arg Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala Ser
1140 1145 1150
GGA CAG TAT GGA CAG TGG GCC CCA AAG CTG GCC AGA CTT CAT TAT TCC 3503
Gly Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr Ser
1155 1160 1165
GGA TCA ATC AAT GCC TGG AGC ACC AAG GAT CCC CAC TCC TGG ATC AAG 3551
Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Asp Pro His Ser Trp Ile Lys
1170 1175 1180
GTG GAT CTG TTG GCA CCA ATG ATC ATT CAC GGC ATC ATG ACC CAG GGT 3599
Val Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Met Thr Gln Gly
1185 1190 1195
GCC CGT CAG AAG TTT TCC AGC CTC TAC ATC TCC CAG TTT ATC ATC ATG 3647
Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met
1200 1205 1210 1215
TAC AGT CTT GAC GGG AGG AAC TGG CAG AGT TAC CGA GGG AAT TCC ACG 3695
Tyr Ser Leu Asp Gly Arg Asn Trp Gln Ser Tyr Arg Gly Asn Ser Thr
1220 1225 1230
GGC ACC TTA ATG GTC TTC TTT GGC AAT GTG GAC GCA TCT GGG ATT AAA 3743
Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ala Ser Gly Ile Lys
1235 1240 1245
CAC AAT ATT TTT AAC CCT CCG ATT GTG GCT CGG TAC ATC CGT TTG CAC 3791
His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Val Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His
1250 1255 1260
CCA ACA CAT TAC AGC ATC CGC AGC ACT CTT CGC ATG GAG TTG ATG GGC 383¢
Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu Leu Met Gly
1265 1270 1275
TGT GAT TTA AAC AGT TGC AGC ATG CCC CTG GGA ATG CAG AAT AAA GCG 3887
Cys Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Gln Asn Lys Ala
1280 1285 1290 1295
ATA TCA GAC TCA CAG ATC ACG GCC TCC TCC CAC CTA AGC AAT ATA TTT 3935
Ile Ser Asp Ser Gln Ile Thr Ala Ser Ser His Leu Ser Asn Ile Phe
1300 1305 1310
GCC ACC TGG TCT CCT TCA CAA GCC CGA CTT CAC CTC CAG GGG CGG ACG 3983
Ala Thr Trp Ser Pro Ser Gln Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Thr
1315 1320 1325
AAT GCC TGG CGA CCC CGG GTG AGC AGC GCA GAG GAG TGG CTG CAG GTG 4031
Asn Ala Trp Arg Pro Arg Val Ser Ser Ala Glu Glu Trp Leu Gln Val
1330 1335 1340
GAC CTG CAG AAG ACG GTG AAG GTC ACA GGC ATC ACC ACC CAG GGC GTG 4079
Asp Leu Gln Lys Thr Val Lys Val Thr Gly Ile Thr Thr Gln Gly Val
1345 1350 1355



AAG
Lys
1360

AGT
Ser

Lys

CTG
Leu

TGG
Trp

TCC CTG
Ser Leu

CAG GAC
Gln Asp

GTT TTT
Val Phe

GAC CcCC
Asp Pro

1410

GCG CAG
Ala Gln
1425

CTC AGC AGC
Leu Ser Ser

1365

GGC CGC CGC
Gly Arg Arg
1380

CAG GGC AAT
Gln Gly Asn
1395

CCG CTG TTC
Pro Leu Phe

CAC ATC GCC
His Ile Ala

CAG GAT CTC TAC TGA
Gln Asp Leu Tyr *

1440

(2)

Met

Gly

Trp

Arg

Leu

65

Val

Gln

ATG
Met

TGG
Trp

CAG
Gln

ACG
Thr

TAT
Tyr

ACC
Thr

GAC
Asp

CGC
Arg

180

GTG AAG
Val Lys

CTG TTT
Leu Phe
1385

TCC TCC
Ser Ser
1400

TAC CTG
Tyr Leu

1415

CTG AGG CTC GAG
Leu Arg Leu Glu

1430

GAG
Glu

TTC
Phe

1370

CTT
Leu

ACC
Thr

AGG
Arg

GTT
vVal

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM

(1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE

(A) DELKA: 1444 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: lineé&rni

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(x1)
Gln Leu
Phe Ser
Asp Tyr

35

Phe Pro
50

Tyr Lys

Ala Arg

Ala Glu

POPIS SEKVENCE:

SEKVENCE

Glu Leu Ser Thr Cys Val Phe

5

Ala Ile Arg
20

Arg Gln Ser

Ala Thr Ala

Lys Thr Val
70

Pro Arg Pro
85

Val Tyr Asp
100

Arg

Glu

Pro

55

Phe

Pro

Thr

Tyx

Leu

40

Gly

Val

Trp

Val

10

Tyr Leu
25

Leu Arg

Ala Leu

Glu Phe

Met Gly
90

Val Vval
105

CAG
Gln

ccc
Pro

ATC
Ile

CTA
Leu

1435

CcTC
Leu

GAC
Asp

GTG
Val

CAC
His

oo ¢e

GTG TCC
Val Ser

GGC CAC
Gly His

AGT
Ser
1375

ACG
Thr

1390

GTG AAC
Val Asn
1405

CCC ACG
Pro Thr

1420

GGA TGT GAG

Gly

Cys Glu

CIsSLEM 39:

S IDENTIFIKAGNIM CISLEM

Leu Cys Leu Leu Pro

Gly

Glu

Pro

Thr

75

Leu

Thr

Ala

Leu

Leu

60

Asp

Leu

Leu

Val
His

45
Gly
Gln

Gly

Lys

15

Glu Leu
30

Val Asp

Pro Ser

Leu Phe

Pro Thr
95

Asn Met
110

GCT
Ala

AGC
Ser

GCA
Ala

39:

Leu

Ser

Thr

vVal

Ser

80

Ile

Ala

4127

4175

4223

4271

4319

evsee
sses



Ser

Ser

Asp

145

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

225

Asp

Val

Ile

Ser

305

Met

His

Pro

Leu

Ser
385

Trp

His

Glu

130

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

210

Lys

Pro

Val

Tyr

Phe

290

Leu

Asp

Gly

Gln

Tyr

370

Pro

Val

Pro

115

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

195

Asn

Ser

Ala

Asn

Trp

275

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

355

Asp

Phe

His

Val

Ala

val

Asn

Ser

180

Leu

Leu

Trp

Pro

Arg

260

His

Glu

Ile

Gly

Met

340

Arg

Ser

Ile

Tyr

Ser

Glu

Leu

Gly

165

His

Leu

His

His

Ala

245

Ser

Val

Gly

Ser

Gln

325

Glu

Arg

Asp

Gln

Ile
405

Leu

Tyr

Pro

150

Pro

Val

Val

Glu

Ser

230

Arg

Leu

Ile

His

Pro

310

Phe

Ala

Lys

Met

Ile

330

Ser

His

Glu

135

Gly

Thr

Asp

Cys

Phe

215

Ala

Ala

Pro

Gly

Thr

295

Leu

Leu

His

Ala

Asp

375

Arg

Ala

Ala

120

Asp

Lys

Ala

Leu

Arg

200

Vval

Arg

Gln

Gly

Met

280

Phe

Thr

Leu

Val

Asp

360

Val

Ser

Glu

Val

His

Ser

Ser

Val

185

Glu

Leu

Asn

Pro

Leu

265

Gly

Leu

Phe

Phe

Arg

345

Glu

Val

Val

Glu

181

Gly

Thr

Gln

Asp

170

Lys

Gly

Leu

Asp

Ala

250

Ile

Thr

Val

Leu

Cys

330

Val

Glu

Arg

Ala

Glu
410

Val

Ser

Thr

155

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

235

Met

Gly

Ser

Arg

Thr

315

His

Glu

Glu

Leu

Lys

395

Asp

Ser

Gln

140

Tyr

Pro

Leu

Leu

Ala

220

Trp

His

Cys

Pro

His

300

Ala

Ile

Ser

Asp

Asp

380

Lys

Trp

Phe

125

Arg

Val

Cys

Asn

Thr
205

Val-

Thr

Thr

His

Glu

285

His

Gln

Ser

Cys

Tyr

365

Gly

His

Asp

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

1380

Arg

Phe

Arg

vVal

Lys

270

val

Arg

Thr

Ser

Ala

350

Asp

Asp

Pro

Tyr

Lys

Lys

Gln

Thr

175

Gly

Glu

Asp

Ala

Asn

255

His

Gln

Phe

His

335

Glu

Asp

Asp

Lys

Ala
415

*
(R XN
eves

Ser

Glu

Val

160

Tyr

Leu

Arg

Glu

Met

240

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

320

His

Glu

Asn

Val

Thr

400

Pro

. e



Ala
Ser
Ala
Ser
465
Leu
His
Gly
Lys
Pro
545
.Z\\Sp
Ser
Ile
Asn
Pro
625
Ehe
Tyr
Ser

Leu

Gly
705

val

Gly

Tyr

450

Gly

Ile

Gly

Trp

Tyr

530

Arg

Val

Ile
610

Glu

Asp

Ile

Phe
690

Leu

Pro

Pro

435

Thr

Ile

Ile

Ile

Lys

515

Lys

Cys

Asp

i1 Phe

595

Gln

Phe

Ser

Leu

Tyr

675

Pro

Trp

Ser
420
Gln

Asp

Leu

Thr
500
His

Trp

Leu

i
C]
(a1

Gln

580

Ser

Arg

Gln

Leu

Ser

660

Thr

Phe

Val

Pro
A#g
Val
Gly
Lys
485

Asp

Leu

Thr

Arg
Val
Phe
Ala
Gln
645
Val
Phe

Ser

Leu

Ser

Ile

Thr

Pro

470

Asn

Val

Lys

Val

Arg

550

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

630

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly
710

Asp

Gly

Phe

455

Leu

Lys

Ser

Asp

Thr
535

Tyr

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

Ala

His

Glu
695

Cys

Arg

Arg

440

Lys

Leu

Ala

Ala

Met

520

Val

Tyr

W
=
et

Gln
Glu
600

Asn

Ile

Gln
Lys
680

Thr

His

Ser

425

Lys

Thr

Tyr

Ser

Leu

505

Pro

Glu

Ser

; Pro

Met

585

Asn

Pro

Met

Cys

Thr

665

Met

Val

Asn
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Tyr

Tyr

Arg

Gly

Arg

490

His

Ile

Asp

Ser

Leu

570

Met

Asp

His

Leu

650

Asp

Val

Phe

Ser

Lys

Lys

Lys

Glu

475

Pro

Pro

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

635

His

Phe

Tyr

Met

Asp
715

Ser

Lys

Ala

460

val

Tyr

Gly

Pro

Pro

540

Ile

Leu
620

Ile

Glu

Leu

Ser
700

Leu

Leu

Ala

445

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly

525

Thr

Asn

Tyr

605

Gln

Asn

Val

Ser

Asp

685

Met

Arg

Tyr

430

Arg

Pro

Asp

Ile

Leu

510

Glu

Lys

Leu

Pro

Gly

Ala

Val

670

Glu

Asn

Leu

Phe

Tyr

Thr

Tyr

495

Leu

Thr

Ser

Lys

575

Asn

Gln

Tyr

Tyr

655

Phe

Leu

Asn

Arg

Asn

Val

Glu

Leu

480

Pro

Lys

Phe

Val

Asp

Val

640

Trp

Phe

Thr

Pro

Gly
720



Met

Tyr

Lys

Glu

Gly

785

Ser

Leu

Ala

Pro

Ala
945
Gly
Ala

Ile

Asn

Thr

Tyr

Asn

Glu

770

Glu

Phe

Trp

Gln

Ile

Ser

Arg

Val

930

Trp

Leu

His

Phe

Cys
1010

Ala
Asp
Val
755
Asp
ASp

Gln

Asn
835

Asp

Met

His
915

Gln

Ala

Ile

Asp
995

Arg

Leu

Asn

740

Ile

Lys

Phe

Tyr
820

Gly

Leu
900
Asn
His
Tyr
Gly
Arg
980

Glu

Ala

Leu

725

Thr

Glu

Met

Asp

Arg

805

Gly

Glu

Ser

Leu

Thr

885

Ile

Phe

His

Phe

Pro

965

Gln

Thr

Pro

Lys

Tyr

Pro

Asp

Ile

790

Thr

Met

Val

Phe

Leu

870

Phe

Sex

Val

Met

Ser

950

Leu

Val

Lys

Cys

Val Tyr Ser
Glu Asp Ile
745

Arg Asp Ile
760

Tyr Asp Asp
775

Tyr Gly Glu

Arg His Tyr

Ser Glu Ser

825

Pro Arg Phe
840

Thr Gln Pro
855

~

Gly Pro Tyr

Lys Asn Gln

Tyr Pro Asp

905

Gln Pro Asn
920

Ala Pro Thr
935

Asp Val Asp

Leu Ile Cys

Thr vVal Gln
985

Ser Trp Tyr
1000

His Leu Gln
1015
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Cys

730

Pro

Ser

Ile

Asp

Phe

810

Lys

Ser

(]
s
©

890

Glu

Leu

Arg
970

Met

Asp

Gly

Leu

Phe

Glu

795

Ile

Arg

Lys

Tyr

Arg

875

Ser

Asp

Glu

955

Ala

Phe

Thr

Glu

Arg

Phe

Pro

Ser

780

Asn

Ala

Ala

Val

Arg
860

Arg

Glu

940

Lys

Asn

Ala

Glu

Asp

Leu

Thr

765

Thr

Gln

Ala

Leu

Val

845

Gly

w
=
fo

Pro

Thr

925

Phe

Asp

Thr

Leu

Asn
1005

Ile

Leu

750

Phe

Glu

Asp

Val

Arg

830

Phe

Gly

910

Tyr

Asp

Val

Leu

Phe
930

Val

Asp Pro Thr

1020

Gly

735

Ser

Gln

Thr

Pro

Glu

815

Asn

Arg

Leu

Phe

Cys

His

Asn

975

Phe

Glu

Leu

Asp

Gly

Pro

Lys

Arg

800

Gln

Arg

Glu

Asn

Glu

Trp

Lys

Ser

960

Ala

Thr

Arg

Lys

.0
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Glu Asn
1025

Tyr Arg Phe His Ala
1030
Pro Gly Leu Val Met Ala Gln
1045
Ser Met Gly Ser Asn
1060

Glu Asn

Val Phe Ser Val Arg

1075

Lys Lys

Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu

1090

Gly Ile Trp Arg Ile
1105

Glu Cys
1110

Phe Leu
1125

Met Ser Thr Thr Val

Gly Met Ala Ser Gly Arg
1140

Ile

Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro

1155

Ile Asn Ala T
1170

Ser Thr

Ala Pro Met Ile

1190

Asp Leu Leu

1185
Arg Gln Ser Ser Leu
1205

Lys

Ser Leu Asp Gly

1220

Arg Asn Trp

Thr Leu
1235

Asn Ile Phe

1250 1255
Thr His Tyr
1265

Ser Ile Arg Ser
1270
Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met
1285

Gln Ile Thr Ala
1300

Ser Asp Ser

Thr Trp Ser Pro Ser Gln Ala
1315

184

XX X
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Ile Asn Gly Tyr Val Met Asp Thr Leu
1035

1040

Asn Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu
1050

Ile His Ser
1065

Glu Glu
1080

Tyr

Thr Val Glu

1095

Leu Ile Gly

Tyr Ser Lys

1130

Arg Asp Phe

1145

Lys Leu Ala
1160

ra

Lys Asp

Q

1175

Ile His Gly

Ser
1210

Tyr

Gln Ser

1225

1240

1055

Ile His Phe Ser Gly His

1070

Lys Met Ala Val Tyr Asn
1085

Met Leu Pro Ser Lys Val
1100

Glu
1115

Glu

Gln

His

Cys

Leu

Ser

Leu

Gln

Thr

His

1165

Trp

1180

Ile Met

1195

Gln

Tyr Arg

Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ala

Asn Pro Pro Ile Val Ala Arg Tyr

Ser

Thr

y Asn

Gly
1245

Gln Ala Gly
1120

Ala Pro Leu
1135

Ala Ser Gly
1150

Tyr Ser Gly

Tle Lys Val

Gln Gly Ala

1200

Ile Met Tyr
1215

Ser Thr Gly
1230

Ile Lys His

Ile Arg Leu His Pro

1260

Thr Leu Arg Met Glu

1275

Pro Leu Gly Met Gln

1290

Ser Ser
1305

His Leu Ser

Arg Leu His Leu Gln

1320

Leu Met Gly Cys

Asn

Asn

1280

Lys Ala Ile
1295

Ile Phe Ala
1310

Gly Arg Thr Asn

1325



Ala Trp Arg Pro Arg Val Ser Ser
1330 1335

Leu Gln Lys Thr Val Lys Val Thr

1345 1350 1355

Ser Leu Leu Ser Ser Met Tyr Val
1365

Lys Glu Phe
1370

Gln Asp Gly Arg Arg Trp Thr Leu
1380

Phe Leu
1385

Gln

val Phe Gln Gly Asn Gln Asp Ser Ser Thr
1395 1400

Pro

Asp Pro Pro Leu Phe Thr Arg Tyr Leu Arg
1410 1415

Ala Gln His Tle Ala Leu Arg Leu Glu Val
1425 1430 1435

Asp Leu Tyr *

(2)

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 19 aminokyselin
(B) TYP: aminckyselina

(C) TYP VLAKNA: jednoduché
)

(D) TOPOLOGIE: neni relevantni

Ala Glu Glu Trp Leu
1340
Gly Ile Thr Thr
Leu
Asp
Val
His
1420

Leu Gly Cys Glu Ala

teoe e
seee
oee e

Gln Val Asp

Gln Gly Val Lys

1360

Val Ser Ser Ser

1375

His Thr
1390

Gly Lys

Val Asn Ala
1405

Leu
Pro Thr Ser

Trp

Gln
1440

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 40:

(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: ano
(vi) PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANISMUS: Homo sapiens
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: Peptid
(B) POZICE: 1..19
(D) DALSI INFORMACE: /poznamka= "Signalni peptid lidského
faktoru VIII."
(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 40:
Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys Leu Leu Arg Phe
1 5 15

10

Cys Phe Ser
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PATENTOVE NAROKY

Izolovanid a purifikovana DNA, kteréd obsahuje nukleotidovou
sekvenci kédujici aminokyselinovou sekvenci praseCiho

faktoru VIII uvedenou jako sekvence id. ¢. 37.

DNA podle naroku 1, kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci

uvedenou zde jako sekvence id. &. 36.

Izolovand a purifikovand DNA, kterad obsahuje nukleotidovou
sekvenci kédujici doménu Al praseciho faktoru VIII

uvedenou Jjako aminokyseliny 20 aZ 391 v sekvenci 1id.
Yy Y

TN ] ~ a S 1 1 - A - vy A -1 4 —~11 ~lr< ~ 1
DNA podle néroku 3, kterd cbsahuje nuklectidovou sekvenci

uvedenou jako sekvence id. &. 36 od pozice 58 do 1173.

Izolovania a purifikovand DNA, kteréd obsahuje nukleotidovou
sekvenci kédujici doménu A3  prasecCiho faktoru VIII
uvedenou jako aminokyseliny 1491 aZ 1820 v sekvenci id.

c. 37.

DNA podle néaroku 5, kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci

uvedenou jako sekvence id. &. 36 od pozice 4471 do 5460.

Izclovand a purifikovand DNA, kteréd obsahuje nukleotidovou
sekvenci kédujici doménu Cl praseciho faktoru VIII
uvedenou jako aminokyseliny 1821 aZ 1973 v sekvenci id.

c. 37.
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15.
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DNA podle naroku 7, kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci

uvedenou jako sekvence id. ¢. 36 od pozice 5461 do 5919.

Izolovand a purifikovanad DNA, kterd obsahuje nukleotidovou
sekvenci kédujici doménu C2 praseciho faktoru VIII
uvedenou jako aminokyseliny 1974 aZ 2133 v sekvenci id.

¢. 37.

DNA podle naroku 9, kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci

uvedenou jako sekvence id. &. 36 od pozice 5920 do 6399.

.DNA podle néaroku 1, kde nukleotidové sekvence koéduje

aminokyselinovou sekvenci uvedenou Jjako sekvence id.

c. 39.

> .DNA podle naroku 11, kterad obsahuje nuklectidovou sekvenci

uvedenou jako sekvence id. C. 38.

.DNA kédujici hybridni lidsky/praseci faktor VIIT

obsahujici substituce kédujici sekvenci praseciho faktoru
VIII, kde nukleotidovd sekvence 1lidského faktoru VIII
kédujici aminokyseliny c&islo 2181 aZ 2243 Jje nahrazena
nukleotidovou sekvenci kédujici aminokyseliny &. 1982 az

2004 v sekvenci id. &. 37.

.DNA podle né&roku 13, kde kédujici DNA praseciho faktoru

VIII je sekvence nukleotidt 5944 aZ 6132 v sekvenci id.

¢c. 36.

DNA kdédujici praseli  faktor VIII  obsahujici  kodony

kédujici aminokyseliny 20 az 2133 v sekvenci id. ¢. 37.

-
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16.DNA podle néroku 15, kterd mé& nukleotidovou sekvenci

nukleotid® 58 azZz 6399 sekvence id. &. 36.

17.DNA kédujici praseCi faktor VIII bez domény B, ktera
obsahuje kodony kédujici  aminokyseliny 20 aZ 1443

v sekvenci id. ¢&. 309.

18.DNA podle néaroku 17, kterd ma& nukleotidovou sekvenci

nukleotidl 60 aZ 4331 sekvence id. ¢&. 38.

19.Izolovany a purifikovany protein, kterv Je produktem

exprese DNA podle néaroku 17.

20.Izolovany a purifikovany protein, ktery Je produktem

exprese DNA podle naroku 18.

21 .Modifikovany lidsky faktor VIII, ktery obsahuje substituce
aminokyselin v jedné nebo nékolika pozicich 2181 aZ 2243
pcdle sekvence id. &. 2, kde tyto substituce jsou vloZenim
aminokyseliny redukujici imunoreaktivitu na misto
pfirozené se vyskytujici aminokyseliny, pticemz

modifikovany faktor VIII m& prokoagulacni aktivitu.

22.Modifikovany faktor VIII podle naroku 21, kde substituce
jsou provedeny v jedné nebo vice pozicich 2181, 2182,
2195, 2196, 2197, 2199, 2207, 2216, 2222, 2224, 2225,
2226, 2227, 2228, 2234, 2238 a 2243 podle sekvence id.

c. 2.

23.Modifikovany faktor VIII podle naroku 21, kde substituce

jsou provedeny v jedné nebo vice pozicich 2181, 2195,
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26.

28.
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2196, 2207, 2226, 2227, 2228 a 2234 podle sekvence id.

c. 2.

Zpusob modifikace faktoru VIII, takZe Jjeho reaktivita
s inhibié&nimi protilatkami je nizs3i a pfitom
prokoagulacni aktivita je zachovana, vy z n a cujici
s e t im, Ze obsahuje krok, kdy se nahradi pfirozené se
vyskytujici aminokyselina alesponl v jedné pozici ¢&. 2181
aZ 2243 podle sekvence id. ¢. 2 aminokyselinou sniZujici

imunoreaktivitu.

.Zpusob podle naroku 24 vy zn a cujici se timnm,

7e substituce aminokyseliny v pozici &. 2181 aZ 2243 pcdle
sekvence id. &. 2 je provedena pcmocl exprese DNA kddujici
modifikovany faktor VIII, ptilemZ tato DNA md alespon

~ vy hmalhr amimAlasl
e VvV usSekKu alilnoxkyse.liin

(&1

jeden koden modifikovany tak,

(e

2181 aZ 2243 kbéduje substituovanou aminokyselinu.

Zplsob podle nédroku 24 vy znacujici se tim,
Ze aminokyselina sniZujici imunoreaktivitu 3Jje alanin,

methionin, leucin, serin nebo glycin.

.Zplsob podle naroku 26 vy znacujicili se t1im,

Ze aminokyselina sniZujici imunoreaktivitu je alanin.

ZplUsob podle nédroku 24 vy znadujicili se tim

Ze substituce aminokyselinou sniZujici imunoreaktivitu je

provedena alesponl v jedné pozici 2181, 2182, 2195, 2196,

2197, 2199, 2207, 2216, b2222, 2224, 2225, 2226, 2227,
2228, 2234, 2238 a 2243 podle sekvence id. &. 2.
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Zplsob ptipravy praseciho faktoru VIII
vyznadcdujici se t im Ze obsahuje krok,‘kdy
je exprimovéna DNA kédujici aminokyselinovou sekvenci id.
¢. 37 obsahujici alespon aminokyseliny 20 aZ 2133 ve
vhodné  savci hostitelské Dbulfice v kultivacnim médiu
a protein faktoru VIII se purifikuje z hostitelskych bunék

nebo z kultivadniho média.

.Zpusob podle nadroku 29 vy znadcujici se tim,

Ze DNA ma& nukleotidovou sekvenci v podstaté jako sekvence

id. &. 36 obsahujici pfinejmensSim nukleotidy 58 aZ 6329.

.Zpascb podle naroku 29 vy znacujici se tim,

Ze DNA kbéduje aminokyselinovou sekvenci uvedenou zde Jjako

sekvence id. &. 37.

ZpUsob podle nédroku 31 vy znacuijici se timn,
Ze DNA m& nukleotidovou sekvenci uvedenou zde Jjako

sekvence id. &. 36.

.Zpusob pfipravy prasec¢iho faktoru VIII Dbez domény B

vyznacuijici s e t 1 m, Ze obsahuje krok, kdy
je exprimovéna DNA kdédujici aminokyselinovou sekvenci id.
€. 36 obsahujici alesponl aminokyseliny 20 aZ 1443 ve
vhodné savci  hostitelské bunice v kultivacnim médiu
a protein faktoru VIII se purifikuje z hostitelskych bunék

nebec z kultivaéniho média.

Zplsob podle ndroku 33 vy znacujicili se tim,
Ze DNA ma& nukleotidovou sekvenci v podstaté jako sekvence

id. &. 38 obsahujici pfinejmenSim nukleotidy 60 az 4331.

-
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Zplsob podle nadroku 33 vy znadcujici se timn,
Ze DNA kéduje aminokyselinovou sekvenci uvedenou zde jako

sekvence id. ¢&. 39.

Zplsob podle ndroku 33 vy znac¢ujicili se timn,
7e DNA mé& nukleotidovou sekvenci uvedenou zde Jjako
sekvence 1id. ¢&. 38 od nukleotidu ¢&. 3 do nukleotidu

¢. 4331.
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DVTFKTRKAI PYESGILGPL
DETFKTRETI QHESGLLGPL

* kkkkk * dkde dekdkk
A2 inhibi¢ni epitop
VRPLYSRRLP KGVKHLKDFP
VSALHPGRLL KGWKHLKDMP
VSPLHARRLP RGIKHVKDLP

* * * % *%k k% kk %

YSSFVNMERD LASGLIGPLL
YSSSINLEKD LASGLIGPLL
YSSFINPERD LASGLIGPLL

dhkdk k k Kk dkkkkkkkkk

RSWYLTENIQ RFLPNPAGVQ
QSWYLAENIQ RFLPNPDGLQ
QSWYITENMQ RFLPNAAKTQ

Ckkk  kk ok dkkdkk

EVAYWYILSI
EVAYWYILSV
EVAYWHILSV

dkkkk Kk

GAQTDFLSVF
GAQTDFLSVF
GAQTDFLSIF

ddkkkkkkk %

ENPGLWILGC

ENPGLWVLGC HNSDLRNRGM

ENPGLWVLGC HNSDFRKRGM

khkkkkkkkkk Kkkkk * Kkkk
I1a/XalAPC

KNNAIEPR

GKNVIEPR

ENNVIDPR

* k k%

HNSDFRNRGM TALLKVSSCD

dkkdk k% %%k kdkkkk

LYGEVGDTLL IIFKNQASRP
LYGEVGDTLL ITFKNKASRP
LYGEVGDTLL TIFKNQASRP

kkkkkkdkkkk kkkkk kkikk

ILPGEIFKYK WTVTVEDGPT
ILPGETFKYK WTVTVEDGPT
THPGEIFKYK WTVTVEDGPT

% Kk kdkkk kkkkkkkkkik

vazba faktoru IXa
APC
ICYKESVDQR GNQIMSDKRN
ICYKESVDQR GNQMMSDKRN
ICYKESVDQR GNQMMSDKRN

dkkhkkkhkkkk kkdk kkkkkk

IMHSINGYVF
IMHSINGYVF
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LEDPEFQASN
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VYEDTLTLFP
VYEDTLTLFP
VYEDTLTLFP

% Je % Je % K %k gk

FSGYTFKHKM
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KSTSDYYEEI

* %%
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Clovék 741 SFSQNSRHPS
prase SFAQNSRPPS
Iny§ SFFQNTNHPN

*k ki *

791 LMLLRQS-PT
SMLLGQN-PA

LMLLGQSHPT

*%kk %

840 QLHHSGDMVF
ELHHSAERVL

ESHHSEKIVF

Je ¥ %

888
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TRQKQFNATT IPENDIEKTD PWFAHRTPMP KIQNVSSSDL
ASQKQFQTIT SPEDDVE-LD PQSGERTOAL EELSVPSGDG
TRKKKFKDST IPKNDMEKIE PQFEEIAEML KVQSVSVSDM

* % * % % %%

PHGLSLSDLQ EAKYETFSDD PSPGAIDSNN SLSEMTHFRP
PHGSSSSDLQ EARNEA--DD YLPGARERNT APSAAARLRP
PHGLFLSDGQ EAIYEAIHDD HSPNAIDSNE GPSKVTQLRP

d ¥k * % %%k % **k * % * *

TPESGLQLRL NEKLGTTAAT ELKKLDFKVS ST-SNNLIS-
TPEP---vmeee —eeen- EK ELKKLDSKMS SSSDLLKTSP
TPQPGLQLRS NKSLETTIEV KWKKLGLQVS SLPSNLMTT-

%k ¥

TIPSDNLAAGT DNTSSLGPPS MPVHYDSQLD TTLFGKKSSP LTESGGPLSL

TIPSDTLSAET ERTHSLGPPH PQVNFRSQLG AIVLGKNSSH FIGAGVPLGS
TILSDNLKATF EKTDSSGFPD MPVHSSSKLS TTAFGKKAYS LVGSHVPLNA
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939 SEENNDSKLL
TEED

SEENSDSNIL
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989 ALFKVSISLL
VLFKVNISLV

TLFKDNVSLM
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1039 FKKVTPLIHD

IQEVTALIHD
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1089 AQNPDMSFFK

EENTIMPFSK

1139 EGQNFLSEKN
KGQSSGQERI

KNQSFLSEKN
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1189 NQEKKIQEEI
SQGKKSREEM

NQEKNIQEEI
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1239 SYDGAYAPVL
FDGGSHAPVP

SLYEVHVPVL
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ESGLMNSQES
HES
DSTLMYSQES
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KTNKTSNNSA
KTNKARVYLK

KINKTYNHST
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RMLMDKNATA
ATFMDKNTTA
GTLLGKNSTY
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MLFLPESARW
MLFLSESSNW
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KVVVGKGEFT
RVAVEEEELS

SWGKNVSSTE

SLGENVSPVE

LPRDNILSIE
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TNRKTHIDGP
TNRKIHIDDA
TNEKLHTESP

*%k % %X

LRLNHMSNKT
SGLNHVSN
LRLNHMLNRT

*%k%x %k

IQRTHGKNSL
IKGPLGKNPL
FKKTNGNNSL

* % %

KDVGLKEMVF
KG---KEMML

SGRLFKGKRA HGPALLTKDN
SDGIFEKERA HGPASLTKDD
NDRLLREKRF HGIALLTKDN
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ALLTENRAS- -------=---
TSIENSTTDL QDAILKVNSE

TSSKNMEMVQ QKKEGPIPPD

TSTKNKDIFH RKDEDPIPQD

NSGQGPSPKQ LVSLGPEKSV
SSERGPSPEL LTSSGSGKSV
NSEQEHSPKQ LVYLMFKKYV
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KVTVEQDGFT KNIGLKDMAF
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QDFRSLNDST NRTKKHTAHF
QDSRSLNDSA ERAETHIAHF
QNITSINNST NTVQIHMEHF
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PSSRNLFLTN
PNSELTFLTN
PHNMSIFLTT
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GTKNFMKNLF
GTKNFLRNIF
GSKNFLKDIL
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SK--KGEEEN

SAIR--EEAP
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1287 IVEKYACTTR ISPNTSQQNF VTQRSKRALK QFRLPLEETE
------------- GPGPRSA VPRRVKQSLK QIRLPLEEIK
MVKNYP---- ----- SQKNI TTQRSKRALG QFRL------

1337 STQWSKNMKH LTPSTLTQID YNEKEKGAIT QSPLSDCLTR
STRUS-- - == ==mm-meomn mmmmmceeoc meccoaoee
STQWLKTINC STQCIIKQID HSKEMKKFIT KSSLSDS-SV

*k %

1387 PLPTAKVSSF PSIRPIYLTR VLFQDNSSHL PAASY----R

- e Em et e Ee. EEeCeET® B EEEEEmE———- e me -

DSHIVKTSAF P---PIDLKR SPFQNKFSHV QASSYIYDFK

1433 HFLQGAKKNN LSLAILTLEM TGDQREVGSL GTSATNSVTY
PILQGAKRNN LSLPFLTLEM AGGQGKISAL GKSAAGPLAS
NFLKETKINN PSLAILPWNM FIDQGKFTSP GKSNTNSVTY

*

* * kk kkx % *

1483 PDLPKTSGKV ELLPKVHIYQ KDLFPTETSN GSPGHLDLVE
AGLSEASGKA EFLPKVRVHR EDLLPQKTSN VSCAHGDLGQ

PTLPEESGKT ELLPQVSIQE EEILPTETSH GSPGHLNLMK
% %k * %%k % * *

1533 IKWNEANRPG KVPFLRVATE SSAKTPSKLL DPLAWDNHYG
VNLNKVNRPG - -----=--- --- RTPSKLL --------- G
TKWNKAKRHG ESIKGKTES- -SKNTRSKLL NHHAWDYHYA

* * k- * kkkk

1583 QEKSPEKTAF KKKDTI-LSLN ACESNHAIAA INEGQNKPEI
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LEKRITVDDT
PERGVVLNAT

SHSIPQANRS

IKSTTQTNSS

KKDSGVQESS
------- ESS
TKSSRIQESN

* %

KKVENTVLPK
GKLEKAVLSS
KKRENITIFLK
* %

GSLLQGTEGA
EIFLQKTRGP
EVFLQKIQGP

ddek

TQIPKEEWKS
PPMPKE-WES
AQIPKDMWKS

*x % %

EVTWAKQGRT

LEKSPKSTAL RTKDIISLPLD RHESNHSIAA KNEGQAETQR EAAWTKQGGP

KEKSPETISI KQEDTI LSLR PHGNSHSIGA -NEKQNWPQR

% % e Je %k k k% %

1633 ERLCSONPPY LKRHQR
GRLCAPKPPV LRRHQR
QRTCSQIPPV LKRHQR

. » R % kkkk

Aktivaéni peptid lehkého Fetézce

Elovek + + ITa/Xa
1649 EITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPR

prase DISLPTFQPEEDKMDYDDIFSTETKGEDFDIYGEDENQDPR

my$§ EL--SAFQSEQEATDYDDAITIET IEDFDIYSEDIKQGPR

%k k% kkkkkk kk k k%

ETTWVKQGQT
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IXa Xa

Clovek 1690 SFQKKTRHYF IAAVERLWDY GMSSSPHVLR NRAQSGSVPQ FKKVVFQEFT

prase
mys$

1740

1790

1840

1890

1940

1990

SFQKRTRHYF TAAVEQLWDY GMSESPRALR NRAQNGEVPR FKKVVFREFA
SVQQKTRHYF TAAVERLWDY GMSTS-HVLR NRYQSDNVPQ FKKVVFQEFT

dkdkkk Fkdkkk kkkk kkk * *k Kk * *% rranEe E%

DGSFTQPLYR GELNEHLGLL GPYIRAEVED NIMVTFRNQA SRPYSFYSSL
DGSFTQPSYR GELNKHLGLL GPYIRAEVED NIMVTFKNQA SRPYSFYSSL
DGSFSQPLYR GELNEHLGLL GPYIRAEVED NIMVTFKNQA SRPYSFYSSL

i»fn *% wd hkkkk kkkkk Kkkkkkhkhkkkhkhk Khhkkhkkk Kkkhkk dkkkkkkkkikk
vazba faktoru IXa

ISYEEDQROG AEPRKNFVKP NETKTYFWKV QHHMAPTKDE FDCKAWAYFS
ISYPDDQEQG AEPRHNFVQP NETRTYFWKV QHHMAPTEDE FDCKAWAYFS
ISYKEDQR-G EEPRRNFVKP NETKIYFWKV QHHMAPTEDE FDCKAWAYFS

kdkk  kk ok kkk kkdk k kkk  kkkkk kkkkkkkkkk kkkkkkkkkk

DVDLEKDVHS GLIGPLLVCH TNTLNPAHGR QVTVQEFALF FTIFDETKSW
DVDLEKDVHS GLIGPLLICR ANTLNAAHGR QVTVQEFALF FTIFDETKSW
DVDLERDMHS GLIGPLLICH ANTLNPAHGR QVSVQEFALL FTIFDETKSW

kkkkdk Kk kk kkkkkkk * dekkdk kkkk kk Kdkkdkkdk e % % % % %k %k Kk %k

YFTENMERNC RAPCNIQMED PTFKENYRFH AINGYIMDTL PGLVMAQDQR
YFTENVERNC RAPCHLQMED PTLKENYRFH AINGYVMDTL PGLVMAQNQR
YFTENVKRNC KTPCNFQMED PTLKENYRFH AINGYVMDTL PGLVMAQDQR

*kkkk | kkk kdkkdk kk hkkkkhkdk khkkkkhkhkhkhkk khkkkkkk k%

IRWYLLSMGS NENIHSIHFS GHVFTVRKKE EYKMALYNLY PGVFETVEML
IRWYLLSMGS NENIHSIHFS GHVFSVRKKE EYKMAVYNLY PGVFETVEML
IRWYLLSMGN NENIQSIHFS GHVFTVRKKE EYKMAVYNLY PGVFETLEMI

e e g de ok ok vk dkkd ddkdkokd kkkdk khkkkk kkkkk kkkdk kkkkkk k%
vazba proteinu C

PSKAGIWRVE CLIGEHLHAG HAG_MSTLFLVYSN
PSKVGIWRIE CLIGEHLQAG MSTTFLVYSK
PSRAGIWRVE CLIGEHLQAG MSTLFLVYSK

*k  dkkkk ok kkkdkkkk kk kkk kkkkkk
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Doména Cl1
Clovék 2020 KCQTPLGMAS GHIRDFQITA SGQYGQWAPK LARLHYSGSI NAWSTKEPFS Ob 1G
prase ECQAPLGMAS GRIRDFQITA SGQYGQWAPK LARLHYSGSI NAWSTKDPHS r
mys§ QCQIPLGMAS GSIRDFQITA SGHYGQWAPN LARLHYSGSI NAWSTKEPFS

dkk kkkkkk k khkkkkkkk kk khkkkkk kkkkkkkkkk kkkkkk * %k

2070 WIKVDLLAPM ITHGIKTQGA RQKFSSLYIS QFIIMYSLDG KKWQTYRGNS
WIKVOLLAPM ITHGIMTQGA RQKFSSLYIS QFIIMYSLDG RNWQSYRGNS
WIKVOLLAPM IVHGIKTQGA RQKFSSLYIS QFIIMYSLDG KKWLSYQGNS

dkkkkkkkhkkk )k kkk kkkk kkkkkkkhkkdk kkkkkkhkkikd * %k kkk

2120 TGTLMVFFGN VDSSGIKHNI FNPPIIARYI RLHPTHYSIR STLRMELMGCDLN
TGTLMVFFGN VDASGIKHNI FNPPIVARYI RLHPTHYSIR STLRMELMGCDLN
TGTLMVFFGN VDSSGIKHNS FNPPIIARYI RLHPTHSSIR STLRMELMGCOLN

dhkkkkkhkkkk kk kkkkkk kkkkk kkkk kkkhkkk kkk kkkkkhkkikhkkkkk

Doména C2 ' inhibitorovy epitop
Clovek 2173 SCSMPLGMES KAISDAQITA SSYFTNMFAT WSPSKARLHL QGRSNAWRPQ Obl" 1H
prase SCSMPLGMQN KAISDSQITA SSHLSNIFAT WSPSQARLHL QGRTNAWRPR .
mys SCSIPLGMES KVISDTQITA SSYFTNMFAT WSPSQARLHL QGRTNAWRPQ
*kk kkkk * kkk kkkk kk k kkk kkkk kkkkk kkk dkkkk
c2

2223 VNNPKEWLQV DFQKTMKVTG VTTQGVKSLL TSMYVKEFLI SSSQDGHQWT
VSSAEEWLQV DLQKTVKVTG ITTQGVKSLL SSMYVKEFLV SSSQDGRRWT
VNDPKQNLQV DLQKTMKVTG IITQGVKSLF TSMFVKEFLI SSSQDGHHWT

kkdkk * kkk kkkk % %k ok vk vk %k de ke kdk  ededeadkodk ek dek ok %%
vazba fosfolipidu
2273 LFFQNGKVKVY FQGNQDSFTP VVNSLDPPLL TRYLRIHPQS WVYHOTALRME

LFLQDGHTKYV FQGNQDSSTP VVNALDPPLF TRYLRIHPTS WAQHIALRLE
QILYNGKVKY FQGNQDSSTP MMNSLDPPLL TRYLRIHPQI WEHQIALRLE
* *%k

dkkkkhdkhkkdk kkkdkdk  hkkkkkkk kkkk *

2323 YLGCEAQOLY
VLGCEAQDLY
ILGCEAQQQY
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