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Analog nativniho keratinocytového ristového faktoru kovalentné pripojeny k polyethylen-
glykolu nebo pFibuznému vodorozpustnému organickému polymeru, jeho pouZiti a in vitro
zplisob stimulace produkce nefibroblastovych epithelovych bunék

Oblast techniky

Vynélez se tyka analogu nativniho keratinocytového ristového faktoru, KGF, kovalentné pfipoje-
ného k polyethylenglykolu nebo piibuznému vodorozpustnému organickému polymeru, jeho
pouZiti a in vitro zpisobu stimulace produkce nefibroblastovych epithelovych bunék.

Komplexni proces vytvafeni a regenerace pletiv je zprostfedkovan fadou proteinovych faktori,
které jsou nékdy oznadované jako faktory riistu mekkych pletiv. Tyto molekuly jsou obecné uvol-
fiovany jednim typem bunék a ovliviluji proliferaci jinych typi bunék. (Rubin et a. (1989), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 86:802-806). Nékteré ristové faktory mékkych pletiv jsou vyluCovany
specifickymi typy bunék a ovliviiuji proliferaci, diferenciaci a/nebo zrani cilovych bunék pfi
vyvoji vicebun&&nych organizmi. (Finch et al. (1989), Science, 245: 752-755). Navic kromé
jejich tlohy ve vyvijejicich se organismech jsou nékteré dilezité pro udrZeni zdravého stavu
vyzralejsich systémii. Naptiklad u savci je mnoho systémi, kde dochazi k rychlé obméné bunék.
Takovéto systémy zahrnuji kiZi a gastrointestinalni trakt, které jsou oba tvofeny epitelidlnimi
buiikami.

Do této skupiny ristovych faktord mékkych pletiv patfi také rodina fibroblastovych ristovych
faktord (FGF).

V soudasné dobé& je znamo osm ¢&lenti rodiny FGF (fibroblast growth factors), které vykazuji pfi-
buznost v primarni struktufe: zékladni fibroblastovy ristovy faktor (basic fibroblast growth
factor), bFGF (Abraham et al., (1986), EMBO J., 5:2523-2528); kysely fibroblastovy ristovy
faktor (acidic fibroblast growth factor), aFGF (Jaye et al. (1986), Science, 233-541-545); pro-
dukt int-2 genu, int-2 (Dickson & Peters (1987), Nature, 326:833); hst/kFGF (Delli-Bovi et al.
(1987), Cell, 50:729-737 a Yoshida et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:7305-7309);
FGF-5 (Zhan et al. (1988), Mol. Cell. Biol., 8:3487-3495), FGF—6 (Marics et al. (1989),
Oncogene, 4:335-340); keratinocytovy rustovy faktor (keratinocyte growth factor) (Finch et al.
(1989) Science, 24:752-755) a hisactophilin (Habazzettl et al. (1992), Nature, 359:855-858).

V roding FGF proteind je keratinocytovy ristovy faktor (,KGF*) specifickym efektorem prolife-
race nefibroblastovych epitelidlnich (zejména keratinocytovych) bun€k odvozenych z mesenchy-
malnich pletiv. Pojem ,,nativni KGF* se vztahuje k pfirodnimu lidskému (hKGF) nebo rekombi-
nantnimu (rKGF) polypeptidu (se signalni sekvenci nebo bez ni), jak je znazornéno sekvenci
aminokyselin uvedenych v SEQ ID NO:2 nebo v jeji alelické varianté. [Pokud neni uvedeno
jinak, &islovani aminokyselin pro molekuly popsané v tomto dokumentu bude odpovidat prezen-
tované kone¢né formé pkirozené molekuly (tj. bez signalni sekvence), jak je znazornéno
aminokyselinami 32—-194 SEQ ID NO:2.]

Pfirozeny KFG mize byt izolovan z ptirozenych lidskych zdroji (hKGF) nebo produkovan
technikami rekombinantni DNA (rKGF) (Finch et al. (1989), viz pfedchozi text; Rubin et al.
(1989), viz predchozi text; Ron et al. (1993), The Journal of Biological Chemistry, 268 (4):
2984-2988 a Yan et al. (1991), In Vitro Cell. Dev. Biol., 27A: 437-438.

Je znamé, ze prirozeny KGF je ve vodném stavu pomérné nestabilni a ze podléha chemické a
fyzikalni degradaci, majici za nasledek ztratu biologické aktivity béhem zpracovani a skladovani
(Chen et al. (1994), Pharmaceutical Research, 11: 1582—1589). Ptirozeny KGF je také pti zvySe-
nych teplotach nachylny k agregaci a v kyselém prostiedi se inaktivuje (Rubin et al. (1989), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 86: 802-806). Agregace nativniho KGF ve vodnych roztocich ma za
nasledek inaktivaci proteinu. To je nevyhodné, protoze takovato ztrata aktivity ¢ini skladovani
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vodnych piipravkd proteind nativniho KGF po delsi ¢asové obdobi nebo manipulaci s proteiny
v priibshu dalsiho obdobi nepraktickym. Navic tento fakt zpiisobuje problémy pfi pfipravé farma-
ceutickych piipravk, protoze agregované proteiny pusobi jako imunogeny (Cleland et al. (1993),
Crit. Rev. Therapeutic Drug Carrier Systems, 10: 307-377; Robbins et al. (1987), Diabetes, 36:
838-845 a Pinckard et al. (1967), Clin. Exp. Immunol., 2: 331-340).

Ptirozeny KGF obsahuje pét cysteinovych zbytkd — konkrétné se jedna o aminokyseliny 1, 15,
40, 102 a 106 (Finch et al. (1989), Science, 24: 752-755). A¢koliv byl popsan obsah cysteinu
v ptirozeném KGF, nebyla dosud popséna role, kterou maji cysteinové zbytky na aktivitu (tzn.
jejich nezbytnost pro biologickou aktivitu) a terciarni strukturu (tzn. nachylnost k tvorbé neza-
doucich disulfidovych vazeb mezi molekulami nebo uvniti molekul). Neni proto Zadny vzor, ze
kterého by 3lo odvodit, ktery cysteinovy zbytek (jestli viibec n&jaky) je nezbytny, nebo jestli se
Gicastni pii tvorbé nezadoucich disulfidovych vazeb, které zpiisobuji nachylnost proteinu
k nezadouci agregaci a/nebo nestabilité.

Pro vylepSeni nebo zménu jedné nebo vice charakteristik pfirozeného KGF se miZe pouzit
proteinové inzenyrstvi. Pro modifikaci sekvence pfirozeného KGF byla pouZita technologie
rekombinantni DNA.

Ron et al. (1993), (J. Biol. Chem., 268(4): 2984-2988) popsali modifikované KGF polypeptidy
bez 3, 8, 27, 38 nebo 49 aminokyseliny od N-konce. Peptidy postradajici 3, 8 nebo 27 residuum
na N—konci byly plné aktivni, zatimco forma postradajici 27 residuum byla 10-20x méné& mito-
genni a formy bez aminokyselin 38 nebo 49 nemély mitogenni aktivitu. Stabilita modifikovanych
polypeptidi: nebyla diskutovana nebo jinak popsana.

Publikovana PCT ptihlaska WO 90/08771, viz predchozi text popisuje také tvorbu chimérického
proteinu, kde zhruba prvnich 40 aminokyselin z N—konce kone¢né formy ptirozeného KGF bylo
zkombinovano s ¢asti C—konce aFGF (asi 140 aminokyselin). Bylo popsano piisobeni chiméry na
keratinocyty jako u KGF, ale chiméra nebyla citliva na heparin, coz je charakteristickd vlastnost
aFGF, ale ne KGF. Stabilita chiméry nebyla diskutovana nebo jinak popsana.

Literatura tedy nepopisuje modifikovanou KGF molekulu s vyznamné zlepSenou stabilitou v po-
rovnani s pfirozenou molekulou KGF. Navic literatura nepopisuje dostate¢né udaje nebo dikazy,
které by opraviiovaly oCekavani, Ze tvorba molekul KGF s témito zadoucimi vlastnostmi bude
Uspésna.

Obecné uéinky zmény aminokyselin na biologickou aktivitu proteinu budou zaviset na fad¢
faktort, véetné téirozmérné struktury proteinu a tom, jestli se modifikace dotknou vazebné oblasti
pro receptor primarni sekvence proteinu. ProtoZe ani tfirozmérna struktura ani oblast pro vazani
receptoru v primarni struktufe prfirozeného KGF nebyly publikovany, znalosti v této oblasti
neumoZziiuji zevSeobecnéni u€inku zmén aminokyselin pfirozeného KGF a dokonce ani vliv
modifikace proteinu u lépe charakterizovanych proteinu.

Je znamo, Ze polypeptidy mohou byt dale modifikovany, aby obsahovaly pfidavné chemickeé
struktury, které nejsou obvyklou soucasti proteinii. Modifikaci tohoto typu se sleduje zlepSeni
takovych vlastnosti, jako je rozpustnost, absorpce, biologicky polo¢as rozpadu a podobné vlast-
nosti proteinu. Struktury mohou pfipadné eliminovat nebo zeslabit jakékoliv nezadouci vedlejsi
ucinky proteinu. Struktury schopné zprostiedkovat takovéto Gcinky jsou uvedené naptiklad
v REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 18" ed., Mack Publishing Co., Easton,
PA (1990). Do molekuly mohou byt vélenény kovalentni modifikace reakci cilového aminokyse-
linového zbytku peptidu s organickym pozméfiovacim ¢inidlem, které je schopné reakce s vybra-
nym postrannim fetézcem nebo terminalnim zbytkem (T. E. Creghton (1983), PROTEINS:
STRUCTURE AND MOLECULE PROPERTIES, W. H. Freeman & Co., San Francisco, pp.
79-86). Polyethylenglykol (,,PEG*) je jednou takovou chemickou strukturou, které bylo pouzito
pii pripravé terapeutickych proteinovych produkti. U nékterych produkti bylo ukazano, Ze pfi-
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pojeni polyethylenglykolu je chrani pfed proteolyzou (Sada et al. (1991), J. Fermentation
Bioengineering, 71:137-139); metody pro ptipojeni urlitych polyethylenglykolovych struktur
jsou k dispozici. Viz US Patent 4 179 337, Davis et al., ,,Non—Imunogenic Polypeptides,” vydany
18. prosince 1979 a US Patent 4 002 531, Royer, ,,Modifying enzymes with Polyethylene Glycol
and Product Produced Theraby,” vydany 11. ledna 1977. Pfehled obsahuje prace Abuchowski et
al., v Enzymes as Drugs. (Holcerberg and Roberts, (eds.) pp. 367-383 (1981)). Pro pfipojeni
molekuly PEG k proteinu byla pouzita fada metod. Obecné jsou molekuly polyethylenglykolu
pfipojené k proteinu pfes reaktivni skupinu nachazejici se na proteinu. Vhodné aminoskupiny pro
takovéto pripojeni jsou napiiklad na lysinovych zbytcich nebo na N—konci. Napftiklad Royer (US
Pat. 4 002 531, viz vySe) pouzil pro pfipojeni polyethylenglykolovych molekul k enzymu reduku-
jici alkylaci. Podle EP 0 539 167, publikovaného 28. dubna 1993, Wright, ,,Peg Imidates and
Protein Derivatives Thereof* peptidy a organické slou¢eniny s volnou aminoskupinou (¢i amino-
skupinami) jsou modifikovany odvozeninou PEGu nebo ptibuzného ve vodé rozpustného orga-
nického polymeru. K modifikaci fady lysinovych zbytka v proteinech pro ptipojeni PEG moleku-
ly pies reaktivni aminoskupinu se vztahuje US Patent 4 904 584 Shaw, vydany 27. inora 1990.

Cilem tohoto vynalezu je poskytnout polypeptidové molekuly kodujici takova analoga, ktera

vykazuji zvySenou stabilitu (naptiklad pfi vystaveni pusobeni typickému pH, teplotnim a/nebo
skladovacim podminkam) pfi srovnani s pfirozenym KGF.

Podstata vynélezu

Pfedmétem vynalezu je analog nativniho keratinocytového ristového faktoru KGF, odpovidajici
aminokyselindm 32 az 194 SEQ ID NO:2, poptipadé spolu se signalni sekvenci, kterym je
deltaN23, odpovidajici SEQ ID NO:58, v kteréZto sekvenci je pocatecni methioninovy zbytek
povazovan za zbytek v poloze 0 a jedna se o zbytek fakultativni, pfi¢emz tento analog je kovalen-
tné pripojen k polyethylenglykolu nebo pfibuznému vodorozpustnému organickému polymeru.

Kovalentni pfipojeni vy$e uvedeného analogu nativniho keratinocytového ristového faktoru
KGF k polyethylenglykolu nebo pfibuznému vodorozpustnému organickému polymeru je pova-
Zovano za obligatorni znak aspektu vynalezu charakterizovaného v pfedchozim odstavci. Analo-
gy, které polymerem modifikovany nejsou, nespadaji do rozsahu ochrany vymezeného pfipoje-
nym latkovym narokem.

Pfedmétem vynalezu je dale také pouziti analogu kovalentné pripojeného k polyethylenglykolu
nebo ptibuznému vodorozpustnému organickému polymeru, popsaného vyse pro vyrobu léCiva
pro stimulaci produkce nefibroblastovych epithelovych bunék u pacienta, ktery to potfebuje,
pti¢emz nefibroblastové bunky epithelu jsou zvoleny z adnexélnich struktur, jaternich bunék,
mukosalniho epithelu respiraéniho traktu nebo tympanovych epithelovych bunék.

Dile je pfedmétem vynalezu také pouziti analogu kovalentné pfipojené k polyethylenglykolu
nebo pribuznému vodorozpustnému organickému polymeru popsaného vyse pro vyrobu 1é¢iva
pro stimulaci produkce nefibroblastovych epithelovych bunék u pacienta za ucelem prevence
nebo 1éCeni stavu zvoleného ze souboru sestavajiciho z popalenin a jinych poranéni v €asti nebo
celé tloustce tkané, epidermolysis bullosa, alopecie indukované chemotherapii, plesatosti
muzského typu, progresivni ztraty vlasd u muzi a Zen, Zaludeénich a dvanactnikovych viedu,
zanétlivych chorob stfev, jako je Crohnova choroba a viedova kolitida, toxicity spojené
s radiacnim a chemoterapeutickym oSetfenim, choroby hyalinni membrany, akutniho a chronic-
kého poskozeni plic, cirrhosy jater; prudkého selhani jater, akutni virové hepatitidy, toxickych
napadeni jater, abraze rohovky, progresivni choroby dasni a poskozeni usniho bubinku.

Konecné je predmétem vynalezu také in vitro zplsob stimulace produkce nefibroblastovych
epithelovych bunék, jehoz podstata spodiva vtom, Ze zahrnuje podani uéinného mnozstvi
analogu kovalentné¢ pfipojeného k polyethylenglykolu nebo piibuznému vodorozpustnému
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organickému polymeru, popsaného vy3e, nebo farmaceutického prostiedku na jeho bazi, pticemz
nefibroblastové bufiky epithelu jsou zvoleny z adnexélnich struktur, jaternich bunék,
mukosalniho epithelu respiraéniho traktu nebo tympanovych epithelovych bunék.

Odpovidajici pozice aminokyseliny mezi dvéma sekvencemi aminokyselin miize byt uréena
prifazenim dvou sekvenci tak, aby se maximalizovala shoda residui, véetné posunu amino a/nebo
karboxy konce, zavedeni potiebnych mezer a/nebo odstranéni residui pfitomnych ve formé
insertt u moznych kandidatd. Vyhledavani v databazich, analyza sekvence a manipulace se miize
provést s pouzitim nékterého dobie znamého algoritmu — programu b&Zné pouzivaného pro
prohledavani na homologie/totoznost v sekvenci. (napfiklad Pearson a Lipman (1988), Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85:2444-2448; Altschul et al. (1990), J. Mol. Biol., 215-403—410;
Lipman and Pearson (1985), Science, 222:1435 nebo Deveraux et al. (1984), Nuc. Acids. Res.,
12:387-395).

Stringentni podminky (tykajici se hybridizace) se dosdhnou kombinaci koncentrace soli, teploty,
organickych rozpoustédel a ostatnich parametr b&zné kontrolovanych v hybridiza¢nich reakcich.
Vzorové hybridizaéni podminky pfedstavuje hybridizace v 4x SSC pfi 62 aZ 67 °C, nasledovana
promyvanim v 0,1x SSC p¥i 62 aZ 67 °C po dobu zhruba jedné hodiny. Jiné vzorové hybridizacni
podminky piedstavuje hybridizace v 45 az 55% formamidu, 4x SSC pfti 40 az 45 °C. [viz T.
Maniatis et al., Molecular Cloning (A laboratory manual); Cold Spring Harbor Laboratory

(1982), stranky 387 — 389].

Proteiny zahrnuji variace alel, nebo deleci (delece), substituci (substituce) nebo inzerci (inzerce)
aminokyselin, véetné fragmenti, chimérickych nebo hybridnich molekul pfirozeného KGF. Jeden
pfiklad KGF zahrnuje proteiny se zménénym nabojem, kde je jeden nebo vice aminokyselino-
vych zbytkd na pozicich 141-154 nativniho KGF (nejlépe residua Arg", GIn®, Lys™, Lys”,
Lys'?, Asn'”’, GIn'*®, Lys'™, Arg'*, Lys'?, GIn'*2, Lys'®® nebo Thr'**) odstranén nebo vyménén
neutralnim nebo negativné nabitym zbytkem s cilem ovlivnit protein redukovanim pozitivniho
naboje (jak je uvedeno v b&zné pristupném U.S.S.N. 08/323, 337, zatazenym 13. fijna 1994).
Piikladem je naptiklad R(144)Q, coz je KGF majici nahrazeny glutamin za arginin na amino-
kyselinové pozici 144 ptirozeného KGF. Jiny piiklad KGF predstavuje proteiny vytvorené
substituovanim alespoii jedné aminokyseliny s velkym potencialem tvofit smycku, nebo alespoi
jedné aminokyseliny uvniti oblasti tvokici smycku (Asn'"” — His"® — Tyr'"” — Asn'"® — Thr'")
u nativniho KGF (jak je uvedeno v bézné ptistupném U.S.S.N. 08/323, 473, zafazenym 13. fijna
1994). Konkrétné je to napf. H(116)G, KGF s glycinem nahrazenym histidinem na aminokyseli-
nové pozici 116 ptirozeného KGF. Dalsi pfiklad zahrnuje proteiny majici jednu nebo vice amino-
kyselin uvnitf oblasti 123—133 (aminokyseliny 154—164 SEQ ID NO:2) nativniho KGF nahra-
zenou, odstranénou nebo piidanou; tyto proteiny mizou mit agonistickou nebo antagonistickou
aktivitu.

Prekvapujici bylo zjisténi, ze kdyz ma molekula KGF (tj. rodi¢ovskd molekula) cysteinovy
zbytek odpovidajici (jak bylo uréeno s pouzitim technik popsanych vyse) Cys' a Cys”
ptirozeného KGF (cysteinové zbytky 32 a 46 SEQ ID NO:2) modifikovan nahrazenim odpovi-
dajiciho cysteinu, ma vysledny analog KGF ve srovnéni s rodi¢ovskou molekulou zlepSenou
stabilitu. Vynalez je navic prednostné zaméfen na ta analoga, kterd kromé zlepSené stability
vykazuji plnou biologickou aktivitu (tj. minimalné zna¢né podobnou vazbu na receptor nebo
afinitu k nému) pfi porovnani s pfirozenym KGF.

DalSim aspektem vynélezu je popis purifikovanych a izolovanych molekul nukleovych kyselin,
kédujicich rizna biologicky aktivni peptidova analoga KGF. V jednom pfipadé takovéto nukleo-
vé kyseliny zahmuji DNA molekuly klonované do biologicky funkénich plasmidd nebo virovych
vektori. V jiném piipad€ mohou byt konstrukty nukleovych kyselin pouzity pro stabilni
transformaci prokaryontnich nebo eukaryontnich hostitelskych bunék. V dal$im ptipadé vynalez
popisuje proces, kde bud’ prokaryoticka (nejlépe E. coli) nebo eukaryoticka hostitelska buiika,
stabiln¢ transformovana molekulou nukleové kyseliny, vyrusta za vhodnych nutriénich podminek
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zplisobem umoziiujicim expresi analoga KGF. Po expresi miZe nasledovat izolace a purifikace
rekombinantniho polypeptidu.

Dalsi aspekt vynalezu se zabyva farmaceutickymi formami, které zahrnuji terapeuticky ucinna
mnozstvi analoga KGF a pfijatelného farmaceutického nosice. Takovéto formy budou uZiteCné
piii éSeni pacientd postiZzenych epitelialnim onemocnénim nebo poskozenim.

V tomto duchu se dalgi aspekt vztahuje k metoddm stimulace ristu epitelialnich bunék podava-
nim terapeuticky aginnych davek analoga KGF pacientiim. V jednom praktickém pfipadé jsou to
nefibroblastové epitelidlni buiiky, které jsou stimulovany. Takovéto epitelidlni bufiky zahrnuji
razné sousedni buiiky, pankreatické bufiky, jaterni butiky a mukézovy epitel v respiratnim a
gastrointestinalnim traktu.

Piehled obrazkid na vykresech

Obrazek 1 ukazuje nukleotidové (SEQ ID NO:1) a aminokyselinové (SEQ ID NO:2) sekvence
nativniho KGF (nukleotidy kédujici kone&nou formu nativniho KGF jsou popséany bazemi 201 az
684 SEQ ID NO:1 a kone¢na forma KGF je uréena aminokyselinovymi zbytky 32 az 194
SEQ ID NO:2).

Obréazky 2A, 2B a 2C ukazuji mapy plasmidi pCFM1156, pCFM1656 a pCFM3102.

Obrazek 3 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:3) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:4) sekvenci
konstruktu obsazeného v konstruktu RSH-KGF.

Obrézek 4 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:5) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:6) sekvenci
konstruktu obsazeného v plasmidu KGF.

Obrazek 5 ukazuje chemicky syntetizované OLIGA (OLIGO ¢. 6 az OLIGO¢. 11; SEQ ID
NO:12-17) pouzité k nahradé DNA sekvence mezi misty Kpnl a EcoRI v konstruktu plasmidu
KGF (pozice aminokyselin 46 az 85 v SEQ ID NO:6), aby se vytvofil konstrukt v plasmidu KGF
(dsd).

Obrazek 6 ukazuje chemicky syntetizované OLIGA (OLIGO &. 12 az 24; SEQ ID NO:18-30)
pouzité pro tvorbu KGF (optimalizovany kodon).

Obréazek 7 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:31) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:32)
sekvenci C(1,15)S, analogu KGF se substituci serinu misto cysteinu v pozici aminokyselin 1 aZ
15 nativniho KGF.

Obrazek 8 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:33) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:34)
sekvenci AN3/C(15)S, analogu KGF s deleci prvnich tfech aminokyselin na N—konci a nahradou
serinu za cystein na aminokyselinové pozici 15 pfirozeného KGF.

Obrazek 9 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:35) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:36)
sekvenci AN3/C(15)—, analogu KGF s deleci prvnich tfech aminokyselin na N-konci a deleci
cysteinu na aminokyselinové pozici 15 pfirozeného KGF.

Obrazek 10 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:37) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:38)
sekvenci AN8/C(15)S, analogu KGF s deleci prvnich osmi aminokyselin na N—konci a nahradou
serinu za cystein na aminokyselinové pozici 15 pfirozeného KGF.
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Obrazek 11 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:39) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:40)
sekvenci AN8/C(15)—, analogu KGF s deleci prvnich osmi aminokyselin na N-konci a deleci
cysteinu na aminokyselinové pozici 15 pfirozeného KGF.

Obréazek 12 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:41) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:42) sek-
venci AN15, analogu KGF s deleci prvnich patnacti aminokyselin na N—konci pfirozeného KGF.

Obrazek 13 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:43) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:44) sek-
venci AN16, analogu KGF s deleci prvnich $estnacti aminokyselin na N—konci pfirozeného KGF.

Obrazek 14 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:45) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:46) sek-
venci AN17, analogu KGF s deleci prvnich sedmnécti aminokyselin na N-konci pfirozeného
KGF.

Obrazek 15 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:47) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:48) sek-
venci AN18, analogu KGF s deleci prvnich osmnacti aminokyselin na N—konci ptirozeného KGF.

Obrazek 16 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:49) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:50) sek-
venci AN19, analogu KGF s deleci prvnich devatenacti aminokyselin na N—konci pfirozeného
KGF.

Obrazek 17 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:51) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:52) sek-
venci AN20, analogu KGF s deleci prvnich dvaceti aminokyselin na N—konci pfirozeného KGF.

Obrazek 18 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:53) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:54) sek-
venci AN21, analogu KGF s deleci prvnich jednadvaceti aminokyselin na N—konci pfirozeného
KGF.

Obrazek 19 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:55) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:56) sek-
venci AN22, analogu KGF s deleci prvnich dvaadvaceti aminokyselin na N-konci pfirozeného
KGF.

Obrazek 20 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:57) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:58) sek-
venci AN23, analogu KGF s deleci prvnich tfiadvaceti aminokyselin na N-konci pfirozeného
KGF.

Obrézek 21 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:59) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:60) sek-
venci AN24, analogu KGF s deleci prvnich étyfiadvaceti aminokyselin na N—konci pfirozeného
KGF.

Obrazek 22 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:61) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:62) sek-
venci C(1,15)S/R(144)E analogu KGF se substituci serinu misto cysteinu v pozicich aminoky-

selin 1 a 15 a substituci glutamové kyseliny za arginin na aminokyselinové pozici 144 nativniho
KGF.

Obrazek 23 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:63) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:64) sek-
venci C(1,15)S/R(144)Q, analogu KGF se substituci serinu za cystein na pozicich 1 a 15 a
substituci glutaminu za arginin na aminokyselinové pozici 144 nativniho KGF.

Obrazek 24 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:65) a aminokyselinovou (SEQ ID NO:66) sek-
venci AN23/R(144)Q, analogu KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N—konci a ndhradou
glutaminu za arginin na aminokyselinové pozici 144 nativniho KGF.
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Obrazek 25 ukazuje mnoZstvi zbyvajictho rozpustného proteinu, kdyZ byl pfirozeny KGF a
C(1,15) skladovan v 20 mM fosfore¢nanu sodném, 0,15 M NaCl, pH 7,0 pti 37 °C po dobu
27 hodin.

Obrazek 26 ukazuje mnoZstvi zbyvajiciho rozpustného proteinu, kdyZ byl pfirozeny KGF a
C(1,15)S skladovan v 0,15 M NaCl, 20 mM NaPO,, 0,15 M NaCl, pH 7,0 pii 37 °C po dobu
27 hodin.

Obrazek 27 ukazuje mnoZstvi zbyvajiciho rozpustného proteinu, kdyZ byl ptirozeny KGF, AN15
a C(1,15)S skladovan v 50 mM NaPO,, 0,15 M NaCl, pH 7.0 pfi 37 °C po dobu 27 hodin.

Obrazek 28 ukazuje mnoZstvi rozpustného proteinu stanoveného pomoci HPLC (size exclusion)
v zavislosti na ¢ase pii 37 °C.

Obrazek 29 ukazuje predpokladanou denaturaéni teplotu (Ty) jako funkci pH pro pfirozeny KGF,
C(1,15)S/R(144)Q a C(1,15)S/R(144)E.

Obrazek 30 ukazuje typicky tvar pribéh mitogenni aktivity C(1,15)S stanovené méfenim inkor-
porace ["H]-thymidinu b&hem syntézy DNA porovnanim se standardni kfivkou pro ptirozeny
KGF.

Obréazek 31 ukazuje typicky pribéh mitogenni aktivity AN15 stanovené méfenim inkorporace
[*H]-thymidinu b&hem syntézy DNA porovnéanim se standardni ki‘ivkou pro pfirozeny KHF.

Obréazek 32 ukazuje typicky pribéh mitogenni aktivity AN23 stanovené méfenim inkorporace
[*H]-thymidinu b&hem syntézy DNA porovnanim se standardni ki'ivkou pro pfirozeny KGF.

Obrazek 33 ukazuje typicky prib&h mitogenni aktivity AN23/R/(144)Q stanovené mefenim
inkorporace [*H]-thymidinu b&hem syntézy DNA porovninim se standardni kfivkou pro
ptirozeny KGF.

Obrazek 34 ukazuje typicky prib&h mitogenni aktivity C(1,15)S/R(144)Q stanovené méfenim
inkorporace [*H]-thymidinu béhem syntézy DNA porovnanim se standardni kfivkou pro
ptirozeny KGF.

Obrazek 35 ukazuje typicky pribéh mitogenni aktivity C(1,15)S/R(144)E stanovené méfenim
inkorporace [’H]-thymidinu béhem syntézy DNA porovnanim se standardni kfivkou pro
ptirozeny KGF.

Obrazek 36 ukazuje vliv C(1,15)S a AN 23 na chemické vlastnosti séra.

Obrazek 37 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:77) a aminokyselinovou (SEQ ID N:78) sek-
venci C(1,15,40)S, analoga KGF se substituci serinu za cystein na pozicich aminokyselin 1, 15 a
40 prirozeného KGF.

Obrazek 38 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:79) a aminokyselinovou (SEQ ID N:80) sek-
venci C(1,15,102)S, analoga KGF se substituci serinu za cystein na pozicich aminokyselin 1, 15 a
102 ptirozeného KGF.

Obrazek 39 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:81) a aminokyselinovou (SEQ ID N:82) sek-
venci C(1,15,102,106)S, analoga KGF se substituci serinu za cystein na pozicich aminokyselin 1,
15, 102 a 106 pfirozeného KGF.



15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 297329 B6

Obrazek 40 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:83) a aminokyselinovou (SEQ ID N:84) sek-
venci AN23/N(137)E, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N—konci a substituci
glutamové kyseliny za asparagin na aminokyselinové pozici 137 pfirozeného KGF.

Obrazek 41 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:85) a aminokyselinovou (SEQ ID N:86) sek-
venci AN23/K(139)E, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N-konci a substituci
glutamové kyseliny za lysin na aminokyselinové pozici 139 prirozeného KGF.

Obrazek 42 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:87) a aminokyselinovou (SEQ ID N:88) sek-
venci AN23/K(139)Q, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N-konci a substituci
glutamové kyseliny za lysin na aminokyselinové pozici 139 pfirozeného KGF.

Obrazek 43 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:89) a aminokyselinovou (SEQ ID N:90) sek-
venci AN23/R(144)A, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N—konci a substituci
alaninu za arginin na aminokyselinové pozici 144 pfirozeného KGF.

Obrazek 44 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:91) a aminokyselinovou (SEQ ID N:92) sek-
venci AN23/R(144)E, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N-konci a substituci
glutamové kyseliny za arginin na aminokyselinové pozici 144 pfirozeného KGF.

Obrazek 45 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:93) a aminokyselinovou (SEQ ID N:94) sek-
venci AN23/R(144)L, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N—konci a substituci
leucinu za arginin na aminokyselinové pozici 144 pfirozeného KGF.

Obrazek 46 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:95) a aminokyselinovou (SEQ ID N:96) sek-
venci AN23/R(144)E, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N—konci a substituci
glutamové kyseliny za lysin na aminokyselinové pozici 147 pfirozeného KGF.

Obrazek 47 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:97) a aminokyselinovou (SEQ ID N:98) sek-
venci AN23/K(147)Q, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N-konci a substituci
glutaminu za lysin na aminokyselinové pozici 147 ptirozeného KGF.

Obrazek 48 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:99) a aminokyselinovou (SEQ ID N:100) sek-
venci AN23/K(1534)E, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N—konci a substituci
glutamové kyseliny za lysin na aminokyselinové pozici 153 pfirozeného KGF.

Obrazek 49 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:101) a aminokyselinovou (SEQ ID N:102) sek-
venci AN23/K(153)Q, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N-konci a substituci
glutaminu za lysin na aminokyselinové pozici 153 ptirozeného KGF.

Obrazek 50 ukazuje nukleotidovou (SEQ ID NO:103) a aminokyselinovou (SEQ ID N:104) sek-
venci AN23/Q(152)E/K(153)E, analoga KGF s deleci prvnich 23 aminokyselin na N-konci a
substituci glutamové kyseliny za lysin na aminokyselinové pozici 153 ptirozeného KGF.

Obrazek 51 ukazuje vliv AN23 na diabetes indukovany streptozotocinem u Sprague-Dawley
krys.

Detailni popis vynalezu

V souladu s timto vynalezem jsou predkladana nova analoga KGF. Zjistilo se, Ze &tyfi z cysteino-
vych residui ptirozeného KGF (Cys' a Cys", Cys'® a Cys'®) se i¢astni tvorby dvou disulfido-
vych vazeb. Cys® se neudastni disulfidovych vazeb uvniti molekuly. Proto obsahuje KGF dvé
malé disulfidové smycky oddélené témét 90 aminokyselinami. Tak je mozné urdit, ktery cystei-
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novy zbytek se ucastni na disulfidovych vazbach a ktery je volny pro tvorbu nezadoucich vazeb
uvnité molekuly. Tyto vazby zpusobuji vytvofeni nezadouci terciarni struktury (tj. konformace,
ktera sniZuje aktivitu proteinu).

Prekvapujici bylo zjisténi, ze modifikace KGF deleci nebo substituci aminokyselinovych zbytki
odpovidajicich v KGF pozici 1 a 15 (pozice 32 a 46 SEQ ID NO:2) vede ke vzniku analogi KGF
s podstatné zlep3enou stabilitou (tj. s men$imi problémy zpiisobenymi nespravnym prostorovym
uspotadanim, tvorbou disulfidovych utvard a/nebo agregaci proteinu). Napiiklad analoga KGF
budou obecné puriﬁkovény s vétsim vytézkem rozpustného proteinu se sprévnou konfiguraci.
Navic jakmile je material purifikovan, bude odoln&jsi vici pH, teploté atd. pfi porovnani se
stabilitou rodi¢ovské molekuly. I kdyZ neni cilem zabyvat se pfilis teorii, pfedpoklada se, Ze Cys'
a Cys" KGF kromé tvorby intramolekularniho disulfidového muistku, existuji za uréitych podmi-
nek i ve form& volnych cysteinii, které jsou schopné tvofit mezimolekularni disulfidové vazby,
vedouci k nestabilité proteinu a k tvorb& agregatii. Navic bylo zjisténo, ze delece disulfidové
smy&ky na N-konci neni vyznamna pro vazani receptoru nebo mitogenni aktivitu.

V tomto vynalezu vyraz ,,analog KGF* nebo ,,polypeptidovy analog KGF“ oznacuje jakykoliv
popsany pfirozené nebo uméle se vyskytujici polypeptid lisici se strukturou od KGF diky modi-
fikaci peptidové sekvence odpovidajici 24 aminokyselinovému N—konci KGF (aminokyseliny 32
az 55 SEQ ID NO:2), kde Cys' a Cys"” v KGF (aminokyseliny 32 az 64 SEQ ID NO:2) jsou
vyménény nebo odstranény. Zplsob, kterym jsou cysteiny odstranény nebo zménény neni dillezi-
ty a zahrnuje napiiklad polypeptidova analoga obsahujici deleci a/nebo substituci jedné nebo vice
aminokyselin. Vynalez tedy poskytuje rodinu novych proteini keratinocytovych ristovych
faktord. Tato rodina zahrnuje n€kolik skupin proteint.

Jedna skupina analogii KGF zahrnuje molekuly, ve kterych je cystein na pozicich KGF 1 a 15
nahrazen aminokyselinami, véetné téch, které se v proteinu normalné nevyskytuji. Strategie pro
tvorbu substitu¢nich analogl zahrnuje mistné zaméfenou tvorbu mutaci (Ho et al. (1989), Gene,
77:51-59; Innis et al. ,,PCR Protocols*, Academic Press, Inc., San Diego, CA). {analoga KGF
zahrnujici ndhradu aminokyseliny jsou uvedena podle zbytku nachazejicim se na té které pozici
v hotovém proteinu (bez signalni sekvence) uvedeném v SEQ ID NO:2, nasledovaném amino-
kyselinovou pozici v zavorkach a novou aminokyselinou. Napfiklad analog zahrnujici nahradu
cysteinu za serin na aminokyselinové pozici 15 KGF (pozice 46 SEQ ID NO:2) je uvadén jako
,C(15)S“.] Cystein je pfednostné zmé&nén na neutralni aminokyselinu jako je napfiklad glycin,
valin, alanin, leucin, izoleucin, tyrosin, fenylalanin, histidin, tryptofan, serin, threonin a methio-
nin (piednostné serinem threoninem a alaninem pro jejich chemickou podobnost s cysteinem).
Piiklad 1 podrobné popisuje tvorbu C(1,15)S pouzitim Castené syntézy genu (ve spojeni
s ostatnimi rekombinantnimi technikami) a s naslednou expresi konstruktu v stabilné transformo-
vaném bakteridlnim hostiteli.

Jina skupina analogii KGF zahrnuje molekuly které maji cysteiny v pozici 1 a 15 z molekuly
KGF odstranény. K tvorbé takovychto analogi KGF mohou byt pouzity rizné strategie, jako
napiiklad zkraceni N—konce, mistni specifické delece ¢i kombinace obou metod.

Pojem ,,zkraceni N—konce* oznaCuje takovou modifikaci KGF, kde jsou N-koncova aminoky-
selinové residua KGF 1 az 24 (aminokyseliny 32 a2 55 SEQ ID NO:2) odstranéna, véetn& Cys' a
Cys" [analoga KGF zahrnujici zkraceni aminokyselin budou uvadéna odstranénym residuem na
pozici hotového proteinu (bez signalni sekvence) uvedené v SEQ ID NO:2, za¢inajici mistem de-
lece a poctem odstranénych residui. Naptiklad analog KGF se zkracenim na N—konci o 24 zbytki
(zbytky 1-55 v SEQ ID NO:2) bude oznafovan jako analog ,,AN24“]. Konkrétné jsou v této
skupiné analoga AN23 ptirozeného KGF, kde jsou jeden nebo vice aminokyselinovych zbytki
41-154 [(aminokyseliny 72—-185 SEQ ID NO:2), véetné¢ aminokyselinovych zbytki 123-133
(aminokyseliny 154-164 SEQ ID NO:2)], odstranény nebo nahrazeny neutralnimi zbytky nebo
negativné nabitymi zbytky vybranymi tak, aby se zmensil pozitivni naboj. Pfednostné se pro
modifikaci pouzivaji Arg“, GIn®, Lys55, Lysgs, Lysm, Asn”’, GIn'®, Lysm, Argm, LysW,
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GIn'?, Lys15 3 nebo Thr'**, které jsou nahrazené piednostné Gln"®, Lysm, Argm, Lysm, Gln'*
nebo Lys'”, pticemz Arg'* je nejpreferovangjsi. V této skupiné jsou také zahrnuta AN23 analoga
ptirozeného KGF s modifikaci uvniti oblasti vytvafejici smy¢ku Asn'"—His'"*~Tyr'"-Asn'"-
Thr'"® (aminokyseliny 146-150 SEQ ID NO:2) v ptirozeném KGF.

Ptiklad 1 uvadi podrobnosti o systematickém zkracovani N—konce provedeném &astednou synté-
zou genu ve spojeni s ostatnimi rekombinantnimi technikami a nasledujici expresi konstruktu ve
stabiln€¢ transformovaném bakteridlnim hostiteli. Pfikladem miZze byt zkracovani N-konce
u AN15 az AN24. Navic pfiklad 3 uvadi podrobnosti o expresi DNA kodujici pfirozeny KGF a
riznorodé na N-konci glykosylované izoformy v kultufe savéich bunék a purifikaci zejména
glykosylovanych izoforem sN-koncem zkracenym o aminokyseliny 1-23 konedné formy
ptirozeného KGF.

Naproti tomu mistné specifickd delece se vztahuji na modifikace KGF, kde je odstranén jeden
nebo vice aminokyselinovych zbytkii (naptiklad Cys' nebo Cys'’). Kdyz je v KGF specificky
odstranén Cys' nebo Cys", je analog o jednu aminokyselinu kratsi nez KGF. [Analoga KGF se
deleci aminokyseliny jsou uvadéna podle zbytku nachézejiciho se v dané pozici v hotovém
proteinu (bez signalni sekvence) uvedeném v SEQ ID NO:2, nasledovaném pozici aminokyseliny
v zavorkach a negativnim znaménkem. Napfiklad analog v této skupiné s deleci cysteinu na
pozici 15 KGF (pozice 36 SEQ ID NO:2) je oznagen jako ,,C(15)-,,.] Mistné specifické delece
mohou byt generovany s pouzitim mistné zaméfené mutageneze, jak je to popsano vyse.

Do této skupiny také patii analoga, kde je Cys' a Cys'> KGF odstranén diky zkraceni nebo deleci.
naptiklad charakteristickd analoga KGF zahrnuji zkraceni KGF o prvni tfi aminokyselinové
zbytky (Cys—Asn—Asp) nebo zkraceni KGF o osm prvnich aminokyselin (Cys—Asn—Asp-Met—
Thr-Pro—-Glu-Gln) spojenych s deleci cysteinu na aminokyselinové pozici KGF 15 (tato analoga
Jsou uvadéna jako AN3/C(15)-a AN8/C(15)-). ProtoZe se methioninovy zbytek objevuje ptiroze-
né€ na Ctvrté a devaté aminokyselinové pozici v ptirozeném KGF, neni nutny dal$i Met kodon pro
spravnou iniciaci translace.

Jind skupina zahrnuje molekuly u kterych jsou cysteiny na pozicich 1 a 15 KGF nahrazeny
diky zkraceni a substituci. Napiiklad charakteristickymi analogy KGF jsou AN3/C(15)S a
ANB8/C(15)S. Takovéto analoga zahrnuji zkréceni tii prvnich koncovych aminokyselinovych
zbytkd KGF nebo odstranéni prvnich osmi koncovych amino zbytki KGF spoleéné s nahradou
cysteinu na aminokyselinové pozici 15 jinou aminokyselinou, naptiklad serinem.

KdyzZ jsou analoga KGF tvofena biologicky, tj. jsou produkty exprese v buiikéch a ne vysledky
syntézy na pevné fazi, proteolytické nebo enzymatické upravy pfirozené se vyskytujicich pro-
duktii atd., nukleové kyseliny kodujici takovéto polypeptidy se li§i v jednom nebo vice nukleo-
tidech ve srovnani s pfirozenou nukleotidovou sekvenci KGF. Tyto nukleosidy mohou byt
exprimovany a vysledny polypeptid purifikovan jednou zmnoha metod rekombinantni
technologie, které jsou odbornikovi znamy.

DNA sekvence, kodujici cely nebo ¢ast analogii KGF, mohou zahrnovat kromé jinych véci
inkorporaci kodoni ,preferovanych® pro expresi ve vybranych hostitelskych buiikach (napf.
»expresni kodony E. coli); zajistujicich mista pro $t&peni restrikénimi enzymy; zajistujicich
dalsi inicializatni, koncové nebo mezilehlé nukleotidové sekvence (napt. inicializaéni methioni-
novy aminokyselinovy zbytek pro expresi v buiikach E. coli) pro usnadnéni konstrukce snadno
exprimovatelnych vektort.

Pfedkladany vynélez také poskytuje rekombinantni molekuly nebo vektory pro pouZiti v meto-
déach pro expresi polypeptidd. Takovéto vektory se mohou skladat z DNA nebo RNA a mohou
byt kruhové, linedrni, jednopramenné nebo dvoupramenné a mohou se vyskytovat pfirozeng,
nebo mohou byt sloZeny zfady komponent a vyskytovat se pak pfirozené nebo mohou byt
syntetické.

-10 -



15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 297329 B6

Je znamo mnoho ptikladl takovychto expresnich vektord. Komponenty vektord, tj. replikony,
selekeni geny, zesilovace (enhancers), promotory a podobné komponenty mohou byt ziskany
z ptirodnich zdrojii nebo zndmymi postupy syntetizovany. V kazdém ptipadé expresni vektory
uzitené v tomto vynalezu obsahuji alespoii jeden prvek fidici expresi, funkéné spjaty s vlozenou
molekulou nukleové kyseliny kodujici polypeptidovy analog KGF. Tyto fidici elementy jsou
odpovédné za regulaci exprese polypeptidu z molekul nukleovych kyselin tohoto vynalezu.
UZiteCné fidici elementy zahrnuji napfiklad lac systém, trp systém, operatory a promotory z figa
lambda, glykolyticky kvasinkovy promotor, promotor z kvasinkového genu pro kyselou fosfata-
zu, kvasinkovy faktor pro alfa parovani (alpha mating factor) a promotory odvozené z adenovir,
viru Epstein—Barové, polyomy, opi¢ich virii a rozliénych retrovird. Pro Géely tohoto vynalezu
miZze byt ale pouZita fada jinych vektort a fidicich prvkii vhodnych pro expresi v prokaryontech
nebo eukaryontech.

Ptiklady vhodnych prokaryontnich klonovacich vektort zahrnuji plasmidy z E. coli (napf.
pBR322, col El, pUC a F-faktor), pficemz preferovany jsou plasmidy pCFM1156 (ATCC
69702), pPCFM1656 (ATCC 69576) a pCFM3102 (popsany dale v &asti Priklady). Pro tyto tely
mizZe byt také pouzita fada dalSich vhodnych expresnich vektorii, z nichZ jsou mnohé znamé ze
sav¢i, hmyzi, kvasinkové, houbové nebo bakterialni exprese. Transfekce piislusnych hostitel-
skych bunék témito vektory mize vést k expresi polypeptidovych analogti KGF.

Hostitelské mikroorganizmy uzite¢né pro tento vyndlez miZou byt bud’ prokaryontni nebo
eukaryontni. Mezi vhodné prokaryontni hostitele pat¥i E. coli (napt. FMS, HB101, PH50, DH10
a MC1061), kmeny Pseudomonas, Bacillus a Steptomyces, pfi¢emZ preferovanym organizmem
Je E. coli. Mezi vhodné eukaryontni hostitelské buiiky patii kvasnice a jiné houby, hmyzi buiiky,
rostlinné buiiky a Zivo¢isné buiiky, jako napfiklad COS (tj. COS-1 a COS-7) a opi¢i bun&né
linie CV-1, dale 3T3 linie odvozené od Swiss, Balb—c nebo NIH buriky, my$i HeLa a 1.-929
buiky, a kfe¢¢i CHO, BHK nebo HaK bufky. V zdvislosti na pouZitém hostiteli bude
produkovany rekombinantni polypeptid glykosylovany savéimi nebo jinymi eukaryontnimi
uhlovodiky nebo miize byt neglykosylovany.

Preferovand produkéni metoda bude zaviset na mnoha faktorech a tvahach; optimalni produkéni
postup pro danou situaci bude odbornikiim pro minimélnich experimentech jasny. Vysledny pro-
dukt exprese mize byt potom purifikovan do témé&' homogenniho stavu s pouzitim zndmych
technik. Typicka purifikagni procedura pfi produkei v prokaryontnich buiikach zahrnuje rozruse-
ni bun&¢né st€ny vysokym tlakem nebo jinymi zpdsoby, centrifugaci nebo filtraci k odstranéni
buné&nych zbytkii s naslednou iontoméniovou chromatografii supernatantu nebo filtratu a nako-
nec hydrofobni chromatografii. Jestlize je analog produkovan v nerozpustné formé, pouziva se
Jina purifika¢ni technika skladajici se z rozpusténi piislusnych &astic obsahujicich analoga s nas-
lednou iontoménitovou chromatografii, dale rekonformaci proteinu a nakonec chromatografii
vyuzivajici hydrofobni interakce. Vzorové purifikaéni techniky jsou uvedeny v b&Zné piistupném
U.S.S.N 08/323, 329, uvedeném 13. fijna 1994. Obecné U.S.S.N 08/323, 329 ukazuje metodu pro
purifikaci keratinocytovych riistovych faktorii zahrnujici: (a) ziskani roztoku obsahujiciho KGF;
(b) navazani KGF z roztoku z &asti a) na kationtovy vyménny nosi¢; (c) vymyti KGF z kation-
tového iontového nosice (d) prichod eluovaného roztoku z (c) vhodnou kolonou s molekularnim
sitem nebo provedeni hydrofébni chromatografie vymytého roztoku z (c); a (e) ziskani KGF
z molekularniho sita nebo po hydrofébni chromatografii.

Pochopitelng, Ze u analogii miize byt provedena rychlé analyza jejich fyzikalnich vlastnosti. Cast
Pfiklady, uvadi riizné dobfe znamé zkousky stability, atkoliv specificky test pro analoga neni
kriticky. Navic arovei biologické aktivity (napf. vazba receptoru a/nebo afinita mitogenni buné¢-
n¢ proliferatni a/nebo in vivo aktivita) miZe byt také testovana s pouZitim riznych zkousek,
z nichZ jsou nékteré popsany v &asti Priklady. Pro zjisténi, jestli analoga KGF vykazuji dostate&-
nou biologickou aktivitu, se mize pouzit fada dobfe znamych testdi. Jeden takovyto test
specificky zjistuje u analogi KGF jejich schopnost kompeti¢né se vazat na receptor KGF
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(KGFR) s navazanym "*I-KGF (Bottaro et al. (1990), J. Biol. Chem., 265:12767—-12770; Ron et
al. (1993), J. Biol. Chem., 268:2984-2988). Alternativni metoda pro testovani interakce KGFR
s analogy KGF zahrnuje pouziti technik jako je analyza biospecifickych interakei v realném &ase
(BIA) (Felder et al., (1993), Molecular & Cellular Biology, 13:1449-1455). Navic mohou byt pro
testovani schopnosti analogli KGF stimulovat syntézu DNA pouzity mitogenni testy (Rubin et al.
(1989), viz piedchozi text). Kone&né mizou byt analoga KGF testovana na schopnost stimulovat
bunéenou proliferaci pomoci proliferaénich testd (Falco et al., 1988), Oncogene, 2:573-578).
PouzZitim jakéhokoliv shora zminéného testovaciho systému mizou byt analoga KGF rychle
otestovana na jejich biologickou aktivitu.

V predkladaném vynélezu je pozornost zaméfena predeviim na analoga, kterd si zachovavaji
plnou biologickou aktivitu KGF (tj. minimalné znaén& podobnou) in vitro nebo in vivo. Priklady
KGF analogii s témito vlastnostmi (jak bylo uréeno jednim nebo vice vySe zminénymi testy) jsou
C(1,15)S, AN3/C(15)S, AN3(C(15)-, ANS/C(15)S, AN8/C(15)-, AN15, AN16, AN17, AN18,
ANT9, AN20, AN21, AN22, AN23, AN24 nebo AN23/R(144)Q.

Pfedkladany vyndlez je déle zamé&feny na sloZeni jedné davky udinné latky, ktera muze byt bez-
pecné aplikovéna oralné nebo neoralné pro 1é¢eni chorob u teplokrevnych Zivo¢ichi (jako napfi-
klad ¢loveka). Takovato G€inna latka mize byt ve formé lyofilizovaného nebo jinak dehydratova-
ného terapeutika nebo diagnostika, které miize byt rekonstituovano pfidanim fyziologicky vhod-
ného rozpoustédla. Tim mize byt jakékoliv médium, jako je sterilni voda, fyziologicky roztok,
glukézovy roztok, nebo jiny vodny uhlovodik (napt. polyoly, Jako manitol, xylitol, nebo glyce-
rol), které je schopno rozpustit suchou smés, které je slugitelné s vybranym aplikaénim zpiisobem
a které neinterferuje negativn¢ s aktivnimi principy a pouZitymi rekonstituénimi stabilizatory. Ve
specifickém pripad€ je predkladany vynalez zaméfen na soupravu pro produkci jednodavkové
aplikalni jednotky. Souprava obsahuje jednak obal se suSenym proteinem a pak druhy obal,
s vodnou slozkou, ktera obsahuje také rekonstituéni stabilizator. Co se ty€e koncentrace proteinu
v roztoku — mnozstvi roztoku v kazdém obalu a obsah obalii (jedna se o vzajemné zavislé para-
metry, které miZou byt vhodn& upraveny v zavislosti na pozadované koncentraci aktivni latky
v aplikované jednotce davky) mize kolisat v $irokém rozsahu, ktery bude jasny odbornikiim.

Podle vynéalezu mohou byt KGF analoga uzite¢na jako terapeutické nebo diagnostické latky a
nebo jako ¢inidla pro vyzkum. Mohou byt tedy pouzita v in vitro a/nebo in vivo diagnostickych
testech pro kvantifikaci KGF ve vzorcich pletiv nebo orgénii, nebo uréeni a/nebo izolaci bungk,
které produkuji KGFR (Bottaro et al. (1990), J. Biol. Chem., 265:12767-12770; Ron et al.,
(1993), J. Biol. Chem., 268:2984-2988). P¥i testech pletiv nebo organli se zjisti méné radio-
aktivity '“I-KGF analogu vézajiciho se na KGFR (pfi srovnani se standardni vazebnou kfivkou
analoga '“I-KGF) a to diky vazb& ptirozeného KGF na KGFR. '®I-KGF analog miZze byt
podobné pouzit pro detekei pfitomnosti KGFR v riiznych typech bunék.

Tento vyndlez také predpokladd pouziti analoga KGF pro tvorbu protilatek proti peptidu
— protilatek, které se také vazi na pfirozena KGF. V tomto pfipad€ se jedna o monoklonalni nebo
polyklonalni protilatky, které jsou piipraveny proti analogu KGF. Vysledné protilatky vazi
piednostné pfirozeny KGF, zejména kdyz je tento protein ve své pfirodni (biologicky aktivni)
konformaci. Tyto protilatky se miizou pouzit pro detekci nebo purifikaci pfirodniho KGF.

Vynalez navic predpoklada pouziti analogii KGF pro nalezeni molekul vazajicich s vysokou nebo
nizkou afinitou KGF (vyuZitelnych pro terapeutické aplikace) naptiklad pro G¢inné dodani KGF
nebo jako inhibitor KGF aktivity. Pro identifikaci takovychto vazebnich molekul za fyziologic-
kych podminek (tj. pfi 37 °C) je dilezita teplotni stabilita analogii KGF, protoze jejich afinita
viaci KGF miiZe byt silng zavisla na teploté a mize se ligit oproti afinité¢ pozorované pii 4 °C.

Pro pouziti in vivo mohou byt KGF analoga doplnéna aditivami. Mezi né patii pufry, nosice,

stabilizatory, excipienty, ochranné latky, latky upravujici tonus, antioxidanty atd. (napt. latky
ovliviiujici viskozitu nebo plnidlo). Vybér konkrétnich aditiv bude zaviset na skladovaci forme
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(tekuta nebo lyofilizovana) a zplsobu aplikace analoga KGF. Vhodnou formu je moZné nalézt
v REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (posledni vydéani), Mack Publishing
Company, Easton, PA.

Analoga KGF mohou byt aplikovana v terapeuticky a¢innych davkach na konkrétng poskozena
pletiva, nebo pfi klinicky nedostate¢ném poctu nefibroblastovych epitelilnich bunék. Oblasti,
kde mohou byt analoga KGF uspésné pouzita zahrnuji (ale nejsou omezena pouze na né):

—  stimulace, proliferace a diferenciace adnexalnich struktur (adnexal structures), jako jsou
napfiklad vlasové folikuly, potni Zlazy nebo tukové Zlazy u pacientd s popaleninami a jinymi
¢asteCnymi nebo vaznymi poskozenimi

- urychlend reepitelizace 1ézi zpisobenych (epidermolysis bullosa), coz je defekt v piilnavosti
epidermis na vespod lezici kiizi (dermis), vedouci Gasto k otevienym bolestivym puchytim, které
mohou zpisobit vazna onemocnéni

—  kprevenci vypadavani vlasi zplisobeném chemoterapii a k oSetfeni muzské plesatosti nebo
progresivni ztraté vlasii u muzii i Zen

—  pro oSetieni Zalude¢nich a dvanactnikovych viedi

—  pro oSetfeni zanétlivych stfevnich onemocnéni, jako napf. Crohnova choroba (postihujici
pfedevsim tenké stfevo) a kolitidy vyvolavajici viedy (postihujici predevsim tlusté stievo)

—  prevenci nebo zmirnéni toxickych vlivii radiaénich nebo chemoterapeutickych oSetfeni (tj.
pfedb&Zné oSetieni a/nebo oSetieni po vlastnim I1é¢eni) pro indukci faktorti piisobicich na ochranu
bunék nebo regeneraci nebo oboje

—  stimulace produkce slizu v celém gastrointestindlnim traktu

— indukee proliferace a diferenciace pneumocytd typu I, coz mize pomoci pii 16&bé nebo
prevenci chorob jako je napfiklad ,,sklovit4 membrana (hyaline membrane disease), tj. syndrom
kojeneckych dychacich problémi a priduskové a plicni displasie (infant respiratory distress
syndrome and bronchopulmonary displasia) u nedonosenych déti

—  stimulace proliferace a diferenciace priduskového a/nebo alveolarniho epitelu s akutnim
nebo chronickym poskozenim plic nebo insuficienci diky dychacim potizim (v&etn& vysokych
hladin kysliku), rozedmé plic (emphysema) nebo uzivani chemoterapeutik poskozujicich plice,
traumatiim zplsobenym respiratorem (ventilator trauma) nebo jinym &initelam poskozujicim
plice

—  zvySena innost jater k 16¢bé nebo prevenci hepatické cirrhosy, akutni selhani jater, $kody
zplsobené akutni virovou hepatitidou a/nebo toxické poskozeni jater

—  indukce regenerace bun&k rohovky, napiiklad pti 16¢b¢ odienin rohovky

—  indukce regenerace epitelialnich bungk pii 168b& pokradujici chorobé dsni (progressive gum
disease)

—  indukce regenerace bubinkovych epitelidlnich bunék pii 16¢bé poskozeni usniho bubinku a
16€be nebo prevenci po¢atku diabetes mellitus nebo jako doplngk Upravy pfi transplantaci ostriiv-

ku bunék (an adjunct in the setting of islet cell transplantation).

Pacient, ktery potiebuje proliferujici nefibroblastové epitelialni buriky bude osetfen (innym
mnozstvim analogu KGF. Pojem ,,u¢inné mnoZstvi“ je takové mnoZstvi analogu KGF, které je
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nezbytné pro vyvoléni pozadované odpovédi u oSetieného pacienta a bude zpravidla uréeno
oSetiujicim lékafem. Mezi faktory ovliviiujici mnozstvi aplikovaného analoga KGF bude patit
vek, vSeobecny stav pacienta, 1édena choroba atd. Typicka davka se bude pohybovat v rozmezi
0,001 mg az 500 mg na 1 kg télesné hmotnosti.

Analog KGF miZe byt podan teplokrevnym Zivogichiim (kam patii i ¢lovek) ne—oralné (tj. IV,
IT, IM, SC nebo IP cestou), oralné nebo lokalng. Analog KGF miize byt pouzit jednorazové nebo
opakovan€ v zavislosti na nemoci a stavu pacienta. V nékterych piipadech miize byt analog KGF
podavan jako adjuvans k jiné 16bé& a také v kombinaci s jinymi farmaceutickymi preparaty.

Nasledujici ptiklady slouzi k lepsi ilustraci ptedkladaného vynalezu. Je jasné, Ze uvedené postupy
mohou byt modifikovany bez toho, aby byl ovlivnén ,,duch vynalezu®.

Piiklady provedeni vynalezu

Standardni metody pouzivajici postupy v nésledujicich p¥ikladech (nebo vhodné alternativni
postupy) jsou uvedeny v b&zné pouzivanych manualech pro molekularni biologii, jako napfiklad
Molecular Cloning, Second Edition, Sambrook et al., Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1987) a Current Protocols in Molecular Biology, Ausabel et al, Greene Publishing
Associates/Wiley—Interscience, New York (1990).

Pfiklad 1: P¥iprava DNA kodujici KGF a analoga KGF

Klonovani celého genu lidského KGF (kédujiciho polypeptid se sekvenci nativniho KGF) bylo
provedeno jednak polymerazovou Fetézovou reakei (PCR) s RNA z Zivocisnych bunék a pomoci
PCR chemicky syntetizovanych (optimalizovany kodon E. coli) oligonukleotidi (,,OLIGA®).
Obé procedury jsou popsany dale:

Byla provedena amplifikace s pouzitim RNA izolovanych z bunék (o kterych vime Ze produkuji
polypeptid) pomoci PCR. Nejprve se provede rozruseni bunék z bundiné linie lidskych fibro-
blasti AG1523A (ziskané od Human Genetic Mutant Cell Culture, Repository Institute For
Medical Research, Camden, New Jersey) pomoci guanidin thiokyanatu; pak néasleduje extrakce
(podle metody popsané v praci Chomzynski et al. ( 1987), Anal. Biochem., 172:156). S pouzitim
standardniho protokolu pro reversni transkripci z celkové RNA byla vytvofena cDNA pro KGF.
PCR amplifikace (PCR ¢&. 1) genu KGF byla provedena s pouzitim cDNA KGF jako templatu a
primer OLIGO ¢. 1 a OLIGO &. 2, které koduji DNA sekvence bezprostiedné na 5’ a 3’ genu
KGF [teplotni cyklator model 9600 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT); 28 cykld, kazdy zahrnu-
Jici denaturaci — jednu minutu pti 94 °C, annealing — dv& minuty pfi 60 °C a elongaci — tfi minuty
pfi 72 °C]. Mal¢ alikvétni &asti produktu prvni PCR reakce byly potom pouzity jako templat pro
druhou KGF PCR amplifikaci (PCR &. 2) za podminek shodnych s prvni reakei kromé teploty pro
annealing, kterd byla 50 °C. Pro expresni klonovéni genu KGF byly dale pouzity primery pro
»nested PCR* generujici vhodn4 restrikéni mista na obou koncich genu KGF — k modifikaci KGF
DNA produktu z PCR ¢&. 2 byly tak pouzity OLIGO &. 3 a OLIGO &. 4 (zaClenéni restrikénich
mist pro Mlul a BamHI na 5' a 3' konci genu) [PCR 3; 30 cykli, kazdy zahrnujici denaturaci —
Jedna minuta pii 94 °C, annealing — dvé minuty pti 60 °C a elongaci — tfi minuty pii 72 °C). Tato
DNA byla nasledovné $t&pena restrik&nimi enzymy Mlul a BamHI, extrahovana fenolem a
precipitovana etanolem. Poté byla resuspendovana a ligovéna (s pouzitim T4 ligazy) do plasmidu
pCFMI1156 (obrazek 2A), ktery obsahuje ,,RHS* signdlni sekvenci, ¢imz vznikl konstrukt RSH—
KGF (obrazek 3).

Timto liga¢nim produktem byly transformovany (podle metody popsané Hanahanem (1983)
J. Mol. Biol., 166:557) butiky z E. coli (kmen FM5 — ATCC:53911) a nasledné vysety na LB
médium s kanamycinem pfi 28 °C. Nekolik vybranych transformantd bylo dile pé&stovano
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v malych tekutych kulturach obsahujicich kanamycin v koncentraci 20 pg/ml. Z kazdé kultury
byl izolovan RSH-KGF plasmid a jeho DNA byla sekvenovana. Vzhledem k vnitinimu Ndel
restrikénimu mistu v genu KGF nebylo mozné pifmo klonovat nativni sekvenci genu do ptislus-
ného expresniho vektoru do mist ohrani¢enich Ndel a BamHI. Toho se doséhlo trojcestnou ligaci.
Plasmid RSH-KGF byl $tépen v jedineénych restrikénich mistech Bsml a Sstl a fragment DNA
asi 3 kb velky (obsahujici 3’ konec KGF genu) byl izolovan naslednou elektroforézou v 1%
agarozovém gelu. Dalsi PCR (PCR ¢. 4) byla provedena za stejnych podminek jako PCR &. 3
s primerem OLIGO ¢. 5 misto OLIGO &. 3. DNA produkt PCR reakce byl pak Stépen enzymy
Ndel a Bsml a pomoci elektroforézy v 4% agardze byl izolovan DNA fragment 311 part bazi
dlouhy. Tteti fragment pouZity v ligaci byl fragment DNA 1,8 kilobézi dlouhy z pCFM1156
vysteépeny s Ndel a Sstl a izolovany elektroforézou v 1% agarézovém gelu. Po nasledujici ligaci
(T4 ligaza), transformaci, selekci na kanamycinu a sekvenovani DNA (jak Jje popsano vyse) byl
vybran klon obsahujici konstrukt na obrazku 4 a tento plasmid byl oznadeny jako KGF. Vzhle-
dem k internimu ribosomalnimu vazebnému mistu, které vede k tvorbé zkracenych produkti,
byla sekvence KGF DNA mezi jedinednymi Kpnl a EcoRI misty nahrazena chemicky synte-
tizovanymi OLIGO (OLIGO 6 az OLIGO 11) tak, aby se minimalizovalo pouZiti interniho
startovaciho mista (obrazek 5).

OLIGO#1 (SEQ ID NO:7): 5'-CAATGACCTAGGAGTAACAATCAAC-3"

OLIGO#2 (SEQ ID NOQ:8): 5'-AAAACAAACATAAATGCACAAGTCCA-3!
OLIGO#3 (SEQ ID NO0:9): 5'-ACAACGCGTGCAATGACATGACTCCA-3"

OLIGO#4 (SEQ ID NO:10):
5'-ACAGGATCCTATTAAGTTATTGCCATAGGAA-3"
OLIGO#5 (SEQ ID NO:11):
5'-ACACATATGTGCAATGACATGACTCCA-3!
OLIGO#6 (SEQ ID NO:12):
S'-CTGCGTATCGACAARACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCC-3"
OLIGO#7 (SEQ ID NO:13):
5'-AAGAGATGAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTT-3
OLIGO#8 (SEQ ID NO:14):
5" -GCTGTTGCTATCGTTGCAATCAAAGGTGTTGAATCTG-3"
OLIGO#9 (SEQ ID NO:15):
5'—TCTTGGGTGCCCTTGACTTTGCCGCGTTTGTCGATACGCAGGTAC-3'
OLIGO#10 (SEQ ID NO0:16):
5'-ACAGCAACAGTACGGATTTCCATAATATTGTAGTTGTTTTTCATC-3"
OLIGC#11 (SEQ ID NO:17):
5'-AATTCAGATTCAACACCTTTGATTGCAACGATACCA-3"

OLIGA byla fosforylovana T4 polynukleotid kindzou a poté tepelné denaturovana. Jednopramen-
né (ss — single stranded) OLIGA potom byla ponechana vytvofit dvoupramenné (ds) fragmenty
DNA pomalym snizenim teploty na troveii laboratofe. Poté byla pouzita T4 ligaza ke kovalent-
nimu pfipojeni jak internich OLIGO shodnych (sticky) konct tak celého ds OLIGO fragmentu do
KGF plasmidu $t€peného enzymy Kpnl a EcoRI. Novy plasmid byl oznacen Jjako KGF(dsd).

KGF gen s upln€ optimalizovanym E. coli kodonem byl vytvofen amplifikaci pomoci PCR
s chemicky syntetizovanymi OLIGO ¢. 12 a7 24.
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OLIGO#12 (SEQ ID NO:18): 5'-AGTTTTGATCTAGAAGGAGG-3"
OLIGO#13 (SEQ ID N(C:19): 5'-TCAAAACTGGATCCTATTAA-3!
OLIGO#14 (SEQ ID NQ:20):
5'=AGTTTTGATCTAGAAGGAGGAARTAACATATGTGCAACGACATGAC
TCCGGAACAGATGGCTACCARACGTTAACTGCTCCAGCCCGGAACGT-3"
OLIGO#15 (SEQ ID NO:21):
5'-CACACCCGTAGCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGTGTTC
GTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAA~-3"
OLIGO#16 (SEQ ID NO:22):
5" -CGTGGTAAAGTTAAAGGTACCCAGGARATGAARAACAACTA~
CAARCATCATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCARA~3 "
OLIGO#17 (SEQ ID N0:23):
5'-GGTGTTGAATCTGARTTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAAC
TGTACGC GAATGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAA-3'
QLIGO#18 (SEQ ID NO:24):
5" -CTGATCCTGGARAACCACTACAACACCTACGCATCTGCTARATGGA-
CCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGT-3"
OLIGO#19 (SEQ ID N0:25):
5'-ATCCCGSGTTCGTGGT CCAARARAGARACAGARANCCGCT-
CACTTCCTGCCGATGGCAATCACTTAATAGGATCCAGTTTTGA-3"
OLIGO#2C (SEQ ID NO0:26):5'-TACGGGTGTGACGTTCCGGG-3"
OLIGO#21 (SEQ ID N0:27):5'-CTTTACCACGTTTGTCGATA-3'
OLIGO#22 (SEQ ID N0:28):5'-ATTCAACACCTTTGATTGCA-3"
OLIGO#23 (SEQ ID N0:29):5'-CCAGGATCAGTTCTTTGAAG-3"
OLIGO#24 (SEQ ID NO:30):5'-GAACCGGGATACCTTTCTGG-3'

OLIGA 12 az 24 byla navrzena tak, aby cela DNA sekvence kodujici nativni KGF byla repre-
zentovana OLIGY z ,,Watsonova“ nebo ,,Crickova“ pramene a aby po PCR by poskytla zadanou
dvoupramennou DNA sekvenci (obrazek 6) [PCR &. S, teplotni cyklator model 9600 (Perkin—
Elmer Cetus); 21 cykli skladajicich se z denaturace — 31 vtefin pfi 94 °C, annealingu — 31 vtefin
pfi 50 °C a elongace — 73 °C po 31 vtefin; po t&chto 21 cyklech byla PCR reakce zakonéena
zavéretnym sedmi minutovym elongaénim krokem]. Po PCR amplifikaci byl vysledny DNA
fragment $t&pen enzymy Xbal a BamHI a fragment 521 bp byl ligovan do expresniho plasmidu
pCFM1156, ktery byl 3tépen stejnymi enzymy. PCR &. 5 pouzivala vn&j§i primery
(100 pmola/100 pl rxn) OLIGO ¢&. 12 a OLIGO &. 13 a 1ul/100 pl rxn KGF templatu odvozeného
ligaci (T4 ligazou) OLIGO &. 14 az 19 (OLIGO ¢&. 15 a» 18 byly fosforylovany T4 polynukleotid
kindzou) s pouzitim OLIGO ¢&. 20 az 24 jako pomocny oligonukleotidii (band—aid oligos) pro

ligaci (Jayraman et al. (1992), Biotechniques, 12:392). Kone¢ny produkt byl oznagen jako KGF
(optimalizovany kodon).

Vsechna zde popsana analoga KGF jsou slozena z &asti DNA sekvenci nalézajicich se v KGF

(dsd) nebo KGF (optimalizovany kodon) nebo z kombinace obou. Tyto sekvence jsou dale
modifikované inzerci do vhodnych restrikénich mist DNA sekvenci, které koduji specificka
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aminokyselinova KGF analoga, s pouZitim jedné nebo vice technik pro syntézu DNA fragmenti
popsanych vySe. Jakykoliv analog miZe byt vytvofen v celém svém rozsahu jednou zvyse
popsanych technik. Obecné se pfi konstrukci OLIGO pouzivali optimalizované E. coli kodony
tam, kde to bylo vhodné, i kdyz pfitomnost optimalizovanych E. coli kodond (v casti nebo
v celku jakéhokoliv z geni, kde byl tento vliv zjisfovan) nezvysila vyznamné vynos proteinu,
ktery mohl byt ziskan z kultivovanych bakterilnich bunék. Obrazky 7-24 a 37-50 jsou uvedené
Jako vhodny piiklad specifické nukleotidové a aminokyselinové sekvence konstruktu analoga
KGF: C(1,15)S, (obrazek 7).

Ptiklad 2: Produkce v E. coli

Pfi klonovani analogii genu KGF byly pouzity tfi riizné expresni plasmidy. Jednalo se
0 pCEMI1156 (ATCC 69702), pCFM1656 (ATCC 69576) a pCFM3102 (obrazky 2A, 2B a 2C).
Plasmid p3102 miize byt odvozen z plazmidu pCFM1656 sérii mistnich mutagenezi (zmén bazi)
pomoci PCR s pfesahujicimi oligo (PCR overlaping oligo mutagenesis). Za&ina se na BglIl misté
(v plasmidu pCFM1656, 180 par bazi) bezprostfedné u 5' replikaéniho promotoru plasmidu,
PcopB, a pokrauje se smérem ke geniim replikace plasmidu, pfi¢emz dochazi k témto zménam:

pCEM1656 bp # bp in pCFM1656 bp changed to in pCFM3102
# 204 T/A C/G
# 428 A/T G/C
# 509 G/C A/T
# 617 - insert two G/C bp
# 677 G/C T/A
# 978 T/A C/G
# 992 G/C A/T
# 1002 A/T C/G
# 1005 C/G T/A
# 1026 A/T T/A
# 1045 C/G T/A
# 1176 G/C T/A
# 1464 G/C T/A
# 2026 G/C Lp deletion
# 2186 C/G T/A
# 2479 A/T T/A
# 2498-2501 AGTG GTCA
TCAC CAGT
# 2641-2647 TCCGAGC bp deletion
AGGCTCG
# 3441 G/C A/T
# 3452 G/C A/T
# 3649 A/T T/A
# 4556 - insert bps

(SEQ ID N0:43) 5'-GAGCTCACTAGTGTCGACCTGCAG-3"
{SEQ ID NO:44) 5'-CTCGAGTGATCACAGCTGGACGTC-3"

Jak je vidét z vyse uvedeného, plasmidy pCFM 1156, pCFM1656 a pCFM3102 jsou si vzajemné
velmi podobni a obsahuji mnoho stejnych restrikénich mist. Plasmidy byly vybrany podle jejich
vhodnosti a ¢asti vektorové DNA mohou byt Jednoduse zmé&nény pro potieby novych konstrukt.
Hostitelskym organismem pouZitym pro viechna klonovani byla E. coli, kmen FM5
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(ATCC: 53911) a transformace byla provadéna podle metody Hanahana (1983, viz predchozi
text) nebo elektroeluci s pouzitim pfistroje Gene Pulser transfection apparatus (BioRad
Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA), podle protokolu dodaného vyrobcem.

Nejprve bylo pfipraveno malé &erstvé inokulum zidaného rekombinantniho klonu E. coli, obsa-
hujiciho na jednom ze tfi pCFM vektorti Zadany konstrukt. Do dvoulitrové lahve obsahujici
500 ml Luriova bujonu bylo pfeneseno 0,1 ml zmrazené zasobni kultury vhodného kmene v gly-
cerolu. Kultura byla tfepana pfi 30 °C po 16 hodin. Poté byla kultura pienesena do 151
fermentoru obsahujiciho 8 I sterilniho média pouzivaného pro fermentace ve vétsich objemech
(Tsai, et al. (1987), J. Industrial Microbiol., 2:181-187).

Na zaCatku fermentace bylo dodavano zivné médium Feed #1 (Tsai, et al. (1987), viz predchozi
text). V okamZiku, kdy hodnota OD600 dosahla hodnoty 35, byla rychlym zvySenim teploty
kultury na 37°C indukovéna exprese zidaného analogu KGF. Pii této teploté se plasmid
amplifikuje. Po dvou hodinach pfi 37 °C byla teplota kultury dale rychle zvy$ena na 42 °C, &imz
byl denaturovan CI represor. P¥idavani Feed 1 bylo pferuieno a misto n&j bylo poté piidavano
zivné médium Feed 2 v mnoZstvi 300 ml za hodinu. Feed 2 obsahovalo 175g/1 peptonu
(trypticase—peptone), 87,5g/1 kvasni¢ného extraktu a 250g/l glukosy. Po jedné hodiné kultivace
pfi 42°C byla teplota kultury snizena na 36 °C a tato teplota byla dale udrzovana po
nasledujicich Sest hodin.

Fermentor byl poté zastaven a buiiky byly koncentrovany centrifugaci v plastikovych pytlicich
vlozenych do jednolitrovych centrifugaénich kyvet. Médium bylo centrifugovano 60 minut pfi
400 otackach za minutu. Supernatant by poté odebran a pelet (sedimentované buiiky) byl
zmraZen pii —90 °C.

Nasledujicim zplisobem byla purifikovéna tato analoga KGF (ziskéana expresi v E. Coli): ptiroze-
ny KGF, C(1,15)S, C(1,15)S/R(144)E, C(1,15)S/R(144)Q, AN15, AN23 a AN23/R(144)Q. Pelet
(husta bun&cna suspenze) ziskany z vysokohustotni fermentace byl resuspendovan pomoci vhod-
ného vykonného (poskytujiciho velké stiizné sily) mixeru p¥i 4 °C vroztoku 0,2 M NaCl
v 20 mM NaPO,, pH 7.5, tak, aby vysledna suspenze byla 10 az 20% (hm./obj.). Resuspendované
buriky byly poté lysovany trojitym homogenizovanim v homogenizéru (APV Gaulin, Inc.,
Everett, MA, USA). Homogenat vytékajici z homogenizatoru byl ochlazovan na 4 az 8 °C
pomoci vhodného chladiciho zafizeni. Zbytky bungk byly odstranény centrifugaci lysatu pii
4200 otackach za minutu, 4°C, po dobu 30 az 60 minut v centrifuze J-6B (Beckman
Instruments, Inc., Brea, CA, USA, pouzity rotor JS 4.2). Supernatant byl poté opatrné dekantovan
a nanesen na predem pfipravenou kolonu (450ml, 5 cm x 23 cm) S-Sepharosy Fast Flow (Phar-
macia, Piscataway, NJ, USA). Kolona byla ekvilibrovana roztokem 0,2 M NaCl v 20 mM
NaPO,, pH 7,5, pfi 4 °C. Poté byla kolona promyta 2250 ml (pétinasobny objem kolony) roztoku
0,4M NaCl v 20 mM NaPO,, pH 7,5, pii 4 °C. Purifikovany protein byl eluovan z kolony 5 1
roztoku 0,5M NaCl v 20 mM NaPO,, pH 7,5. Absorbance eluatu pti 280nm byla kontinualng
zaznamenavana a eluat byl jiman do frakci o objemu 50 ml. Frakce obsahujici eluované latky
(identifikované pomoci absorbance pfi 280 nm) byly déle analyzovany pomoci SDS-PAGE
elektroforézy (14% gel). Touto metodou byla potvrzena ptitomnost pozadovaného proteinu ve
frakcich.

Frakce obsahujici pozadované proteiny byly spojeny a nasledné k nim byla ptidana destilovana
voda v pomeru 1:1. Ztedény roztok byl poté nanesen na ptedem ptipravenou kolonu (450ml,
5 cm X 23 em) S—Sepharosy Fast Flow ekvilibrovanou roztokem 0,4 M NaCl v 20 mM NaPO,,
pH 6,8, pfi 4 °C. Kolona byla poté promyta 2250 ml roztoku 0,4 M NaCl v 20 mM NaPO,, pH
6,8. Proteiny byly poté eluovany dvacetindsobnym objemem kolony pomoci linearniho gradientu
roztoku NaCl v 20 mM NaPO,, pH 6,8. Koncentrace NaCl se pohybovala od 0,4 M do 0,6 M.
Opét byly jimany 50 ml frakce, pfi soudasném méfeni absorbance eluatu pfi 280nm. Frakce
obsahujici purifikovany protein (stanoveno pomoci 14% SDS PAGE) byly spojeny a zkoncentro-
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vany filtraci pfes membranu (YM-10, 10000 molecular weight cutoff) v 350 ml nadobach za
soucasného michani (Amicon, Inc. Mayberry, MA, USA) na vysledny objem 30-40ml.

Koncentrat byl poté nanesen na pfedem pripravenou kolonu (1300ml, 4,4cm x 85cm)
Superdex—75 (Pharmacia) ekvilibrovanou pufrem obsahujicim 1X PBS (Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline, ,,D-PBS*, bez obsahu vapenatych a hote€natych iontd) nebo 0,15 M roztokem
NaCl v 20 mM NaPO,, pH 7,0. Po naneseni vzorku byly proteiny eluovany z kolony pouzitim
kolonového pufru. Byly jimany desetimililitrové frakce a ty, které obsahovaly pozadovany ana-
log (stanoveno pomoci 14% SDS-PAGE) byly spojeny. Koncentrace proteint v takto ziskané
frakci byla béZné asi 5 az 10 mg/ml. Pokud neni uvedeno jinak byly vSechny vyse uvedené kroky
provadény pfi 4 az 8 °C.

Alternativni postup purifikace byl pouzit v ptipadé pfirozeného KGF, C(1,15)S a AN23. Pokud
neni uvedeno jinak byly vSechny kroky provadény p#i 23 + 5 °C; tuto teplotu mély i veskeré
pouZité roztoky a zafizeni.

Po dokonéeni produkéni faze bakterialni fermentace byla bun&&na kultura ochlazena na 4 az 8 °C
a buiiky byly izolovany centrifugaci ¢i jinym podobnym zpiisobem. Na zakladé o&ekavaného
vytéZku proteinu na jednotku bunééné hmoty a mnozstvi pozadovaného purifikovaného proteinu
bylo ptiméfené mnoZstvi buné&né hmoty resuspendovano v pétindsobku (vahové) slabého pufru
(0,2M NaCl, 20 mM NaPO,, pH 7,5). Buiiky byly resuspendovény na homogenni suspenzi
pomoci vysokoobratkového (high shearing) mixeru. Teplota bun&&né suspenze byla b&hem
homogenizace udrzovana na 4 az 8 °C.

Buiiky byly poté lysovany tlakem, nap¥. dvojnasobnou homogenizaci bun&éné suspenze ve vhod-
né velkém bunééném homogenizatoru. Homogenat byl udrzovan chladny (5 £ 3 °C). K vy¢isténi
bunéného lysatu byl pouzit pfedem pfipraveny ,hluboky* filtr (depth filtr housing, Cuno, Inc.,
Meriden. CT, USA) vybaveny filtrem s odpovidajici plochou. Filtr byl ekvilibrovan pfiméfenym
mnozstvim 0,2 M NaCl, piipraveného v 20 mM NaPO,, pH 7,5. Ekvilibrace a promyti bylo pro-
vadéno pii 5+ 3 °C. Po vy&isténi lysatu filtraci pres vhodné upraveny filtr byl tento promyt
roztokem 0,2 M NaCl v 20 mM NaPO,, pH 7,5. Filtrat a viechny dal3i promyvaci roztoky byly
Jimany do chlazené nadoby odpovidajiciho objemu. Vsechny operace byly provadény pfi teploté
niz8i nez 10 °C.

Lysat byl dale preCistén na predem pripravené kolong SP-Sepharosy Fast Flow obsahujici
minimalné 1 ml Sepharosy na 2g bunék. Kolona SP—-Sepharosy Fast Flow byla ekvilibrovana
vychlazenym (5 £ 3 °C) 0,2 M roztokem NaCl v 20 mM NaPO,, pH 7,5. Teplota kolony byla
udrZovana na hodnoté nizsi nez 10 °C. Preistény lysat (5 + 3 °C) byl poté nanesen na kolonu
iontoménice a absorbance eludtu pri 280nm byla kontinualné monitorovana. Po naneseni vzorku
byla kolona promyta vychlazenym 0,2 M roztokem NaCl v 20 mM NaPO,, pH 7,5 a nasledné
jesté promyta 0,3 M roztokem NaCl v 20 mM NaPO,, pH 7,5 pfi teploté 23 + 5 °C.

Pozadovany protein byl eluovan pomoci linearniho gradientu NaCl o koncentraci 0,2-1 M, pfi-
pravenc¢ho v 20 mM NaPO,, pH 7,5. Prevazna &ast produktu byla sebrana v nékolika frakcich na
zaklad¢ méfeni absorbance pfi 280nm.

K oxidaci volnych SH skupin byl proveden oxidacni krok. U proteinli se zmén&nym obsahem
cysteinu, (v porovnani s ptirodnim KGF) bylo piidano oxida¢ni &inidlo (napt. cystamin dihydro-
chlorid, nebo jiné vhodné oxida¢ni &inidlo, naptiklad cystein, oxidovany glutathion nebo ionty
Cu’") tak, aby vysledn4 koncentrace byla 1-20 mM a pH bylo upraveno na 7 az 9,5. V piipadé,
Ze byl pouzit cystamin dihydrochlorid, bylo pH upraveno na 9,0 + 0,3. Oxidace byla provadéna
pfi 10 az 30 °C po vhodnou dobu. V piipadé ptirodniho KGF byla oxidace provedena pridavkem
vhodného mnozstvi (NH,),SO;, napt. 1-2 M (NH,),SO; a pH bylo upraveno na hodnotu 7,5-9,5,
pfi€emzZ teplota byla udrzovana na 23 + 5 °C po ptiméfenou dobu.
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Po oxidaci bylo pH upraveno na hodnotu pohybujici se mezi 6,5 a 9,5. V ptipadé poteby byl do
roztoku pfidan pevny (NH,),SO; tak, aby jeho vysledna koncentrace nepresahla 2 M koncentraci.
Roztok byl zbaven pevnych astic predisténim filtraci pres vhodny filtr.

Filtrat — oxidovany produkt, byl dale délen pomoci HIC (hydrophobic interaction chromato-
graphy). Jako matrice pro HIC byl pouzit Butyl-650M Toyopearl (Tosohaas, Inc., Montgo-
meryville, PA, USA). Roztok obsahujici protein byl nanesen na kolonu, ktera byla piedem
ekvilibrovana roztokem obsahujicim 2 M (NH,4),SO4, 0,15 M NaCl, 20 mM NaPQOy, pH 7,0. Po
naneseni vzorku byla kolona promyta roztokem 2 M (NH,),SO4, 0,15 M NaCl a 20 mM NaPO,,
pH 7,0. Pozadovany protein byl poté eluovan snizujicim se linearnim gradientem 2 a7 0 M
(NH4),SOq, ktery byl rozpustén v roztoku 0,15 M NaCl a 20 mM NaPO,, pH 7,0. V okamziku,
kdy se zacal pozadovany protein z kolony vymyvat, coz bylo indikovano zvy3ujici se absorbanci
eluatu pfi 280 nm, byly jimany frakce. Cast kazdé frakce byla poté analyzovana pomoci SDS—
PAGE. Frakce obsahujici pozadovany protein byly spojeny, dobte promichany a byl stanoven
objem takto ziskané spojené frakce a koncentrace proteinii v této spojené frakei.

Spojeny eluat po HIC, obsahujici protein, byl poté zkoncentrovan a eluéni pufr vyménén. B&zng
byly proteiny zkoncentrovany na 5,0-10,0 mg/ml. Ultrafiltrace byla provedena s pouZzitim ultra-
filtratniho zafizeni vybaveného kazetovym systémem PTGC Pellicon (Millipore, Inc., Bedford,
MA, USA) s membranami o vhodné velikosti pora.

Po zkoncentrovani byl vzorek diafiltrovan proti vhodnému pufru. Vzorek vysly z koncentraéniho
kroku byl diafiltrovan proti roztoku obsahujicim 0,15 M NaCl a 20 mM NaPO,, pH 7,0, a to tak
dlouho, dokud se nelisila vodivost koncentratu od vodivosti roztoku 0,15 M NaCl a 20 mM
NaPO,, pH 7,0 0 méné nez 5%.

Kromé toho byl koncentrovany a diafiltrovany vzorek obsahujici proteiny prefiltrovan pfes filtry
Posidyne s velikosti pérd 0,1 um (Pall, Inc., Cortland, NY, USA). Divodem bylo odstranéni
vysrazeného materidlu a bakterialnich endotoxind, které se mohou ve vzorku vyskytovat. Po
stanoveni koncentrace proteinii v roztoku a na zikladé pozadavku na konednou koncentraci
produktu byl roztok zfedén roztokem 0,15 M NaCl a 20 mM fosforetnanu draselného, pH 7.0.
Zavérem byla provedena sterilizace filtraci pfes 0,22 um filtr. Koneény produkt byl pienesen do
apyrogenni nadoby ke skladovéni (cca pfi 5 °C) pted dal$im zpracovanim.

B. Analyza

Analyza byla provedena s pouZitim pfirozeného KGF, C(1,15)S, C(1,15)S/R(144)Q, ANI1S5,
AN23 a AN23/R(144)Q. Vsechny tyto latky byly ptipraveny s pouzitim E—coli.

Konforma¢ni stabilita

Polypeptidy byly porovnavany vzhledem ke své stabilité bshem skladovani, teploté ,.tepelného
rozbaleni (thermal unfolding transition temperatures) T,, a stabilit& v irokém spektru pH.
Stabilita béhem skladovani

Nativni KGF a C(1,15)S byly inkubovény pii 37 °C po dobu cca 24 hodin a poté byl stanoven
obsah zbylych proteini. Vysledky jsou shrnuty na obrazcich 24 az 26.

Na obrazku 25 je porovnavan nativni KGF s C(1,15)S pfi skladovani v 20 mM roztoku fosforeg-
nanu sodn¢ho, 0,15 M NaCl, pH 7,0 pii 37 °C po 27 hodin. C(1,15) vykazuje signifikantni nardst
mnoZzstvi rozpusténého proteinu relativné vaéi nativnimu KGF.,

Na obrazku 26 je porovnavan nativni KGF s C(1,15)S pfi skladovani v 0,15 M NaCl, 20 mM

NaPOy, 0,15 M NaCl, pH 7,0 pfi 37 °C. Opét zde C(1,15)S vykazuje relativné zvySenou stabilitu
viaci nativnimu KGF.
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Na obrazku 27 je porovnavana stabilita nativni KGF, AN15 a C(1,15)S pfi skladovani v PBS a
v 50 mM NaPOy, 0,15 M NaCl, pH 7,0 ptfi 37 °C po 18 hodin. Mnozstvi rozpusténého proteinu je
mnohem vyssi v roztoku s vysokym obsahem fosfore¢nanu nez v roztoku PBS (100 versus 65%).
AN15 a také C(1,15)S vykazuji jasn€ zvySenou stabilitu v porovnani s nativnim KGF. AN15 a
C(1,15)S daval také 100% vytéznost v roztoku s vysokym obsahem fosfore¢nand, jak lze
oekavat z vysledki s nativnim KGF.

Bylo téZ provedeno jedno ptedb&zné srovnani stability béhem skladovani mezi C(1,15,40)S a
C(40)S (ktery je kodovan bazemi 201 az 684 sekvence SEQ ID NO:1, s vyjimkou, ze Ser* je
koédovan AGA) a mezi C(1,15,102) a C(102)S (ktery je kdédovan bazemi 201 az 684 sekvence
SEQ ID NO:1, s vyjimkou, Ze Ser'”” je kodovan AGG). Vysledky (data nejsou ukdzana) nazna-
¢uji sniZzenou stabilitu (napt. méné rozpustného proteinu po inkubaci pfi 37 °C). Nicméné mnoz-
stvi rozpustného spravné sbaleného C(1,15,40)S proteinu, ktery byl purifikovan z média bylo
vy$$i nez mnozstvi C(40)S, coz predpoklada, ze C(1,15,40)S mize byt ve skuteCnosti stabilnéjsi
a Ze vysledky porovnéavaciho pokusu jsou nepriikazné. Predkladany vynalez zahrnuje pfednostné
analoga KGF, ktera maji jiné substituce neZ substituce na Cys*, Cys'” a Cys'® a ptednostné
vylucuji C(1,5,40)S, C(1,15,102)S a C(1,15,40,104,016).

Schopnost C(1,15)S/R(144)Q a AN23/R(144)Q zamezit agregaci pfi zvySené teploté byla téz
testovana. Vzorek obsahujici 0,5 mg/ml proteinu byl pfipraven v D-PBS. 0,5 ml kazdého ze
vzorkd bylo preneseno do tfimililitrovych sklenénych lahvicek typu 1 (type—1 glass vials).
Lahvi¢ky byly uzavieny gumovou zitkou a 13 mm hlinikovym snadno vyjimatelnym tésnénim
(flip—off aluminium seal). Tyto lahvi¢ky byly poté vlozeny do inkubatoru s teplotou 37 °C.
V pfedem stanovené Casové intervaly byly lahvicky odebrany a vzorky byly analyzovany
vzhledem ke ztrat€ rozpustnych proteint. Viditelna srazenina byla odstranéna centrifugaci 250ul
kazdého vzorku pres 0,22 pm filtr Spin-X" (Costar, Cambridge, MA, USA). Rozpustné proteiny
ve z filtrovaném roztoku byly nasledné analyzovany pomoci HPLC (size exclusion). MnoZstvi
rozpustného proteinu bylo stanoveno integraci plochy pikd na chromatogramu HPLC a vynese-
nim vysledki jako funkce zavislosti na dobé& inkubace pfi 37 °C. Vysledky jsou ukézany na
obrazku 27.

Polocasy ztraty rozpustnych monomernich proteinii byly odhadnuty z téchto kinetickych kfivek.
Tabulka 1 ukazuje polocasy ,,rozpadu* pro zbyvajici rozpustné KGF pfi skladovani pfi 37 °C pro

tyto proteiny.

Tabulka 1
Polocas rozpadu rozpustnych, monomernich proteint

Protein t1/2 ({dny)
Nativni KGF 0,6
AN23 1,1
C(1,15) ' 1,2
C(1,15)8/R(144)Q 13,3
ON23/R144Q 22,3
C(1,15)5/R(144)E 38,0
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Jak je vidét z vy3e uvedené tabulky 1 a obrazku 28, je nativni KGF agregovan nejrychleji
s polo¢asem rozpustnosti 0,6 dne. C(1,15)S/R(144)Q, AN23/R(144)Q a C(1,15)S/R(144)E
vykazuji znacny nartst rozpustného pologasu a to 13,3, 22,3 a 38 dni.

Teplotni rozbaleni

Teplotni rozvinuti bylo monitorovano pomoci cirkularniho dichroismu (CD) pii 230 nm s pouzi-
tim spektropolarimetru J-720 (Jasco, Inc., Easton, MD, USA) vybaveného teplotnim kontrolnim
systémem typu PTC-343 Peltier. Pro analyzu CD byly jednotlivé vzorky obsahujici 0,1 mg/m]
polypeptidu, které mély byt analyzovany, ptipraveny v D-PBS (Life Technologies, Inc., Grand
Island, NY, USA). 2,5 ml kazdého ze vzorki bylo preneseno do pravothlé kiemenné (Suprasil —
Hereaus Quarzschmelze, GmbH, Hnau, Germany) desetimilimetrové fluorescenéni kyvety
(Hellma Cells, Inc., Jamaica, NY, USA). Kyveta byla vloZena do teplotné kontrolovaného
systému spektropolarimetru typu Peltier. Teplotni rozvinuti bylo provadéno rychlosti 50 °C za
hodinu. Zmény v elipticité byly monitorovany pfi 230 nm jako indikatoru rozvinuti. Teplota T,
byla pro kazdy vzorek stanovena zméfenim teploty pfi které bylo 50% molekul proteinu v roz-
toku rozvinutych (Biophysical Chemistry, Cantor and Schimmel (eds), W. H. Freeman and Co.
San Francisco (1980). Hodnoty Tm kazdého ze tfi proteind jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2
Hodnoty bodi tani (melting temperature)
Protein Tm (°C)
Nativni KGF 54,0
ON15 55,0
C(1,15) 55,0
AN23 56,0
C(1,15)S/R(144})9Q 62,5
AN23/R144Q 63,0
C(1,15)8/R(144)E 63,5

Jak ukazuji tyto vysledky, C(1,15)S a AN15 maji hodnotu Tm o jeden stupeti vy3si v porovnani
s nativnim KGF. AN23 mi Tm opét o jeden stupefi vy3§i. Nicméng substituce R144Q na
C(1,15)S/R(144)Q &i AN23 piida zvySeni Tm o vice neZ 6 °C a vice nez 7 °C v porovnani
s nativnim KGF. Kromé toho je Tm u C(1,15)S/R(144)E o vice nez 9 °C vy$§i neZ Tm nativniho
KGF.

pH

Stabilita v rozmezi pH byla porovnavana u C(1,15)S/R(144)Q a C(1,15)S/R(144)E s nativnim
pH. Rozdilné pH bylo upravovéano v roztocich D-PBS ptidavkem koncentrované HCI nebo
NaOH. Pfiblizn¢ 2,35 ml D-PBS s rozdilnou hodnotou pH bylo smichéno s 100 pl 2,45 mg/ml
proteinu KGF v kfemenné kyvety. Tyto vzorky byly teplotné rozvinuty rychlosti 50 °C za hodinu
a monitorovany s pouzitim CD pfi 230 nm. Obrazek 29 ukazuje T, jako funkci pH pro nativni
KGF, C(1,15)S/R(144)Q a C(1,15)S/R(144)E. V testovaném rozmezi pH maji C(1,1 5)S/R(144)Q
a C(1,15)S/R(144)E vzdy vyssi Ty, nez nativni KGF.

Biologicka aktivita in vitro

Mitogenni aktivita C(1,15)S, AN15, AN23, AN23/R144Q, C(1,15)S/R(144)Q a C(1,15)S/R-
(144)W byla stanovena in vitro jako funkce koncentrace proteini a polovi¢ky maximalnich
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koncentraci. Tato funkce byla stanovena méfenim p#ijmu [*H] thymidinu buiikami Balb/MK
(podle metody Rubina et al. (1989, viz predchozi text). Obecn& byla koncentrace kazdého
z analogh KGF stanovena s pouzitim in vitro biologického testu a vztaZena vi&i znamému
standardu nativniho KGF. Kazdy analog KGF byl poté zfedén a testovan na biologickou aktivitu
s pouzitim Balb/MK biologického testu. Vzorky byly nejdiive nafedény pomoci média slozeného
z 50% Eagle’s MEM média (pfipraveného na zakazku), 50% F12 takté? pripraveného na zakaz-
ku, 5 pg/ml transferrinu, 5ng/ml seleni¢itanu sodného, 0,0005% HSA a 0,005% Tween 20.
Vzorky KGF byly poté pridany do 96 jamkovych desti¢ek Falcon Primeria, v kterych byly jiz
Balb/MK buiiky. Bylo mé&feno zabudovavani [* H]thymidinu béhem syntézy DNA. Tato inkorpo-
race byla poté pfepoCitana na vliv pfirozeného KGF porovnanim se standardni kfivkou pro
piirozeny KGF. Vysledky jsou prezentovéany na obrazcich 30 az 35. Jak je z téchto obrazki vidét,
testovana analoga KGF popsand na obrazcich 29 az 34 maji s nativnim KGF srovnatelnou
aktivitu,

Priklad 3: Produkce v savéich bun&énych kulturach.

Tento piiklad popisuje expresi, izolaci a charakterizaci dvou biologicky aktivnich rekombinant-
nich KGF (rKGF), produkovanych v savé¢im expresnim systému.

Lidsky gen pro KGF byl izolovan pomoci PCR, amplifikaci cDNA ziskané z bun&k normélnich
koznich lidskych fibroblasti (Clonetec, Inc., Palo Alto, CA, USA). cDNA byla pfipravena pomo-
ci reverzni transkriptdzi a poté byla pouzita PCR k amplifikaci genu pro KGF. OLIGO#25 a
OLIGO#26 byly pouzity k amplifikaci genu zcDNA a OLIGO#27 a OLIGO#28 byly pomoci
druhé PCR amplifikace pouzity k vneseni restrikénich mist Hindlll a Bglll na konce fragmentu,
tak jak je vidét na obrazku 1.

OLIGO#25 (SEQ ID NO:69): 5'-CAATCTACAATTCACAGA-3'

OLIGO#26 (SEQ ID NO:70): 5'-TTAAGTTATTGCCATAGG-3"

OLIGO#27 (SEQ ID NO:71): 5'-AACAAAGCTTCTACAATTCACAGATAGGA-3'
OLIGO#28 (SEQ ID NO:72): S'-AACAAGATCTTAAGTTATTGCCATAGG-3"

Nasledovalo klonovéani a potvrzeni sekvence DNA. Poté byl gen pro KGF pouzit. Amplifikace
byla provedena s pouzitim OLIGO#29 a OLIGO#30.

OLIGO#29 (SEQ. ID. N0:73):
5'-CGGTCTAGACCACCATGCACAAATGGATACTGACATGG-3"
OLIGO#30 (SEQ. ID. NO:74):

5'-GCCGTCGACCTATTAAGTTAT TGCCATAGGAAG-3 "'

Primer — OLIGO#29 — (sense primer) obsahoval misto Xbal a Kozakovu translatni sekvenci
(5-CCACC-3") (consensus Kozak translationn sequence) pied startovacim kodonem ATG ve
sméru k 5’ konci. Antisense primer — OLIGO#30 — obsahoval klonovaci misto Sa/l a dalii sto
kodon. Po 18 cyklech amplifikace PCR (30 sekund denaturace pii 94 °C, 40 sekund annealing pti
55°C a 40 sekund elongace pfi 72 °C) byl produkt Stépen Xbal a Sall a ligovan se stejné
vyStépenou DNA z pDSRa2 (podle metody Bourdrela et al. (1993), Protein Exp. and Purif,
4:130-140 a Lu et al. (1992), Arch. Biochem. Biophys. 298: 150-158). Vysledkem byl plasmid
KGF/pDSRa2, v kterém byl lidsky gen pro KGF umistén mezi Casny promotor SV40 a o—FSH
polyadenylovou sekvenci. Byly vybrany dva klony a analyzou sekvence DNA se potvrdila
konstrukce zadaného vektoru.
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Dva mikrogramy DNA KGF/pDSRa2 byly poté linearizovany s pouZitim Pvul. CHO buriky
(Chinese hamster ovary cells) byly den pied pouzitim vysety v mnozstvi 0,8 x 10° bungk na
60 mm petriho misku. Takto pfipravena vajicka byla transfekovana p¥ipravenou DNA s pouzitim
standardni metody vysraZenim pomoci vapenatych a fosfatovych iontd (Bourdrel et al., viz pred-
chozi text). Po dvou tydnech byly vybrany jednotlivé kolonie a pfeneseny na 24 jamkové
desti¢ky. Upravena média se po dosazeni konfluence povazovala za prosta séra a aliquoty byly
analyzovany s vyuZzitim Western blotd a s pouzitim polyklonalniho krali¢iho antiséra proti
lidskému KGF exprimovanému v E—coli.

Western bloty byly provedeny nanesenim vzorku na 12,5 % (hm./obj.) SDS polyakrylamidové
gely a naslednou elektroforézou. Poté nasledovalo pieneseni proteinii pomoci semidry elektroblo-
tovaciho zafizeni (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA, USA) na nitrocelulézovou
membranu. Preneseni probihalo jednu hodinu pfi 400 mA. Jako pienosovy pufr byl pouzit
20 mM Tris, 150 mM glycin a 20% methanol. Nitrocelulézové membrany byly blokovéany
inkubaci v roztoku 10% normalniho koziho séra v PBS. Jako primarni protilatky bylo pouzito
krali¢i antisérum pfipravené proti KGF z E—coli. Pro pouziti byly protilatky fedény 1:10000
v normalnim kozim séru v PBS a inkubovany 12 hodin pfi pokojové teploté s blokovanymi
nitrocelulézovymi membranami. Nenavazané protilatky byly poté odstranény tfemi tficetiminuto-
vymi promytimi v PBS.

Nitrocelulézové membrany byly poté inkubovany ve 100 ml roztoku 1% normalniho koziho séra
v PBS obsahujiciho sekundérni protilatky (Vectastain biotinylované kozi protilatky proti krali¢i-
mu IgG, Vector Labs, Burlingame, USA). Inkubace probihala 30 minut pfi pokojové teploté.
Nasledovalo trojnasobné desetiminutové promyti v PBS a poté 30 minutova inkubace pii pokojo-
vé teploté s 100 ml roztoku 1% normalniho koziho séra obsahujiciho streptavidin a biotinylova-
nou peroxidazu, pfipravenou podle navodu vyrobce (Vector Labs). Opét nasledovalo trojnasobné
promyti v PBS. Latky kiizové reagujici s protilatkami proti KGF byly vizualizovany inkubaci
membran ve smési 60 ul 30% (hm./obj.) H,0, ve 100 ml PBS a 50 mg 4—chlornaftolu ve 20 ml
methanolu. Reakce byla zastavena po 10 minutach, oplachnutim membran ve vodé.

Analyza blotl ukazala, ze specifické protilatky proti KGF reaguji se tiemi zietelné oddélenymi
prouzky proteini. Dva znich byly blizko sebe s molekulovou hmotnosti okolo 25-29 kDa a
jeden mél pfibliznou molekulovou hmotnost 17 kDa, ptiemz predpokladana molekulové hmot-
nost kone¢ného proteinu o 163 aminokyselinach byla 18,8 kDa. N&kolik vysoce exprimovanych
klonii sekretujicich vice nez 2,0 mg rKGF na litr (jak bylo mozné odhadnout z analyzy Western
blotii), bylo dale vy&lenéno a pieneseno (podle metody Lu, et al., viz predchozi text) do lahvi,
kde byly péstovany tak, aby vysledkem bylo velké mnozstvi média bez séra, vhodného
k purifikaci KGF pomoci iontoméni¢ové chromatografie s vyuZitim katexu a nasledné gelové
chromatografie podle postupu popsaného dale.

KGF bylo purifikovano ze tfech litrii upraveného bezsérového média tak, ze médium bylo pfimo
naneseno na iontoméni¢ovou kolonu (5 x 24 cm) naplnénou 450 ml sulfoethyl SP—Sepharosy
Fast Flow (Pharmacia), ekvilibrovanou 20 mM fosforeénanem sodnym, pH 7,5. Po promyti
kolony pétinasobnym objemem kolony roztokem 20 mM fosforetnanu sodného, 0,2M NaCl,
pH 7.5 byl rKGF vymyt linearnim gradientem od 0,2 do 1,0 M NaCl rozpusténého v 20 mM
fosfore¢nanu sodném (pH 7,5). Objem pouzitého roztoku se rovnal dvacetinisobku objemu
kolony. Byly sbirany 50 ml frakce a byla priib&zné monitorovana absorbance pti 280 nm. Protein
KGF byl detekovan analyzou &asti kazdé frakce pomoci SDS-PAGE, SDS-PAGE byla prova-
déna s pouzitim elektroforetického systému (Novex, San Diego, CA, USA) a s pouzitim pred-
pripravenych 14% Tris—glycin geli (podle metody Laemliho (1970), Nature, 227:680-685).
Vzorky byly smichany s neredukujicim SDS vzorkovym pufrem bez zahtivani pred nanasenim.
Proteiny byly detekovany barvenim Coomassie blue nebo barvenim stiibrem. Dva piky, které
byly eluovany pozdé&ji, obsahovaly proteinové prouzky odpovidajici molekulové hmotnosti
25-29 kDa a prouzek o hmotnosti 17 kDa, ktery byl detekovan Western blotem. Frakce obsahu-
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jici kazdy z téchto dvou pikd byly separatné koncentrovany na objem mensi nez 1 ml a poté byly
dale déleny gelovou filtraci.

Ke gelové filtraci byly pouzity kolony Superdexu—75 (HR 10/30, Pharmacia) ekvilibrované PBS
o pH 7,2. Kolona byla nekalibrovana s pouzitim nésledujicich zndmych standardd molekulovych
vah (BioRad, San Francisco, CA, USA): thyroglobulin (670 kDa), gama—globulin (158 kDa),
ovalbumin (44 kDa), myoglobin (17 kDa) a vitamin B—12 (1,4 kDa). Tyto purifika¢ni kroky
vedly k pfiblizné 2000 nasobnému obohaceni o rKGF, zvl4sté o 17 kDa a 30kDa proteiny, jak
ukazalo barveni st¥ibrem.

V ptipade latky s vy3si molekulovou hmotnosti, byl rKGF eluovan jako velky symetricky pik
(dle absorbance pti 280nm), ktery byl nazyvan KGF-a. Jestlize bylo pomoci SDS-PAGE analy-
zovano menSi mnozstvi latek z této frakce (3pg/linii oproti 6ug/linii) objevily se dva prouzky
s rozdilem molekulovych vah cca 1-3kDa. V piipadé latek s nizsi molekulovou vahou, které byly
nazyvany KGF-b, vedla gelova filtrace k pipravé proteinu majiciho pfedpokladanou pohybli-
vost. Pro oba typy proteini (KGF-a i KGF-b) byla celkova vytéznost purifikace asi 30 az 40%.

Dale bylo analyzovano aminokyselinové slozeni KGF—a i KGF-b. Tyto analyzy byly provedeny
na automatickém sekvenatoru (Model 477A nebo 470A, Applied Biosystem. Inc., Foster City,
CA, USA) vybaveném on-line PTH aminoanalyzatorem (Model 120A) a systémem sbéru dat
(Model 900A) (podle metody Lu et al., (1997), J. Biol. Chem., 266: 8102-8107). Edmanovy
sekvenéni analyzy KGF-a ukéazaly N—terminalni sekvenci X-N-D-M-T-P-E-Q-M-A-T-A-
V-X-X5-S- (SEQ ID NO:75). Minoritni sekvence zaCinajici od tfeti N~terminalni amino-
kyseliny — kyseliny aspartamové — byly p¥itomny v mnozstvi 1,6% celkového sekvenovatelného
proteinu. X1, X2 a X3 nebyly urdeny z divodii nepfitomnosti PTH (phenylthiohydantoinyl)
aminokyselinového signélu bdhem sekvenéni analyzy.

Je zajimavé, Ze analyza sekvence N-terminalového konce KGF-b odhalila sekvenci S—Y—D—Y—
M-E-G-G-D-I-R-V- (SEQ ID NO:76), naznaCujici, ze se jedna o formu KGF zkricenou na
N—terminalovém konci, kde byl KGF proteolyticky rozitépen v peptidové vazbé Arg”-Ser?.

K dalsi charakterizaci purifikovanych KGF-a a KGF-b byly proteiny za pouziti znamych technik
vystaveny pusobeni glykosidaz (neuraminidaze, O—glycanaze a/nebo N-glykanaze) (Sasaki et al.
(1987), J. Biol. Chem, 262:12059-12076; Takuchi et al. (1988), J. Biol. Chem., 263:3657-3663,
Zsebo et al. (1990), Cell. 63:195-201). Vysledky ukazuji, ze KGF-a obsahuje N— a O— véazané
cukry, ackoliv forma KGF-a s niz$i molekulovou hmotnosti obsahuje pravdépodobné pouze
N-vézané cukry. Pouziti glykosiddz nezpiisobilo snizeni molekulové hmotnosti u KGF-b, coz
naznacuje, ze molekula neni glykosilovana.

Glykosilace KGF-a byla dale charakterizovana pomoci hmotové spektrometrie peptidi vzniklych
pusobenim endoproteasy Glu~C. Objasnéni cukerné struktury glykopeptidit pomoci metody hmo-
tové spektrometrické analyzy (stepped orifice method) bylo s uspéchem pouzito na dalsi proteiny
(Huddleston et al. (1993), Anal. Chem., 65: 877-884; Carr et al. (1993). Prot. Sci., 2:183-196).
Zd4 se, ze Thr” je &astednd glykosilovany, coz bylo potvrzenim izolaci neglykosylovanych
peptidi. Podobnd hmotové spektrometrické analyza Asn' ptedpoklada mikroheterogenity
v glykosilaci s bi, tri a tetra anténnimi strukturami, s riznym stupném sialylace.

Tabulka 3 shrnuje koncentrace KGF stimulujici inkorporaci [*H]thymidinu keratinocytd praveé
polovi¢ni rychlosti maximalni rychlosti (podle metody Rubina et al. (1989, viz predchozi text).
Interakce s receptory pro KGF byla stanovena s pouzitim membranové frakce obsahujici
receptory pro KGF. Tato frakce byla pFipravena z mysich (Balb/MK) epidermalnich keratinocyti
(podle postupu popsaného Massaguem (1932), J. Biol. Chem., 258: 13614—13620). Konkrétng
byly rizné formy KGF zfedény 50 mM Tris—=HCI, pH 7,5, obsahujicim 0,2% hovéziho serum-
albuminu tak, aby koncentrace KGF byla v rozmezi od 0,8 ng do 100 ng na 50 pl. Poté byly
Jednotlivé inkubovény s membranovou frakei (75 ng/ml) a KGF ziskanym z E—coli a znacenym
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1 (1,5 ng). Experimenty s vazbou na receptor a kompeti¢ni experimenty byly provadény pi
4 °C po dobu 16 hodin. Po této dobé& byly vzorky odebrany, centrifugovany a promyty dvakrat
vySe uvedenym zfed'ovacim pufrem. Udelem tohoto promyti bylo odstranéni nenavazaného a
nespecificky vazaného znadeného KGF. Poté byla ve vzorcich méfena zbyla radioaktivita.
Kompeticni kiivky pro vazbu mezi KGF a znadenym KGF byly vyneseny jako mnoZzstvi nevytés-
néného KGF (v procentech) versus koncentrace kazdého vzorku KGF. Tabulka 3B shrnuje
koncentrace KGF (v ng/ml) potiebné k dosazeni 60% nevytésnéni proti znatenému KGF
(ptipravenému z E—coli).

Tabulka 3A
Koncentrace KGF stimulujici inkorporaci [’H] thymidinu do keratinocytii pfi rychlosti rovnajici
se poloving rychlosti maximalni

Formy ng/ml
E-coli KGF 10

KGF - a 30

KGF - b 30

Tabulka 3B
Koncentrace KGF potiebné k dosaZeni 60% nevytdsnéni proti znacenému KGF ziskanému
z E—coli.
Forma ng/ml
KGF z E. coli 65,8
KGF-a 83,5
KGF-b 89,1

Jak je vidét v tabulce 3A KGF-a a KGF-b stimuluji zabudovavani [’H] thymidinu srovnatelné
pfi¢emZ koncentrace potfebna k dosaZeni poloviéni rychlosti maximalni rychlosti zabudovavani
Je pro oba analogy cca 30 ng/ml. Znamen4 to, e zkraceni molekuly nesnizuje jeji biologickou
aktivitu. Tato dvé analoga maji ptiblizné trikrat nizsi aktivitu ne KGF ziskané z E~coli — KGF
plné délky. Jak je vidét v tabulce 3B, kompeticni experimenty s pouzitim radioreceptorového
testu ukazuji, Ze KGF ziskané z E—coli, KGF—-a a KGF-b maji podobnou vazebnou aktivitu na
receptor.

Piiklad 4: Biologicky test in vivo KGF polypeptidii produkovanych v savéich bun&inych
kulturach a bun&&nych kulturach E. coli.

Bylo ukazano, Ze jedna subkutanni davka KGF vede u mySi béhem ¢tyfiadvaceti hodin ke
zvyseni koncentrace cholesterolu v séru a to v zavislosti na velikosti davky. Také nativni KGF,
KGF-a, C(1,15)S, AN15 a AN23 zvy3uji sérovy cholesterol v zavislosti na vysce davky.

Kazda testovaci skupina obsahovala pét samic Balb/c mySi (18-20 gm) ziskanych z CRL.

Proteiny byly nafedény pomoci 0,9% izotonického roztoku tak, aby vysledny injekovany objem
byl 100 ul na my3. Kazd4 my3 byla oSetrena Jednou podkoni injekei obsahujici nasledujici davky:
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Skupina Injekovanad latka Velikost davky (mg/kg)

1 Nativni KGF 0,1
Nativni KGF 0,25

Nativni KGF -0,5

Nativni KGP 1

Nativni KGF 5

2 C(1,15)s 0,1
C(1,15)s 0,25

C(1,15)s 0.5

C{1,15)s 1

C(1,15)s 5
3 AN15 0,25
AN1S 0,5

AN1S 1

AN1S 5

4 AN23 0,1
AN23 0,5

AN23 1

AN23 5
5 KGF-a 0,01
KGF-a 0,05
KGF-a 0,1
KGF-a 0,5

6 Kontrola (izoton. roztok) -

Ctytiadvacet hodin po injekci byly mysi usmrceny a vykrvaceny propichnutim srdce. Ve
vzorcich krve byl stanoven sérovy cholesterol. Jak je vidét z obrazku 35, kazdy z testovanych
analogii KGF mél ucinek na zvy3eni sérového cholesterolu v zavislosti na velikosti davky. Nebyl
nalezen ztejmy rozdil v bioaktivité mezi kterymkoliv z testovanych analogti KGF.

In vivo model diabetu

Chemicky indukované modely diabetes mellitus vriznych Zivo¢isnych druzich byly klasicky
pouZivany ke studiu této nemoci a k jeji o3etieni. Streptozotocin indukuje diabetes u mysi, krysy,
kfecka, psa a opice, atkoliv studie pouzivajici krysy a mysi jsou nejéast&ji (Junod et al., Proc.
Soc. Exp. Pio. Med. 126: 210-205 (1967); Rerup, Pharm. Rev. 22:485-518 (1970); Rossini et al.,
P:N:A:S: 74:2485-2489 (1977); Ar'Rajab and Ahren, Pancreas 8:50-57 (1993). Davka strepto-
zotocinu (45 az 70 mg/kg) podana jako jedna podkoni injekce vyvolava u krys stabilni
onemocnéni. Davky pod 45 mg/kg vyvolavaji prechodny stav, ktery je vratny. B&hem jednoho
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dne po podani streptozotocinu je indukovén hyperglykemicky stav. Hladina inzulinu v krvi
z0stava v podstaté nezmén&na v porovnani s normalnimi krysami, ale celkovy obsah inzulinu a
C-—peptidu v pankreasu je velice snizen. Krysy manifestuji klasické znaky a symptomy diabetu
lidi: zvySena hladina glukozy v krvi (hyperglykémie), glukéza v moéi (glukosurie), zvysena
Ziznivost (polydipsie), zvysena tvorba mogi (polyurie), zvySena chut k jidlu (hyperphagie).

Studie popisované v tomto vynélezu byly provadény na modelovych krysach Sprague-Dawley
s streptozotocinem indukovanym diabetem. Na po&atku pokusu byly pouzity samci krys vazici
200-260 grami. Diabetes byl indukovan jedinou intravenézni injekci streptozotocinu rozpusténé-
ho v citratovém pufru (sodna siil kys. citronové) (davka byla 50 mg streptozotocinu na kg télesné
vahy). Zdravé kontrolni krysy byly oSetfeny jednou intravendzni injekei pufru citratu sodného
Jako kontroly. KGF byl podavén denné jako podkozni injekce. Davka byla 3 nebo 5 mg/kg/den
v zvislosti na experimentu. V prvnim experimentu byla terapic pomoci KGF zapocata dva dny
pied indukei diabetu a pokragovala po indukei az do celkového mnoZstvi osmi injekci. Ve dru-
hém a tfetim experimentu byla KGF terapie (podavéna podkozné) zapocata jeden den po indukei
diabetu streptozotocinem. Ve &tvrtém experimentu byla sedmidenni KGF terapie zah4jena sedm
dni po aplikaci streptozotocinu a zvitata byla poté sledovana dalSich 12 tydni. Ve viech experi-
mentech s vyjimkou &tvrtého experimentu byly pro analyzy urCeny hladina glukézy v krvi,
hladina glukézy v mo¢i a mnozstvi mogi. Navic byly v nékterych experimentech sledovany
piijem vody, hladina C-peptidu v mo&i nebo celkové mno¥stvi inzulinu nebo C—peptidu
v pankreasu. Ve ¢tvrtém experimentu byla jako jedina hodnota sledovana hladina glukézy v krvi.
Protoze je velkd frakce inzulinu odstranéna z krevniho ob&hu Jatry je méfeni koncentraci
periferniho inzulinu odrazem dé&jii post-hepatitického metabolismu, spiSe nez sekrece inzulinu
z pankreasu. Proto je méfeni C—peptidu ¢asto déléno a pouzivano Jako periferni marker sekrece
inzulinu. C—peptid je produkovén p¥i procesu tvorby inzulinu z pro—inzulinu. Inzulin a C—peptid
jsou extrahovany jatry.

Tato studie se zabyvala vlivem rKGF na diabetes indukovany streptozotocinem u krys
Sprague-Dawley. V den 0 byla skupina krys exponovana davce 45 nebo 50 mg/kg strepto-
zotocinu (STZ). Po tomto zakroku byla u krys denné sledovéana hladina glukozy s cilem stanovit
rozsah indukce diabetes. Paty den byla zvifata ofetfeni STZ rozdélena do dvou skupin
v zavislosti na rozsahu hyperglykemie. Dé&lici bod byl stanoven na hladinu glukézy v krvi
rovnajici se 300 mg/dl. Skupina zvifat nevystavenych pilisobeni STZ slouzila jako kontrolni.
Sedmy den byla deseti zvifatim z kazdé hyperglykemické skupiny podana davka AN23
(3 mg/kg/den) nebo PBS ve formé podkozni injekce. Hladina glukozy byla poté sledovéana denng,
kazdy druhy den nebo tydné (vysledky Jjsou zobrazeny na obrazku 51). Je vidét, ze u zvitat
vystavenych piisobeni STZ z obou skupin signifikantné poklesla hladina glukézy po dobu poda-
vani AN23. Je dilezité, Ze pramérna hladina glukozy poklesla u zvifat, ktera méla na podatku
hladiny glukézy vys3i nez 300 mg/dl na stabilni hodnotu okolo 150 mg/dl, kdeZto u zviiat, ktera
méla na pocatku hladinu glukozy nizsi nez 300 mg/dl, klesla hladina glukozy pouze prechodné.
Je tfeba si téz viimnout, Ze denni rozsah neni linearni.

Piedkladany vynélez byl vyse popsan obecné i na konkrétnich pfikladech. Je ztejmé, Ze odbornici
odhali dalsi obmény a modifikace vyse popsanych postupti.
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Informace o SEQ ID NO:1:

(1) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 862 parii bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet tetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i1) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:1:

CAATCTACAA TTCACAGATA GGAAGAGGIC

TTCATTTTCA

TACTGACATG

TGGGTACTAT

ACTGTTCCAG

GAGTGAGAAG

TAAAAGGGAC

TTGGAATTGT

GAAMAACTCTA

AAARACCATTA

TTGCCTTAAA

CAGCCCACTT

CCAGCAGGGA

TATTTTITAG

TTATGTTATT

GATCCTGCCA

ATCTTTAGCT

CCCTGAGCGA

ACTCTTCIGT

CCAAGAGATG

GGCAATCAAA

TGCAAAGAAA

CAACACATAT

TCAAAAGGGG

TCITCCTATG

GATTTCTTTA

TAATCAAGAA

GTGCATTTAT GTTTGTTTTA

CATGAACACC
ACTTTGCTCT
TGCAATGACA
CACACAAGAA
CGAACACAGT
AAGAATAATT
GGGGTGGAAA
GAATGCAATG
GCATCAGCTA
ATTCCTGTAA
GCAATAACTT
AGTGGACTGT
AGGCTGGAAA

AG

(2) Informace o SEQ ID NO:2:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 194 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézci: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:2:

AATGACCTAG
CGGAGCACTA
ACAGATCATG
TGACTCCAGA
GTTATG%TTA
GGTACCTGAG
ACAATATCAT
GTGAATTCTA
AAGATTGTAA
AATGGACACA
GAGGAAAAAA
AATTGCATAT
TTITCTTTICIT

AACTACTGAA

-30 -

GAGTAACAAT

CACTATAATG

CTTTCACATT

GCAAATGGCT

CATGGAAGGA

GATCGATAAA

GGAAATICAGG

TCTTGCAATG

CTTCAAAGAA

CAACGGAGGS

AACGAAGAAA

GGTATATAAA

CTCAAAATTT

ARACTGATCA

CAACTCAAGA

CACAAATGGA

ATCTGTCTAG

ACAAATGTGA

GGGGATATAA

AGAGGCAAAG

ACAGTGGCAG

AACAAGGAAG

CTAATTCTGG

GAAATGTTIG

GAACAAAARA

GAACCCAGTT

TCTTTCCTTT

AGCTGGACTT

120

130

240

300

540

600

€69

780

840

862
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)

Met

Ser

Asn

Arg

65

Lys

Ile

Val

Ala

Glu

145

Gly

Lys

Ila

His Lys
Cys Phe
Asp Met

3s
Glu Arg
50
Val Arg
Arg Gly
Met Glu
Glu Ser

115

Lys Lys
130

Asn His
Glu Met

Lys Thr

Thr

Trp

His

20

Thr

His

Arg

Lys

Ile

1400

Glu

Glu

Tyr

Phe

Lys
180

Ile Leu

Ile Ile

Pro Glu

Thr Arg

Leu Phe
70

Val Lys
85

Arg Thr

Phe Tyr

Cys Asn

Asn Thr
150

val Ala
163

Lys Glu

Informace o SEQ ID NO:3:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 595 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

CzZ 297329 Bé6

Thr

Cys

Gln

Ser

55

Cys

Gly

val

Leu

Glu

135

Tyr

Leu

Gln

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:3:

Trp

Leu

Met

40

Tyr

Arg

Thr

Ala

Ala

120

Asp

Ala

Asn

Lys

-31-

Ile Leu
10

vVal Gly
25

Ala Thr

Asp Tyr

Thr Gla

Gln Glu
30

vVal Gly
108

Met Asn

Cys Asn

Ser Ala

Gln Lys

170

Thr Ala
185

Pro

Thr

aAsn

Met

Trp

75

Met

Ile

Lys

Phe

Lys

155

Gly

His

Thr

Ile

val

Glu

60

Tyr

Lys

Val

Glu

Lyas

140

Trp

Ile

Phe

Leu
Ser
Aan
45

Gly

Leu

Asn

Gly

125

Glu

Thr

Pro

Leu

Leu

Leu

30

Cys

Gly

Arg

Asn

Ile

1i¢

Lys

Leu

His

val

Pro
190

Tyr

Ala

Ser

Asp

Ile

Tyr

95

Lys

Leu

Ile

Asn

Arg

175

Met

Arg

Cys

Ser

Ile

Asp

80

Asn

Gly

Tyr

Leu

Gly

160

Gly

Ala



ATCGATTTGA

TGCTGTGGCT

GCAAATGGCT

CATGGAAGGA

GATCGATAAA

GGAAATCAGG

TCTTGCAATG

CTTCAAAGAA

CAACGGAGGG

AACGAAGAAA

TTCTAGAAGG

CTGGCAGGTT

ACAAATGTGA

GGGGATATAA

AGAGGCAAAG

ACAGTGGCAG

AACAAGGAAG

CTAATTCTGG

GAAATGTTTG

GAACAAAAAAN

CZ 297329 B6

AGGAATAACA

TCGCAACTAG

ACTGTTCCAG

GAGTGAGAAG

TAAAAGGGAC

TTGGAATTGT

GAAAACTCTA

AAAACCATTA

TTGCCTTAAA

CAGCCCACTT

(2) Informace o SEQ ID NO:4:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 186 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézci: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i)
(xi)

Mer

Phe Ala

Ala Thr

Asp Tyr

S0
Thr Gln
65

Gln Glu

Val Gly
Met

Aan

Asn
130

Cys

Ser Ala

145

Gln Lys

Thr Ala

Thzx
20

Asn
35

Met Glu Gly Gly

Trp Tyr

Met Lys

85
Ile Val
100
Lys Glu
118

Phe Lys

Lys Trp

Gly Ile

Ser Ala His

Val Asn Cys

Leu

Asn

Ala

Gly

Glu

Thr

Pro

Typ molekuly: protein
Popis sekvence: SEQ ID NO:4:

Lys Lys Arg Ala Arg Ala
S

Ala

Ser

Asp
55
Arg Ile
70

Asn Tyr

Ile Lys
Leu

Lys

Ile
135

Lau

His
15¢

Asn

Val Arg

165

His Phe

180

Leu

Pro Met

TATGAAAAAG
TGCACACGCG
CCCTCAGCGA
ACTCTTCTGT
CCAAGAGATG
GGCAATCAAA
TGCAAAGAAA
CAACACATAT
TCAAAAGGGG

TCTTCCTATG

Ile Ala

10

Cys Asn

25

Ser
40

Ile

Asp Lys

Asn Ile

30

Val
105

Gly

Tyr Ala

120

Leu Glu

Gly Gly

Gly Lys

Ile Axa

Asp Met

Glu Arxg

Val arxg

Arg

Het

Glu

Lys

Asn

Glu

Lys

CGCGCACGTG
TGCAATGACA
CACACAAGAA
CGAACACAGT
AAGAATAATT
GGGGTGGAAA
GAATGCAATG
GCATCAGCTA
ATTCCTGTAA

GCAATAACTT

vVal

Thr

Gly
75

Lys
Glu Ile
Ser

Glu

Lys Glu

Ala

Pro

Thr
43

Leu

Val

Arg Thr

Phe

Cys

CTATCGCCAT
TGACTCCAGA
GTTATGATTA
GGTACCTGAG
ACAATATCAT
GTGAATTCTA
AAGATTGTAA
AATGGACACA
GAGGAMAAAA

AATAG

15

30

Phe Cys

Lys Gly

val
85
Tyr Leu
110

Asn Glu

125

His Tyr

140

Met
1SS

Phe

Thr Lys

170

Ala Ile

185

-32.

Thr

Asn

Val

Lys

Thr Tyr

Ala Leu

Glu
1785

Gln

60

120

240

300

360

42¢C

480

Leu Ala Gly

Glu Gln Met

Axrg Ser Tyr

Arg

Thr

8¢

Ala

Ala

Asp

Ala

Asn
160

Lys
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(2) Informace o SEQ ID NO:5:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 499 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Poget fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:5:
TATGTGCAAT GACATGACTC CAGAGCAAAT GGCTACAAAT GTGAACTGTIT CCAGCCCTGA
GCGACACACA AGAAGTTATG ATTACATGGA AGGAGGGGAT ATAAGAGTGA GAAGACTCIT
CTGTCGAACA CAGTGGTACC TGAGGATCGA TARAAGAGGC AAAGTAAAAG GGACCCAAGA

GATGAAGAAT AATTACAATA TCATGGAAAT CAGSACAGTIG GCAGTTGGAA TTGTGGCAAT

CAMAGGGGTG GAAAGTGAAT TCTATCTTGC AATGAACAAG GAAGGAAAAC TCTATGCAAA
GAAAGAATGC AATGAAGATT GTAACTTCAA AGAACTAATT CTGGAAAACC ATTACAACAC

ATATGCATCA GCTAAATGGA CACACAACGG AGGGGAAATG TTTGTTGCCT TAAATCAAAA

GGGGATTCCT GTAAGAGGAA AAAAAACGAA GAAAGAACAA AAAACAGCCC ACTTICTTCC

TATGGCAATA ACTTAATAG

(2) Informace o SEQ ID NO:6:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 164 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet tetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:6:

-33-
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20

Met

Sarx

Asp

Ile

Tyr

65

Lys

Leu

Ile

Asn

Arg

145

Met

Cys

Ser

Ila

Asp

50

Asn

Gly

Tys

Lau

Gly

130

Gly

Ala

Asn

Pro

Arg

35

Lys

Ile

Val

Ala

Glu

115

Gly

Lys

Ile

Asp

Glu

20

vVal

Azg

Met

Glu

Lys

100

Glu

Lys

Thr

Met

Arg

Axg

Gly

Glu

Ser

85

Lys

His

Mat

Thr

(2) Informace o SEQ ID NO:7:

Thr

His

Arg

Lys

Ile

70

Glu

Glu

Tyr

Phe

Lys
150

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 25 part bazi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcti: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii)) Typ molekuly: cDNA

CZ 297329 B6

Pro

Thr

Leu

val

35

Arg

Phe

Cys

Asn

val

135

Lys

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:7:

CAATGACCTA GGAGTAACAA TCAAC

(2) Informace o SEQ ID NO:8:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 26 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy

(D) Topologie: neznama

Glu

Arg

Phe

40

Lys

Thr

Tyr

Asn

Thr
120

Glu

-34 -

Gln

Ser

25

Cys

Gly

val

Leu

Glu

105

Tyr

Leu

Met

10

Tyr

Arg

Thr

Ala

Ala

90

Asp

Ala

Asn

Lys

Ala

Asp

Thr

Gln

val

75

Met

Cys

Ser

Gln

Thr
15%

Thr

Tyr

Gln T

Glu

€0

Gly

Asn

Asn

Ala

Lys

140

Ala

Asn

Meat

Ile

Lys

Phe

Lys

125

Gly

His

Val Asn
15

Glu Gly
30

Tyxr Leu

Lys aAsn

val Ala

Glu Gly
35

Lys Glu
110
Trp Thr

Ila Pro

Phe Leu

Cys

Gly

Arg

Asn

Ile

80

Lys

Leu

His

Val

Pro
160

25
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(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:8:

AAAACAAACA TAMATGCACA AGTCCA

(2) Informace o SEQ ID NO:9:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 26 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:9:

ACAACGCGTG CAATGACATG ACTCCA

(2) Informace o SEQ ID NO:10:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 31 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet tetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:10:

ACAGGATCCT ATTAAGTTAT TGCCATAGGA A

(2) Informace o SEQ ID NO:11:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 27 parG bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet retézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:11:

ACACATATGT GCAATGACAT GACTCCA
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(2) Informace o SEQ ID NO:12:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 37 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézell: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:12:

CTGCGTATCG ACAAACGCGG CAAAGTCAAG GGCACCC

(2) Informace o SEQ ID NO:13:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 44 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:13:

AAGAGATGAA AAACAACTAC AATATTATGG AAATCCGTAC TGTT

(2) Informace o SEQ ID NO:14:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 37 part bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:14:

GCTGTIGGTA TCGTTIGCAAT CAAAGGTGTT GAATCIG

(2) Informace o SEQ ID NO:15:
(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 45 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézeii: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

-36 -
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:15:

TCTTGGGTGC CCITGACTTT GCCGCGTTTG TCGATACGCA GGTAC

(2) Informace o SEQ ID NO:16:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 45 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet tet€zcii: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:16:

ACAGCAACAG TACGGATTITC CATAATATTG TAGTTGITTT TCATC

(2) Informace o SEQ ID NO:17:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 36 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézel: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:17:

AATTCAGATT CAACACCTIT GATTGCAACG ATACCA

(2) Informace o SEQ ID NO:18:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 20 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet tetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:18:

AGITTTGATC TAGAAGGAGG

(2) Informace o SEQ ID NO:19:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 20 part bazi

-37-
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(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: nezndmy
(D) Topologie: neznama
(i) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:19:

TCAAAACTGG ATCCTATTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:20:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 91 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézeli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:20:

AGTTTTGATC TAGAAGGAGG AATAACATAT GTGCAACGAC ATGACTCCGG AACAGATGGS

TACCAACGTT AACTGCTCCA GCCCGGAACG T

(2) Informace o SEQ ID NO:21:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 90 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: nezndmy
(D) Topologie: neznama

(ii)) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:21:

CACACCCGTA GCTACGACTA CATGGAAGGT GGTGACATCC GTGTTCGTCG TCIGTTICTIGC

CGTACCCAGT GGTACCTGCG TATCGACAAA
(2) Informace o SEQ ID NO:22:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 90 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

-38-
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:22:

CGTGGTAAAG TTAAAGGTAC CCAGGAAATG AAAAACAACT ACAACATCAT GGAAATCCGT

ACTGTTGCTG TTGGTATCGT TGCAATCAAA

(2) Informace o SEQ ID NO:23:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 90 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Poget fetézci: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:23:

GGTGTTGAAT CTGAATTCTA CCTGGCAATG AACAAAGAAG GTAAACTGTA CGCAAAAAAA

GAATGCAACG AAGACTGCAA CTTCAAAGAA

(2) Informace o SEQ ID NO:24:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 90 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:24:

CTGATCCTGG AAAACCACTA CAACACCTAC GCATCTGCTA AATGGACCCA CAACGGTGGT

GAAATGTTCG TTGCTCTGAA CCAGAAAGGT

(2) Informace o SEQ ID NO:25:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 88 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Podet fetézcii: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:25:

-39-
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ATCCCGGTTC GTGGTAAAAA AACCAAAAAA GAACAGAAAA CCGCTCACTT CCTGCCGATG

GCAATCACTT AATAGGATCC AGTTTTGA

(2) Informace o SEQ ID NO:26:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 20 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Podet fetézcii: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:26:

TACGGGTIGTG ACGTTCCGGG

(2) Informace o SEQ ID NO:27:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 20 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:27:

CTTTACCACG TTTGTCGATA

(2) Informace o SEQ ID NO:28:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 20 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:28:

ATTCAACACC TTTGATTGCA

(2) Informace o SEQ ID NO:29:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 20 paru bazi
(B) Typ: nukleové kyselina

- 40 -
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(C) Pocet fetézcu: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i1) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:29:

CCAGGATCAG TTCITTGAAG

(2) Informace o SEQ ID NO:30:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 20 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ 1D NO:30:

GAACCGGGAT

ACCTTICTGG

(2) Informace o SEQ ID NO:31:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 495 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:31:

ATGTCTAATG ATATGACTCC GGAACAGATG

CGTCACACGC

TGCCGTACCC

ATGAAAARCA

AAMGGTIGTTG

ARAGAATGCA

TACGCATCTG

GGTATCCCGG

ATGGCAATCA

GTTCCTACGA

AGTGGTACCT

ACTACAATAT

AATCTGAATIT

ACGAAGACTG

CTAAATGGAC

TTCGTGGTAA

CTTAA

CTACATGGAA

GCGTATCGAC

TATGGAAATC

CTACCTGGCA

CAACTTCAAA

CCACAACGGT

AMAAACCAAA

GCTACCAACG

GGTGGTGACA

AAACGCGGCA

CGTACTGTIG

ATGARCAAAG

GAACTGATCC

GGTGAAATGT

TTAACTCCTC
TCCGCGTACG
AAGTCAAGGG
CTGTTGGTAT
AAGGTARACT
TGGAAAACCA

TCGTTGCTICT

AAAGAACAGA AMACCGCTCA

-4] -

CICCCCGGAA
TCGTCTGTTC
CACCCAAGAG
CGTTGCAATC
GTACGCAAAA
CTACAACACC
GAACCAGAAA

CTTCCTGLCG
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(2) Informace o SEQ ID NO:32:

)

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 164 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(ii) Typ molekuly: protein

(C) Poget fetézcii: neznamy

(D) Topologie: neznama

CZ 297329 B6

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:32:

Met Ser Asn Asp Met Thr Pro Glu

1

Ser

Asp

Ile

Tyr

65

Lys

Lau

Ile

Asn

Arxg
145

5

Ser Pro Glu Arg His Thr Arg Ser

20

25

Met Ala Thr Asn Val Asn Ser

10

15

Tyr AsSp Tyr Met Glu Gly Gly

Ile Arg Val Arg Arg Leu Phe Cys Arg Thr 'Gln

Asp
50

Asn

Gly

Tyr

Leu

Gly

130

Gly

35

Lys Arg

Ile Met

val Glu

Ala Lys

100

Glu Aan
115

Gly Glu

Lys Lys

Met Ala Ile Thr

Gly

Glu

Ser

85

Lys

His

Met

Thz

Lys

Ile

70

Glu

Glu

Tyr

Phe

Val

55

Arg

Phe

Cys

Asn

val
135

40

Lys

Thr

TyT

Asn

Thr

120

Ala

Lys Lys Glu

150

Informace o SEQ ID NO:33:

(i)

Charakteristika sekvence
(A) Délka: 483 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcii: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:33:

Gly

val

Leu

Glu

105

Tyr

Leu

Gln

42 -

Thr

Ala

Ala

30

Asp

Ala

Asn

Lys

Gln Glu
£0

Val Gly
75

Mat Asn

Cys Asn

Ser Ala

Gln Lys

140

Thr Ala
155

Trp
45

Met

Ile

Lys

Phe

Lys

125

Gly

His

30

Tyr Leu

Lys Asn

val Ala

Glu Gly

95
Lys Glu
110
Trp Thr

Ile Pro

Phe Leu

Arg

Asn

Ile

80

Lys

Leu

His

val

Pro
160
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ATGACTCCGG AACAGATGGC

TCCTACGACT ACATGGAAGG

TGGTACCTGC GTATCGACAA

TACAATATTA TGGAAATCCG

TCTGAATTCT ACCTGGCAAT
GAAGACTGCA ACTTCAAAGA

AAATGGACCC ACAACGGTGG
CGTGGTAAAA AAACCAAAAA

TAA

CZ 297329 B6

TACCAACGTT AACTCCTCCT CCCCGGAACG TCACACGCGT
TGGTGACATC CGCGTACGIC GTICTGTTCTG CCGTACCCAG
ACGCGGCAAA GTCAAGGGCA CCCAAGAGAT GAAAAACAAC
TACTGTTGCT GTTGGTATCG TTGCAATCAA AGGTGTTGAA

GAACAAAGAA GGTAAACTGT ACGCAAAARA AGAATGCAAC

ACTGATCCTG GAAAACCACT ACAACACCTA CGCATCTGCT
TGAMAATGTTC GTTGCTCTGA ACCAGAAAGG TATCCCGGTT

AGAACAGAAA ACCGCTCACT TCCTGCCGAT GGCAATCACT

(2) Informace o SEQ ID NO:34:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 160 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Poget fetézcii: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:34:

Me:r Thr Pro Glu Gln Met Ala Thr Asn Val Asn Ser Ser Ser Pro

1 5

10 15

Arg His Thr Arg Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile Azg

20

25 30

Arg Arg Leu Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg Ile Asp Lys

35

40 45

Gly Lys Val Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn Tyr Asn lle

50

6%

535 60

Glu Ile Arg Thr Val Ala Val Gly Ile Val Ala Ile Lys Gly Val

70 75

Ser Glu Phe Tyr Lau Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu Tyr Ala

85

%0 95

Lys Glu Cys Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu leu Ile Leu Glu

100

105 110

His Tyr Asn Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His Asn Gly Gly

115

120 125

Met Phe Val Ala Leu Asn Gln lys Gly Ile Pro Val Arg Gly Lys

130

Thr Lys Lys Giu Gln Lys Thr Ala His Phe Leu Pro Met Ala Ile Th

145

135 140

150 153
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(2) Informace o SEQ ID NO:35:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 480 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Potet fetézeli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

CZ 297329 B6

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:35:

ATGACTCCGG AACAGATGGC TACCAACGTT AACTCTTCIC

TACGACTACA TGGAAGGTGS TGACATCCGC GTACGTCGIC

TACCTGCGTA TCGACAAACG CGGCAAAGTC AAGGGCACCC

AATATTATGG AAATCCGTAC TGTTGCTGTIT GGTATCGITG

GAAITCTACC TGGCAATGAA CAARGAAGGT AAACTGTACG

GACTGCAACT TCAAAGAACT GATCCTGGAA AACCACTACA

TGGACCCACA ACGGTGGTGA AATGTTCGTT GCTCTGAACC

GGTAAAAAAA CCAAAAAAGA ACAGAAMAACC GCTCACTICC

(2) Informace o SEQ ID NO:36:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 159 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:36:

CTGAACGTCA

TGTTCTGCCG

AAGAGATGAA

CAATCAAAGG

CAAAAAAAGA

ACACCTACGC

AGAAAGGTAT

TGCCGATGGC

TACGCGTTCC

TACCCAGTGG

AMACBACTAC

TGTTGAATCT

ATGCAACGAA

ATCTGCTAAA

CCCGGTTCGT

AATCACTTAA

120

18¢C

240

[}
fn )

Lo
(23
[as}

420

480

Met Thr Pro Glu Gla Met Ala Thr Asn Val Asn Ser Ser Pro Glu Arg

1

S

10

15

His Thr Arg Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Rsp Ile Arg Val Azg

20

25
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Phe
35

Arg Leu Cys Arg Thr Gin

val
50

Thr Gln Glu

58

Lys Lys Gly

val
70

Ile Thr Val Ala

65

Arg Gly

Glu Ala

85

Phe Tyr Leu Met Asn

Glu Glu

100

Cys Asn Asp Cys Asn

Thr Ala

113

Tyr Asn Tyr Ser Ala

Phe Val

130

Ala Leu Asn Gln Lys

135

Lys Glu Gln Ala

145

Lys Lys Thr

(2) Informace o SEQ ID NO:37:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 486 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcil: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:37:
ATGGCTACTA ATGTTAACTC CTCTITCICCT
GAAGGTGGTG ACATCCGCGT ACGTCGTCTG
GACAAACGCG GCAAAGTCAA GGGCACCCAA
ATCCGTACTG TTGCTGTTGG TATCGTTGCA
GCAATGAACA AAGAAGGTAA ACTGTACGCA
AAAGAACTGA TCCTGGAAAA CCACTACAAC

GGTGGTGAAA TGTTICGTTGC TCTGAACCAG

AAAAAAGAAC AGAAAACCGC TCACTTCCTG

(2) Informace o SEQ ID NO:38:

(i) Charakteristika sekvence

Trp
40

Leu Arg Ile Asp

45

Lys

Met Lys Asn Asn Tyr Asn Ile

69

Met

Ila Val Ala Ile

75

Lys Gly Val Glu

Lys Glu Gly

30

Lys Leu Tyr Ala Lys

8s
Phe

Lys Glu

105

Leu Ile Leu Glu

110

Asn

Lys Trp Thr His

120

Asn Gly Glu

125

Gly

Gly Ile Pro Val Arg Gly

140

Lys Lys

His Phe Met Ala Ile

Leu Pro Thr
1

GAACGTCATA CGCGTTCCTA CGACTACATG
TTCTGCCGTA CCCAGTGGTA CCTGCGTATC
GAGATGAAAA ACAACTACAN TATTATGGAA
ATCAAAGGTG TTGAATCTGA ATTCTACCTG
AAAAAAGAAT GCAACGAAGA CTGCAACTTC
ACCTACGCAT CTGCTAAATG GACCCACAAC
AAAGCTATCC CGGTTCSTGG TAAMAACC

CCGATGGCAA TCACTTAA

- 45 -
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(i)

(xi)

Mat
Tyr

Arg

Ala
65

Ala
Aap
Ala

Asn

Lys
145

CZ 297329 Bé6

(A) Délka: 155 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Poget fetézcui: neznamy

(D) Topologie: nezndma

Typ molekuly: protein

Popis sekvence: SEQ ID NO:38:

Ala Thr Asn

Asp

Thr

Gin

50

val

Mat

Cys

Serx

Gln

130

Thr

TYY

Gln

35

Glu

Gly

Asn

Asn

Ala
115

Lys

Ala

Met
20

Met

Ile

Lys

Phe

100.

Lys

Gly

His

Vval Asn Ser

S

Glu

Tyr

Lys

val

Glu

85

Lys

Trp

Ile

Phe

Gly

Leu

Asn

Ala

70

Gly

Glu

Thr

Pro

Leu
150

Informace o SEQ ID NO:39:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 465 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcii: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(i) Typ molekuly: cDNA

Gly

Arg

Asn

55

Ile

Lys

Lau

His

val
135

Pro

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:39:

Sar Ser

Asp Ile

25

Ile Asp

Tyr Asn

lys Gly

Lau Tyr

Ile Lau
105

Asn Gly
120
Arg Gly

Mat Ala
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Arg

Lys

Ile

val
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30

Glu

Gly

Lys

Ile

Glu

Val

Arg

Met

Glu

75

Lys

Asn

Glu

Lys

Thr
155

Arg

Gly

Glu

60

Ser

Lys

His

Meat

Thr
140

His

Arxg

Lys

45

Ile

Glu

Glu

Ty

Phe

123

Lys

The

Leu

30

val

Arg

Phe

Cys

Asn

110

val

Lys

Arg Ser
15

Phe Cys
Lys Gly
Thr Val
Tyr Leu

30
Asn Glu
35
Ihr Tyrc

Ala Leu

Glu Gln
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ATGGCTACTA
GGTGGTGACA
AAACGCGGCA
CGTACTGTTG
ATGAACAAAG
GAACTGATCC
GGTGAAATGT

AAAGAACAGA

TGTTAACTC
TCCGCGTACG
AAGTCAAGGG
CTGTTGGTAT
AAGGTAAACT
TGGAAAACCA
TCGTTGCTICT

AAACCGCTCA

CZ 297329 B6

TTCTCCTGAA
TCGTCTGTTC
CACCCAAGAG
CGTTGCAATC
GTACGCAAAA
CTACAACACC
GAACCAGAAA

CTTCCTGCCG

(2) Informace o SEQ ID NO:40:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 154 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:40:

Met Ala
1

Asp Tyr

Thr Gln

Gln Glu

50

val
L F)

Gly

Asn

Cys Asn

Sexr Ala

Gln Lys

130

Thr
145

Ala

Thr
5

Glu
20

Met

TYEr

Met Lys

Ile val

Lys Glu

Phe Lys

100

Lys
118

Trp
Gly Ile

His Phe

Gly

Leu

Asn

Ala

Gly

85

Glu

Thr

Pro

Lau

Aan Val Asn Ser

Gly Asp

Arg Ile

Asn Tyr

55

Ile
70

Lys

Lys Leu

Leu Jle

His Asn

vVal Arg

135
Pro Met
150

CGTCATACGC
TGCCGTACCC
ATGAAAAACA
AAAGGTGTTG
AAAGAATGCA
TACGCATCIG
GGTATCCCGG

ATGGCAATCA

Ser Pro

Ile Axzg

25

Asp
40

Lys

Asn

Gly

Tyr Ala

90
Lau Glu
105

Gly
120

Gly
Gly

Lys

Ala Ila

-47 -

Glu
10

val

Arg

Met

Glu

Lys

Asn

Glu

Lys

GTTCCTACGA CTACATGGAA
AGTGGTACCT GCGTATCGAC
ACTACAATAT TATGGAAATC
AATCTGAATT CTACCTGGCA
ACGAAGACTG CAACTTCAAA
CTAMAATGGAC CCACAMCGGT
TTCGTGGTAA AAAAACCAAA

CTTAA

Arg His Thr Ser

15

Arg

Arg Axg Leu Phe

30

Cys

Gly val

43

Lys Lys Gly

Glu Ile

60

Thr Val

Ser Glu

75

Tyr Leu

Lys Glu Cys Asn

His Tyr Thre

110

Asn

Met Phae Val

125

Ala Leu

Thre

Lys Glu

140

Lys Gln

Thr

€0
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300
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(2) Informace o SEQ ID NO:41:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 450 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Podet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:41:
ATGTCTTCTC CTGAACGTCA TACGCGTTCC TACGACTACA TGGAAGGTGG TGACATCCGC
GTACGTCGTC TGTTCTGCCG TACCCAGIGG TACCTGCGTA TCGACAAACG CGGCAAAGIC
AAGGGCACCC AAGAGATGAA ARACAACTAC AATATTATGG AAATCCGTAC TGTTIGCTGIT
GGTATCGTTG CAATCAAAGG TGTTGAATCT GAATTCTACC TGGCAATGAA CAAAGAAGGT
AAACTGTACG CAAAAAAAGA ATGCAACGAA GACTGCAACT TCAAAGAACT GATCCIGGAAN
AACCACTACA ACACCTACGC ATCTGCTAAA TGGACCCACA ACGGTIGGTGA AATGTTICGTIT

GCTCTGAACC AGAAAGGTAT CCCGGTTCGT GGTAAAAAAA CCAAAAAAGA ACAGAAAACC

GCTCACTTCC TGCCGATGGE AATCACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:42:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 149 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Poget fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:42:

-48 -
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Mat Ser Ser Pro Glu Arg Kis Thr Arg Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly
1 5 10 15

Gly Asp Ile Arg Val Arg Arg Leu Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu
20 25 30

Arg Ile Asp Lys Arg Gly Lys val Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn
35 40 45

Asn Tyr Asn Ile Met Glu Ile Arg Thr Val Ala Val Gly Ile Val Ala
50 55 60

Ile Lys Gly Val Glu Ser Glu Phe Tyr Lau Ala Met Asn Lys Glu Gly
65 70 75 80

Lys Leu Tyr Ala Lys Lys Glu Cys Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu
838 90 98

Leu Ila Leu Glu Asn His Tyr Asn Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr
100 105 110

His Asn Gly Gly Glu Met Phe Val Ala Leu Asa Gln Lys Gly Ile Pro
115 120 125

val Arg Gly Lys Lys Thr Lys Lys Glu Gln Lys Thr Ala His Phe Leu
130 135 140

Pro Met Ala Ile Thr
145

(2) Informace o SEQ ID NO:43:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 447 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Poget fetézch: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:43:

ATGTCTCCTG AACGTCATAC GCGTTCCTAC GACTACATGG AAGGTGGTGA CATCCGCGTA 60
CGTCGTCTGT TCTGCCGTAC CCAGTGGTAC CTGCGTATCG ACAAACGCGG CAAAGTCAAG 120
GGCACCCAAG AGATGAAAAA CAACTACAAT ATTATGGAAA TCCGTACTGT TGCTGTTGGT 180
ATCGTTGCAA TCAAAGGTGT TGAATCTGAA TTCTACCTGG CAATGAACAA AGAAGGTAAA 240
CTGTACGCAA AAAAAGAATG CAACGAAGAC TGCAACTTCA AAGAACTGAT CCTGGAAAAC 300
CACTACAACA CCTACGCATC TGCTAAATGG ACCCACAACG GTGGTGAAAT GTTCGTITGCT 360
CTGAACCAGA AAGGTATCCC GGTTCGTGGT AAMAAAACCA AAAAAGAACA GAAAACCGCT 429
CACTTCCTGC CGATGGCAAT CACTTAA 447

- 49 -
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(2) Informace o SEQ ID NO:44:

)

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 148 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Poket fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:44:

Met Ser Pro Glu Arg His Thr Arg Ser
1 5

Asp Ile Arg Val Arg Arg Leu Phe Cys
20 25

Ila Asp Lys Arg Gly Lys Val Lys Gly
35 40

Tyr Asn Ile Met Glu Ile Arg Thr val
50 55

Lys Gly Val Glu Sex Glu Phe Tyr Leu
65 70
teu Tyr Ala Lys Lys Glu Cys Asn Glu
85

Ile Leu Glu Asn His Tyr Asn Thr Tyr
100 105

Asn Gly Gly Glu Met Phe Val Ala Leu
115 120

Arg Gly Lys Lys Thr Lys Lys Glu Gln
130 135

Met Ala Ile Thr
145

Informace o SEQ ID NO:45:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 444 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Potet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:45:

-50-

Tyr

10

Arg

Thr

Ala

Ala

Asp
30
Ala

Asn

Lys

Asp Tyr Met Glu Gly Gly
15

Thr Gla Trp Tyr Leu Arg
30

Gln Glu Mat Lys Asn Asn
45

val Gly Ile Val Ala Ile
60

Met Asn Lys Glu Gly Lys
75 80

Cys Asn Phe Lys Glu Leu
98

Ser Ala Lys Trp Thr His
110

Gln Lys Gly Ile Pro Val
125

Thr Ala His Phe Leau FPro
140
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ATGCCTGAAC GTCATACGCG TTCCTACGAC TACATGGAAG GTGGTGACAT CCCGCGTACGT
CGTCTGTTCT GCCGTACCCA GTGGTACCTG CGTATCGACA AACGCGGCAA AGTCAAGGGC
ACCCAAGAGA TGAAAAACAA CTACAATATT ATGGAAATCC GTACTGTTGC TGTTGGTATC
GTTGCAATCA AAGGTGTTGA ATCTGAATTC TACCTIGGCAA TGAACAAAGA AGGTAAACTG
TACGCAAAAA AAGAATGCAA CGAAGACTGC AACTTCAAAG AACTGATCCT GGAAAACCAC
TACAACACCT ACGCATCTGC TAAATGGACC CACAACGGTG GTGAAATGTT CGTIGCICIG
AACCAGAAAG GTATCCCGGT TCGTGGTAAA AAAACCAAAA AAGAACAGAA AACCGCTCAC

TTCCTGCCGA TGGCAATCAC TTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:46:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 147 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Poget fetézcl: neznamy
(D) Topologie: nezndma
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:46:

Mat Pro Glu Arg His Thr Arg Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly
1 S 10 15

Ile Arg Val Arg Arg Leu Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg
20 25 30

Asp Lys Arg Gly Lys Val Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn
35 40 45

Asn Ile Met Glu Ile Arg Thr Val Ala Val Gly Ile Val Ala Ile
50 55 &0

Gly Val Glu Ser Glu Phe Tyr Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys
Tyr Ala Lys Lys Glu Cys Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu
85 90 55

Leu Glu Asn His Tyr Asn Thr Tyr Ala Ser Ala lys Trp Thr His
100 105 110

Gly Gly Glu Met Phe Val Ala Leu Asn Gln Lys Gly Ile Pxo Val
115 120 125

Gly Lys Lys Thr Lys Lys Glu Gln Lys Thr Ala His Phe Leu Pro
130 135 140

Ala Ile Thr
145

-51-

120
180
240
300
380
420

444

Asp

Ile

Tyr

Lys

Leu

80

Ile

Asn

Arg

Met



Met Glu
1

Arg Val

Lys Arg

Ile Met
50

val Glu
€S

Ala Lys

Glu Asn

Gly Glu

Lys Lys
130

Ile Thr
145

2

Arg

Arg

Gly

3%

Glu

Ser

Lys

His

Met
115

Thr

His

Arg

20

Lys

Ile

Glu

Glu

Tyr

100

Phe

Lys

CZ 297329 B6

Thr Arg Ser
5

Leu Phe Cys

val Lys Gly

Arg Thr Val

55

Phe Tyr Leu
70

Cys Asn Glu
8%

Asn Thr Tyr

val Ala Leu

Lys Glu Gln
135

Informace o SEQ ID NO:49:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 438 par( bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Polet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(i1) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:49:

ATGCGTCATA CGCGITCCTA CGACTACATG GAAGGTGGTG ACATCCGCGT
TTCTGCCGTA CCCAGTGGTA CCTGCGTATC GACARACGCG GCAAAGTCAA
GAGATGAAAA ACAACTACAA TATTATGGAA ATCCGTACTG TTGCTGTTGG
ATCAAAGGTG TTGAATCTGA ATTCTACCTG GCAATGAACA AAGAAGGTAA
AMAAAAGAAT GCAACGAAGA CTGCAACTTC AAAGAACTGA TCCTGGAAAA
ACCTACGCAT CTGCTAAATG GACCCACAAC GGTGGTGAAA TGTTCGTITGC

AAAGGTATCC CGGTTCGTGG TAAAAAAACC AAAAAAGAAC AGAAAACCGC

CCGATGGCAA TCACTTAA

Tyr Asp Tyr Met Glu Gly
10

Arg Thr Gln Trp Tyr Leu
25

Thr Gln Glu Met Lys Asn
40 45

Ala Vval Gly Ile Val Ala
60

Ala Met Asn Lys Glu Gly
78

Asp Cys Asn Phe Lys Glu
30

Ala Ser Ala Lys Trp Thr
105

Asn Gla Lys Gly Ils Pzc
120 125

Gly Asp Ile
15

Arg Ile Asp
30

Asn Tyr Asn
Ile Lys Gly
Lys Leu Tyr

80

Leu Ils Leu
95

His Asn Gly
110

val A-g Gly

Lys Thr Ala His Phe Leu Pro Met Ala

140

-53-

ACGTCGTCTIG 60
GGGCACCCAA 129
TATCGTTGCA 120
ACTGTACGCA 240
CCACTACAAC 3¢0
TCTGAACCAG 360
TCACTTCCIG 420

438
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(2) Informace o SEQ ID NO:50:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 145 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézel: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i1) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:50:

Met Arg His Thr Arg Ser Tyr Asp
1 S

val Arg Arg Leu Phe Cys Arg Thr
20

Arg Gly Lys Val Lys Gly Thr Gln
35 40

Met Glu Ile Arg Thr Val Ala Val
50 55

Glu Ser Glu Phe Tyr Leu Ala Met
65 70

Lys Lys Glu Cys Asn Glu Asp Cys
8s

Asn His Tyr Asn Thr Tyr Ala Ser
100

Glu Met Phe Val Ala Leu Asn Gln
118§ 120

Lys Thr Lys Lys Glu Gln Lys Thr
130 138

The
145

(2) Informace o SEQ ID NO:51:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 435 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:51:

-54-

TYr

Gln

25

Glu

Gly

Asn

Asn

Ala

105

Lys

Ala

Met
10

Met

Ile

Lys

Phe

30

Lys

Gly

His

Glu

Tyr

Lys

Val

Glu

15

Lys

Trp

Ile

Phe

Gly

Leu

Aan

Ala

60

Gly

Glu

Thr

Pro

Leu
140

Gly

Arg

Asn

45

Ile

Lys

Leu

His

val
12%

Pro

Asp Ile Arg
15

Ile Asp Lys
30

Tyr Asn Ile
Lys Gly Val
Leu Tyr Ala

80

Ila Leu Glu
g5

Asn Gly Gly
110

Arg Gly Lys

Met Ala Ile
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ATGCATACTC GTTCCTACGA CTACATGGAA GGTGGTGACA TCCGCGTACG TCGTCTGTIC
TGCCGTACCC AGTGGTACCT GCGTATCGAC AAACGCGGCA AAGTCAAGGG CACCCAAGAG

ATGAAAAACA ACTACAATAT TATGGAAATC CGTACTIGTTG CTGTTGGTAT CGTTGCAATC

AAAGGTGTTG AATCTGAATT CTACCTGGCA ATGARACAAAG
AAAGAATGCA ACGAAGACTG CAACTTCAAA GAACTGATCC
TACGCATCTG CTAAATGGAC CCACAACGGT GGTGAAAIGT

GGTATCCCGG TTCGTGGTAA AAAAACCAAA AMAGAACAGA

ATGGCAATCA CTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:52:

(i)

(A) Délka: 144

Charakteristika sekvence

aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézci: neznamy

(D) Topologie:
(ii) Typ molekuly:

(xi) Popis sekvence

Met His Thr Axg
1
Arg Arg

Leu Phe

20
Gly Lys Val
35

Lys

Glu Ile
50

Arg Thr

Ser Glu
6S

Phe Tyx

Lys Glu Cys

His Tyr Thc

100

Asn

Met Phe Val

115

Ala

Thr Lys
130

Lys Glu

neznama
protein

: SEQ ID NO:52:

Ser Tyr Asp
5

Cys Arg Thr

Gly Thr Gln

val Ala Val

S5

Ala
70

Met

Glu
8S

Asp Cys

Tyr Ala Serx

Leu Asn Gln

Gln Thr

135

Lys

Tyr

Gla

Glu

40

Gly

Asn

Asn

Ala

Lys
120

Ala

-55-

Met

Trp

25

Mat

Ile

Lys

Phe

Lys

105

Gly

His

Glu Gly Gly Asp

10

Tyr Leu

Lys Asn

val Ala

Glu Gly

75
Lys Glu
90
Trp Thr

Ile Pro

Phe Leu

Arg Ille

Asn Tyr

45

Ile Lys

60

Lys

Lau

His

val Arg

Lau

Ile

Asn

125

AAGGTAAACT GTACGCAAAA
TGGAAAACCA CTACAACACC
TCGTTGCTCT GAACCAGAAA

AMACCGCTCA CTTCCTGCCG

Ila Arg Val
15

Asp Lys Arg
30

Asn Ile Met
Gly val Glu
Tyr Ala Lys

80

Leu Glu Asn
95

Gly Gly Glu
110

Gly Lys Lys

Pro Met Ala Ile Thr

140

240

300

360

420

435
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(2) Informace o SEQ ID NO:53:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 432 paru bazi
5 (B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: nezndmy

(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

10
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:53:

ATGACTCGTT CCTACGACTA CATGGAAGGT GGTGACATCC GCGTACGTCG TCTGITCIGCE
CGTACCCAGT GGTACCTGCG TATCGACAAA CGCGGCAAAG TCAAGGGCAC CCAAGAGATG
AAAAACAACT ACAATATTAT GGAAATCCGT ACTGTTGCTG TTGGTATCGT TGCAATCAAA
GGTGTTGAAT CTGAATTCTA CCTGGCAATG AACAAAGAAG GTAAACTGTA CGCAAAAAAA
GAATGCAACG AAGACTGCAA CTTCAAAGAA CTGATCCTGG AAMACCACTA CAACACCTAC
GCATCTGCTA AATGGACCCA CAACGGTGGT GAAATGTTCG TTGCTCTGAA CCAGAAAGGT

ATCCCGGTTC GTGGTAAAAA AACCAAAAAA GAACAGAAMA CCGCTCACTT CCTGCCGATG

GCAATCACTT AM

(2) Informace o SEQ ID NO:54:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 143 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
20 (D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:54:

320

432

Met Thr Arg Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile Arg Val Arg

1 5 10 15

Arg Leu Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg Ile Asp Lys Arg Gly

20 23 30
25

-56-
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Lys Val Lys Gly Thr Gln Glu
35

Ile Arg Thr Val Ala Val Gly
50 55

Glu Phe Tyr Leu Ala Met Asn
65 70

Glu Cys Asn Glu Asp Cys Asn
85

Tyr Asn Thr Tyr Ala Ser Ala
100

Pha Val Ala Leu Asn Gln Lys
115

Lys Lys Glu Gln Lys Thr Ala
130 135

(2) Informace o SEQ ID NO:55:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 429 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Poget fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(i1) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:55:
ATGCGTTCCT ACGACTACAT GGAAGGTGGT
ACCCAGTGGT ACCTGCGTAT CGACAAACGC
AACAACTACA ATATTATGGA AATCCGTACT
GTTGAATCTG AATTCTACCT GGCAATGAAC
TGCAACGAAG ACTGCAACTT CAAAGAACTG
TCTGCTAAAT GGACCCACAA CGGTGGTGAA
CCGGTTCGTG GTAAAAAAAC CAAAAAAGAA

ATCACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:56:

(1) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 142 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcii: neznamy
(D) Topologie: neznama

Met Lys Asn Asn Tyr Asn Ile Met Glu

40 45

Ile Val Ala Ile Lys Gly val Glu Ser

60

Lys Glu Gly Lys Leu Tyr Ala Lys Lys

75

80

Phe Lys Glu Leu Ile Leu Glu Asn His

30 35

Lys Trp Thr His Asn Gly Gly Glu Met

105 110

Gly Ile Pro Val Arg Gly Lys Lys Thr

120 125

His Phe Leu Pro Met Ala Ile Thr

140

GACATCCGCG TACGTCGTCT GTTCIGCCGT
GGCAAAGTCA AGGGCACCCA AGAGATGAAA
GTTGCTGTTG GTATCGTTGC AATCAAAGGT
AAAGAAGGTA AACTGTACGC AARAAAAAGAA
ATCCTGGAAA ACCACTACAA CACCTACGCA
ATGTTCGTTG CTCTGAACCA GAAAGGTATC

CAGAAAACCG CTCACTTCCT GCCGATGGCA

-57-
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(ii) Typ molekuly: protein

CZ 297329 B6

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:56:

Met Arg Ser Tyr Asp Tyr Met

1

Leu Phe

Val Lys

Arg Thr

50

Phe Tyr
€5

Cys Asn
Asn Thr

val Ala

Lys Glu
130

Cys
Gly
35

val

Leu

Glu

Tyr

Leu

115

Gln

Arg

20

Thr

Ala

Ala

Asp

Ala

100

Asn

Lys

S

Thr Gln

Gln Glu

val Gly

Met Asn

70
Cys Asn
8s
Ser Ala

Gln Lys

Thr Ala

Informace o SEQ ID NO:57:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézceli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

Trp

Met

Ile

55

Lys

Phe

Lys

Gly

His
135

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:57:

Glu

Tyr

Lys

40

val

Glu

Lys

Trp

Ile

120

Phe

-58 -

Gly
Leu
25

Asn
Ala
Gly
Glu
Thr
105

Pro

Leu

Gly

10

Azrg

Asn

Ile

Lys

Leu

90

His

val

Pro

Asp

Ile

Tyr

Lys

Leu

15

Ile

Asn

Arg

Met

Ile

Asp

Asn

Gly

60

Tyr

Leu

Gly

Gly

Ala
140

Arg

Lys

Ile

45

val

Ala

Glu

Gly

Lys

125

Ile

val

Arg

30

Met

Glu

Lys

Asn

51lu

110

Lys

Thr

Arg Arg
15

Gly Lys

Glu Ile

Ser Glu

Lys Glu

3¢

His Tyr
9s

Met Phe

Thr Lys
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ATGTCCTACG ACTACATGGA
CAGTGGTACC TGCGTATCGA
AACTACAATA TTATGGAAAT
GAATCTGAAT TCTACCTGGC
AACGAAGACT GCAACTTCAA
GCTAAATGGA CCCACAACGG

GTTCGTGGTA AAAAAACCAA

ACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:58:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(i1)

(xi)
Mat
Phe
Lys
Thr
Tyr

65

Asn

Thr

Ala

Glu

(C) Pocet fetézcli: nezndmy

(D) Topologie: neznama

Typ molekuly: protein

CzZ 297329 B6

Popis sekvence: SEQ ID NO:58:

Ser Tyr Asp Tyr Met Glu

Cys

Gly

Val
50

Leu

Gln
130

Arg

Thr
35

Ala

Asp

Ala

Asn
115

Lys

Thr
20

Gln

val

Met

Cys

Ser
100

Gln

Thr

S

Gln Trp

Glu Met

Gly Ile

Asn Lys

70

Asn Phe
83

Ala Lys

Lys Gly

Ala His

Tyr

val
55

Glu

Phe
135

Gly Gly

Leu Arg
25

Asn Asn
40

Ala Ile

Gly Lys

Gly Leu

Thr His
105

Pro Vval
120

Leu Pro

-59-

Asp

10

Ile

Tyz

Lys

Leau

Ile
8¢
Asn

Met

Ile

Asp

Asn

Gly

Tyr

75

Leu

Gly

Ala

Arg val
Lys Arg
Ile Met

45

vVal Glu
60

Ala Lys

Gly Asn

Gly Glu
Lys Lys
125

Ile Thr
140

Arg

Gly

3

Glu

Ser

Lys

KHis

0

Het

1

3

10

hr

AGGTGGTGAC ATCCCCGTAC GTCGTCTGTT CTGCCGTACC
CAAACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAAAC
CCGTACTGTT GCTGTTGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGTT
AATGAACAAA GAAGGTAAAC TGTACGCAAA AAAAGAATGC
AGAACTGATC CTGGAAMACC ACTACAACAC CTACGCATCT
TGGTGAAATG TTCGTTGCIC TGAACCAGAA AGGTATCCCG

AAAAGAACAG AAAACCGCTC ACTTCCTGCC GATGGCAATC

Arg Leu
15

Lys Vval

Ile Arg

Glu Phe

Glu Cys

80

Tyr Asn
95

Phe val

Lys Lys

50

120

240

300

380

420

426
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(2) Informace o SEQ ID NO:59:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 423 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Potet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: nezndma
(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:59:
ATGTACGACT ACATGGAAGG TGGTGACATC CGCGTACGTC GICTGTICTG CCGTACCCAG
TGGTACCTGC GTATCGACAA ACGCGGCAAA GTCAAGGGCA CCCAAGAGAT GAAAAACAAC
TACRATATTA TGGAAATCCG TACTGTTGCT GITGGTATCG TTGCAATCAA AGGTGTTGAA
TCTGAATTCT ACCTGGCAAT GAACAAAGAA GGTAAACTGT ACGCAAAAAA AGAATGCAAC
GAAGACTGCA ACTTCAAAGA ACTGATCCTG GAAAACCACT ACAACACCTA CGCATCTGCT
AAATGGACCC ACAACGGTGSG TGAAATGTTC GTTGCTCTGA ACCAGAAAGG TATCCCGGTT

CGTGGTAMA AAACCAAAAA AGAACAGAAA ACCGCTCACT TCCTGCCGAT GGCAATCACT

TAA
(2) Informace o SEQ ID NO:60:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 140 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznaméa

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:60:

-60 -
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Met Tyr

Cys Arg

Gly Thr

vVal Ala

50

Leu Ala
65

Glu Asp
Tyr Ala

Leu Asn

Gln Lys
130

Asp

Thr

Gln

35

val

Met

Cys

Ser

Gln

115

Thr

Tyc
Gln
20

Glu

Gly

Asn

Asn

Ala

100

Lys

Ala

Met Glu

Trp TyYT

Mat Lys

Ile Val

Lys Glu

70
Phe Lys
85
Lys Trp

Gly Ile

His Phe

(2) Informace o SEQ ID NO:61:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 495 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcu: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(i) Typ molekuly: cDNA

CZ 297329 B6

Gly

Leu

Asn

Ala

55

Gly

Glu

Thr

Pro

Leu
135

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:61:

ATGTCTAATG ATATGACTCC GGAACAGATG

CGTCACACGC GTTCCTACGA CTACATGGAA

Gly asp Ile
10

Azg Ile Asp
25

Asn Tyr Asn
40

Ile Lys Gly
Lys Leu Tyr
Leu Ile Leu

90

His Asn Gly
105

Val Arg Gly
120

Pro Met Ala

Arg

Lys

Ile

val

Ala

75

Glu

Gly

Lys

Ile

val

Arg

Met

Glu

60

Lys

Asn

Glu

Lys

Thr
140

Arg

Gly

Glu

45

Ser

Lys

His

Met

Thr
125

Arg

Lys

30

Ila

Glu

Glu

Tyr

Phe

110

Lys

Leu

15

val

Arg

Phe

Cys

Asn

95

val

Lys

GCTACCAACG TTAACTCCTC CTCCCCGGAA

GGTGGTGACA TCCGCGTACG TCGTCTGITC

TGCCGTACCC AGTGGTACCT GCGTATCGAC AAACGCGGCA AASTCAAGGG CACCCAAGAG

ATGAAAAACA ACTACAATAT TATGGAAATC CGTACTGTTG CTGTTGGTAT CGTTGCAATC

-61 -

Phe

Lys

Thr

Tyr

Asn

80

Thzr

Ala

Glu

60

129

[¢5]
<)

240



10

15

CZ 297329 B6

AMAGGTGTTIG AATCTGAATT CTATCTTGCA ATGAACAAGG AAGGAAAACT CTATGCAAAG 300

AAAGAATGCA ATGAAGATTG TAACTTCAAA GAACTAATTC TGGAAAACCA TTACAACACA 380

TATGCATCTG CTAAATGGAC CCACAACGGT GGTGAAATGT TCGTTGCTCT GAACCAGAAA 420

GGTATCCCTG TTGAAGGTAA GAAAACCAAG AAAGAACAGA AAACCGCTCA CTTCCTGCCG 480

ATGGCAATCA CTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:62:

(1) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 164 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Pocet fetézcu: neznamy

(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:62:

Met Ser

Ser Ser

Asp Ile

Ile Asp

50

Tyr Asn
65

Lys Gly
Leu Tyrx

Ile Leu

Asn Gly
130

Glu Gly Lys Lys Thr Lys Lys Glu

1435

T

Asn

Pro

Asp Met Thr
S

Glu Axg His
20

Arg Val Arg Arg

35

Lys

Ile

val

Ala

Glu

115

Gly

Arg Gly Lys
Mat Glu Ile
70

Glu Ser Glu
83

Lys Lys Glu
100
Asn His Tyr

Glu Met Phe

15¢

Met Ala Ile Thr

Pro

Thr

Lau

val

S5

Arg

Phe

Cys

Asn

val
135

Glu Gln

Arg Ser
25

Phe Cys
40

Lys Gly

Thr Val

Tyr Leu

Asn Glu

105

Thr Tyr
120

Ala Leu

-62 -

Met

10

Tyr

Arg

Thr

Ala

Ala

30

Asp

Ala

Asn

Gln Lys

Ala

Asp

Thr

Gln

val

73

Met

Cys

Ser

Gln

Thr
155

Thr Asn

Tyr Met

Gln Trp

45

Glu Met
60

Gly Ile

Asn Lys

Asn Phe

Ala Lys
125

Lys Gly
140

Ala His

val

Glua

30

Tyx

Lys

val

Glu

Lys

11¢

Trp

Ile

Phe

435

Asn Ser
15

Gly Gly

Leu Arg

Asn Asn

Ala Ile
80

Gly Lys
95

Glu Leu

Thr His

Pro Val

Leu Pro
160
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(2) Informace o SEQ ID NO:63:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 495 parii bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézeli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(i) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:63:
ATGTCTAATG ATATGACTCC GGAACAGATG
CGTCACACGC GTTCCTACGA CTACATGGAA
TGCCGTACCC AGTGGTACCT GCGTATCGAC
ATGAAAAACA ACTACAATAT TATGGAAATC
AAAGGTGTTG AATCTGAATT CTATCTTGCA
ARAGAATGCA ATGAAGATTG TAACTTCAAA
TATGCATCTG CTAAATGGAC CCACAACGGT

GGTATCCCTG TTCAAGGTAA GAAAACCAAG

ATGGCAATCA CTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:64:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 164 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcll: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i1) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:64:

GCTACCAACG TTAACTCCTC CTCCCCGGAA

GGTGGTGACA TCCGCGTACG TCGTCTGTITC

ARACGCGGCA AAGTCAMAGGG CACCCAAGAG

CGTACTGTTG CTGITGGTAT CGTTGCAATC

ATGAACAAGG AAGGAARACT CTATGCAAAG

GAACTAATTC TGGAAAACCA TTACAACACA

GGTGAAATGT TCGTTGCTICT GAACCAGAAA

AAAGAACAGA AAACCGCTCA CTTCCTGCCG

240

300

360

420

48¢C

493



Met

Ser

Asp

Ile

Tyx

65

Lys

Lau

Ile

Asn

Gln

145

Met

Ser

Ser

Ile

Asp

asn

Gly

TyC

Leu

Gly

130

Gly

Ala

Asn

Pro

Arg

is

Lys

Ile

val

Ala

Glu

115

Gly

Lys

Ile Thx

Asp

Glu

29

val

Axg

Mat

Glu

Lys

100

Glu

Lys

Met

Arg

Arg

Gly

Glu

Ser

85

Lys

His

Met

Thr

Thr

His

Arg

Lys

Ile

70

Glu

Glu

Tyr

Phe

Lys
150

(2) Informace o SEQ ID NO:65:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézci: neznamy
(D) Topologie: neznama

10 (ii) Typ molekuly: cDNA

CZ 297329 B6

Pre

Thr

Leu

val

55

Arg

Phe

Cys

Asn

val

135

Lys

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:65:

Glu

Arg

Phe

40

Lys

Thr

Tyz

Asn

Thr

120

Ala

Glu

Gln

Ser

25

Cys

Gly

val

Leu

Glu

108

Tyr

Leu

Gln

Met

10

Tyr

Arg

Thr

Ala

Ala

50

Asp

Ala

Asn

Lys

Ala

Asp

Thr

Gln

val

75

Met

Cys

Ser

Gln

Thr
155

Thr

Tyr

Gln

Glu

60

Gly

Asn

Asn

Lys
140

Ala

Asn

Met

Trp
45

Mst
Ile
Lys
Phe
Lys
125

Gly

His

val

Glu

30

Tyr

Lys

val

Glu

Lys

110

Trp

Ile

Phe

Asn

15

Gly

Leu

Asn

Ala

Gly

95

Glu

Thr

Pro

Leu

ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GTCGTCTGTT CIGCCGTACC

CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAMAC

-64 -

Ser

Gly

Arg

Asn

Ile

80

Lys

Leu

His

val

Pro
160

§Q

120
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AACTACAATA TTATGGARAT CCGTACTGTT GCTGTITGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGTT

GAATCTGAAT TCTATCTTGC AATGAACAAG GAAGGAAAAC TCTATGCAAA GAAAGAATGC

AATGAAGATT GTAACTTCAA AGAACTAATT CTGGAAAACC ATTACAACAC ATATGCATCT

GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCIC TGAACCAGAA AGGTATCCCT

GTTCAAGGTA AGAAAACCAA GAAAGAACAG AAAACCGCTC ACTTCCTGCC GATGGCAATC

ACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:66:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Polet fetézcl: nezndmy

(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:66:

Met Ser Tyr

1

Phe

Lys

Thr

Tyr

§5

Asn

Thre

Ala

Glu

Cys

Gly

val

30

Leu

Glu

Tyr

Leu

Gln
130

Arg

Thre

35

Ala

Ala

Asp

Ala

Asn

115

Lys

Asp
Thr
20

Gln

val

Mat

Cys

Ser

100

Gln

Thr

Tyr Met Glu

S

Gln

Glu

Gly

Asn
85
Ala

Lys

Ala

Trp

Met

Ile

Lys

70

Phe

Lys

Gly

His

(2) Informace o SEQ ID NO:67:

(i) Charakteristika sekvence

Tyr

Lys

val

35

Glu

Lys

Trp

Ile

Phe
135

Gly

Leu

Asn

40

Ala

Gly

Glu

Thr

Pro

120

Leu

Gly

Arg

25

Asn

Ile

Lys

Leu

His

105

val

Pro

-65 -

Asp

10

Ile

Tyr

Lys

Leu

Ila

90

Asn

Gln

Met

Ila

Asp

Gly

Tyz

75

Leu

Gly

Gly

Ala

Arg

Lys

Ile

val

60

Ala

Glu

Gly

Lys

Ile
140

val Arg
Arg Gly
30

Met Glu
45

Glu Ser

Lys Lys

Asn His

Glu Met
110

Lys Thre
125

Thr

Arg

15

Lys

Ile

Glu

Glu

Ty

95

Phe

Lys

Leu

val

Arg

Phe

Cys

8o

Asn

val

Lys

180

240

300

360

420

426
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(A) Délka: 24 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(i1) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:67:
GAGCTCACTA GTGTCGACCT GCAG

(2) Informace o SEQ ID NO:68:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 24 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézeli: nezndmy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli¢:misc_feature (rizné vlastnosti)

(B) Umisténi: dopliikova (1..24)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:68:
CTGCAGGTCG ACACTAGTGA GCIC

(2) Informace o SEQ ID NO:69:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 18 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet retézcli: nezndmy
(D) Topologie: nezndma

(ii)) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:69:
CAATCTACAA TTCACAGA

(2) Informace o SEQ ID NO:70:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 18 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézch: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(ii) Typ molekuly: cDNA

- 66 -
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24
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:70:

TTAAGTTATT GCCATAGG

(2) Informace o SEQ ID NO:71:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 29 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Podet fetézcli: nezndmy
(D) Topologie: neznama
(i1) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:71:

AACAAAGCTT CTACAATTCA CAGATAGGA

(2) Informace o SEQ ID NO:72:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 27 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:72:

AACAAGATCT TAAGTTATTIG CCATAGG

(2) Informace o SEQ ID NO:73:
(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 38 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcii: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:73:

CGGTCTAGAC CACCATGCAC AAATGGATAC TGACATGG

(2) Informace o SEQ ID NO:74:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 33 pari bazi

-67 -
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(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:74:

GCCGTCGACC TATTAAGTTA TTGCCATAGG AAG

(2) Informace o SEQ ID NO:75:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 16 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:75:

Xaa Asn Asp Mat Thr Pro Glu Gla Met Ala Thr Asn Val Xaa Xaa Ser
1 5 10 15

(2) Informace o SEQ ID NO:76:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:76:

Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile Arg Vval
1 5 10

(2) Informace o SEQ ID NO:77:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 517 paru bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcii: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:77:

-68 -

33
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CTAGAAGGAG GAATAACATA TGTCTAATGA
TAACTCCTCC TCCCCGGAAC GTCACACGCG
CCGCGTACGC CGTTTGTTCT CTCGTACCCA
AGTCAAGGGC ACCCAAGAGA TGAAAAACAA
TGTTGGTATC GTTGCAATCA AAGGTGTTGA
AGGAAAACTC TATGCAAAGA AAGAATGCAA
GGAAAACCAT TACAACACAT ATGCATCAGC
TGITGCCTTA AATCAAAAGG GGATTCCTICGT

AACAGCCCAC TTTCTTCCTA TGGCAATAAC

(2) Informace o SEQ ID NO:78:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 164 aminokyselin
(B) Typ: aminokyseliny
(C) Podet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:78:

TATGACTCCG GAACAGATGG CTACCAACGT
TTCCTACGAC TACATGGAAG GTGGTGACAT
GTGGTACCTG CGTATCGACA AACGCGGCAA
CTACAATATT ATGGAAATCC GTACTGTTGC
ATCTGAATTC TATCTTGCAA TGAACAAGGA
TGAAGATTGT AACTTCAAAG AACTAATICT
TAAATGGACA CACAACGGAG GGGAAATGTT
LACAGGAAMN AAMATGAAGA AAGAACAAAA

ITAATAG

- 69 -

)

120

180

240

300

350

420

430

517
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)

Mat Ser

Ser Ser

Asp l.ie

Ile Asp
50

Tyr Asn
65

Lys Gly

Leu Tyr

Ile Leu

Asn Gly
130

Arg Gly
145

Met Ala

Asn

Pro

Arg

35

lys

Ile

val

Ala

Glu

115

Gly

Lys

Ils

Asp Met
Glu Arg
20

Val Arg

Arg Gly

Met Glu

Glu Ser

85

Lys Lys
100

Asn His
Glu Met

Lys Thr

e

Thr

His

Arg

Lys

Ile

70

Glu

Glu

Tyr

Phe

Lys
150

Informace o SEQ ID NO:79:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 517 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

CZ 297329 Bé6

Pro

Thr

Leu

val

35

Arg

Phe

Cys

Asn

val
135

Lys

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:79:

Glu

Arg

Phe

40

Lys

Thr

Tyx

Asn

hr

120

Ala

Glu

Gln Met
10

Ser Tyr
25

Ser Arg
Gly Thr
Val Ala
Leu Ala

90
Glu Asp
105
Tyr Ala

Leu Asn

Gln Lys

-170 -

Ala

Asp

Thr

Gln

val

75

Met

Cys

Ser

Gln

Thr
185

Thr Asn

Tyr Mat

Gln Trp

45

Glu Met
6Q

Gly Ile

Asn Lys

Asn Phe

Ala Lys
125

Lys Gly
140

Ala His

val

Glu

30

Tyr

Lys

val

Glu

Lys

110

Trp

Ile

Phe

Asn

15

Gly

Leu

Asn

Ala

Gly

EL]

Glu

Thr

Pro

Leu

Ser

Gly

Arg

Asn

Ile

80

Lys

Leu

His

val

Pro
160
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CTAGAAGGAG

TAACTCCTICC

CCGCGTACGT

AGTCAAGGGC

TGTTGGTATC

AGGTAAACTG

GGAAAACCAT

TGTTGCCTTA

AACAGCCCAC

GAATAACATA

TCCCCGGAAC

CGTCTGTTCT

ACCCAAGAGA

GTTGCAATCA

TACGCTAAAA

TACAACACAT

AATCAAAAGG

TTTCTTCCTA

CZ 297329 B6

TGTCTAATGA

GTCACACGCG

GCCGTACCCA

TGAAAAACAA

AAGGTGTTGA

AAGAATCCAA

ATGCATCAGC

GGATTCCTGT

TGGCAATAAC

(2) Informace o SEQ ID NO:80:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 164 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:80:

1

Sexr Ser Pro Glu Arg His Thr Arg Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly

S

20

TATGACTCCG GAACAGATGG

TTCCTACGAC TACATGGAAG

GTGGTACCTG CGTATCGACA

CTACAATATT ATGGAAATCC

ATCTGAATTC TACCTGGCTA

TGAAGATTGT AACTTCAAAG

TAAATGGACA CACAACGGAG

AAGAGGAMAA AAAACGAAGA

TTAATAG

10

25

=71 -

CTACCAACGT

GTGGTGACAT

AACGCGGCAA

GTACTGTTGC

TGAACAAAGA

AACTAATTCT

GGGAAATGTT

AAGAACAAMA

" Met Sar Asn Asp Met Thr Pro Glu Glan Met Ala Thr Asn Val Asn Ser

15

30

60

120

180

240

300

360

420
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Tyr

Lys

Leu

Ile

Asn

Arg

145

Met

Ile

Asp

S0

Asn

Gly

Tyr

Leu

Gly

130

Gly

Ala

Arg
33

Lys

Ile

Val

Ala

Glu

115

Gly

Lys

Ile

Val Arg
Arg Gly
Mst Glu
Glu Ser

85
Lys Lys
100
Asn His
Glu Met

Lys Thr

Thr

Arg

Lys

Ile

70

Glu

Glu

Tyz

Phe

Lys
150

(2) Informace o SEQ ID NO:81:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 517 para bazi

Leu

val
55

Arg

Phe

Ser

Asn

val
135

Lys

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet tetézcil: neznamy
(D) Topologie: neznaméa

CZ 297329 B6

Phe
40

Llys

Thr

Tyr

Asn

Thr

120

Ala

Glu

Cys

Gly

val

Leu

Glu

1035

Tyr

Leu

Gln

Ala

Ala

90

Asp

Ala

Asn

Lys

Thr

Glin
vVal
75

Met

Cys

Ser

Gln

Thr
155

Gln
Glu
60

Gly

Asn

Ala

Lys
140

Ala

Trp

45

Met

Ile

Lys

Phe

Lys

125

Gly

His

Tyr

Lys

val

Glu

Lys

1190

Trp

Ile

Phe

Leu

Asn

Ala

Gly

35

Glu

Thr

Pro

Lau

Arg

Asn

Ile

80

Lys

Leu

His

val

Pro
160

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:81:
CTAGAAGGAG GAATAACATA TGTCTAATGA TATGACTCCG GAACAGATGG CTACCAACGT
TAACTCCTCC TCCCCGGAAC GTICACACGCG TTCCTACGAC TACATGGAAG GTGGTGACAT
CCGCGTACGT CGTCTGTTCT GCCGTACCCA GTGGTACCTG CGTATCGACA AACGCGGCAA
AGTCAAGGGC ACCCAAGAGA TGAAAAACAA CTACAATATT ATGSAAMAICC GTACTGITGS
TGTTGGTATC GTTGCAATCA AAGGTGTTGA ATCTGAATTC TACCTGGCTA TGAACAAAGA
AGGTAAACTG TACGCTAAAA AAGAATCCAA TGAAGATTCT AACTTCAAAG AACTAATTCT
GGAMAACCAT TACAACACAT ATGCATCAGC TAAATGGACA CACAACGGAG GGSAAATGTT
TGTTGCCTTA AATCAAAAGG GGATTCCTGT AAGAGGAAAA AARAACGAAGA ARGAACAAAA

AACAGCCCAC TTTCTTCCTA TGGCAATAAC TTAATAG

-72-

60

120

180

249

300

380

420

480

817
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(2) Informace o SEQ ID NO:82:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 164 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

CZ 297329 B6

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:82:

Met Sar Asn Asp

1

Ser

Asp

Ile

Tyr

€5

Lys

Leu

Ile

Arg
145

Met

Ser
Ile
Asp

50

Asn

Gly

Tyr

Leu

Gly

130

Gly

Pro

Arg

35

Lys

Ile

val

Ala

Glu

115

Gly

Lys

Glu

20

val

Arg

Met

Glu

Lys

100

Asn

Glu

Lys

Ala Ile Thr

Met Thr Pro Glu

)

Arg His

Arg Arg

Gly Lys

Glu Ile

70

Ser Glu
85

Lys Glu
His Tyr

Met Phe

Thr Lys

Thr

Lau

val

55

Arg

Phe

Ser

val
135

Lys

150 -

(2) Informace o SEQ ID NO:83:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 pari bazi

(B) Typ: nukleova kyselina

(C) Pocet fetézcu: nezndmy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

Arg

Phe

40

Lys

Thr

Tyr

Asn

Thr

120

Ala

Glu

Gln

Ser

25

Cys

Gly

val

Leu

Glu

108

Tyr

Leu

Gln

-73-

Met

10

Tyxr

Arg

Thr

Ala

Ala
90

Asp

Ala

Asn

Lys

Ala

Asp

Thr

Gln

val

73

Met

Ser

Ser

Gln

Thr
155

Thr

Tyr

Gln

Glu

60

Gly

Asn

Ala

Lys

140

Ala

Asn

Met

Trp

45

Het

Ile

Lys

Phe

Lys

125

Gly

His

Val

Glu

30

Tyr

Lys

val

Glu

Lys

110

Trp

Ile

Phe

Asn

15

Gly

Leu

Asn

Ala

Gly

95

Glu

The

Pro

Leu

Ser

Gly

Arg

Asn

Ile

80

Lys

Leu

His

val

Pro
160
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:83:
ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GTCGTICIGIT CTGCCGTACC

CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAAAC

AACTACAATA TTATGGAMAAT CCGTACTGTT GCTGTTGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGTT

GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC TGTACGCAAA AAAAGAATGC

AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC ACTACARCAC CTACGCAICT

GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCTC TGGAACAGAA AGGTATCCCT

GTTCGTGGTA AGAAAACCAA GAAAGAACAG AAAACCGCTC ACTTCCTGCC GATGGCAATC

ACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:84:

(1) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcni: nezndmy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:84:

Met Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly

1

Phe

Lys

Thr

Tyr

65

Asn

Thr

Ala

Glu

Cys
Gly

val

50

Leu

Glu

TYyT

Leu

Gla
130

5

Arg Thr Gln

Thre
35

Ala

Ala

Asp

Ala

Glu
115

Lys

20
Gln Glu

val Gly

Met Asn

Cys Asn

85

Ser Ala
100

Gln Lys

Thr Ala

Tzp

Met

Ile

Lys

70

Phe

Lys

Gly

His

Tyr

Lys

val

55

Glu

Lys

Trp

Ile

Phe
138

Leu

Asn
40

Ala

Gly

Glu

Thr

Pro

120

Leu

Gly Asp Ile Arg Val Arg Arg
10 15

Arg Ile Asp Lys Arzg Gly Lys
25 30

Asn Tyr Asn Ile Met Glu Ile
45

Ila Lys Gly Val Glu Ser Glu
60

Lys Leu Tyr Ala Lys Lys Glu
75

Leu Ile Leu Glu Asn His Tyr
50 95

His Asn Gly Gly Glu Met Phe
105 110

Val Arg Gly Lys Lys Thr Lys
125

Pro Met Ala Ile Thr
140

-74 -

Len

val

Axg

Phe

Cys

80

Asn

val

Lys

60

120

180

240

30¢

360

420

426
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(2) Informace o SEQ ID NO:85:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(i) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:85:
ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTIGAC ATCCGCGTAC
CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAMACGCGGC AAAGTCAAGG
AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGTTGGTA
GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC
AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGARAACC
GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCTC

GITCGIGGTA AGAAAACCAA GAAAGAACAG AAAACCGCTC

ACTTAA
(2) Informace o SEQ ID NO:86:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:86:

=75 -

GTCGTCIGTT CTGCCGTACC

GCACCCAAGA GATGAAAAAC

TCGTTGCAAT CAAMAGGTGIT

TGTACGCAAA AAAAGAATGC

ACTACAACAC CTACGCATICT

TGAACCAGGA AGGTATCCCT

ACTTCCTGCC GATGGCAATC

60

120

184

2490

300

360

42Q

426
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Met Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp

Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Axg Ile
20 25

Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn Tyr
35 40

Thr Val Ala Val Gly Ile Val Ala Ile Lys
50 55

Tyr Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu
63 70

Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu Ile
85 ED)

Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His Asn
100 108

Ala Leu Asn Gln Glu Gly Ile Pro Val Arg
115 120

Glu Gln Lys Thr Ala His Phe Leu Pro Met
130 135

(2) Informace o SEQ ID NO:87:
(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 426 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet tetézct: neznamy
(D) Topologie: neznama
(i) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:87:

ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC
CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGC AAAGTCAAGG
AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGTTGGTA
GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC
AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC
GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCTC
GTTCGTGGTA AGAAAACCAA GAAAGAACAG AAAACCGCTC

ACTTAA

-76 -

Ile Arxg Val Arg Arg
1S

Asp Lys Arg Gly Lys
30

Asn Ils Met Glu Ile
45

Gly Val Glu Ser Glu
60

Tyr Ala Lys Lys Glu
75

Leu Glu Asn His Tyr
95

Gly Gly Glu Mat Phe
110

Gly Lys Lys Thr Lys
125

Ala Ile Thr
140

GTCGTCTGTT CTGCCGTACC
GCACCCAAGA GATGAAAAAC
TCGTTGCAAT CAAAGGTGTT
TGTACGCAAA AAAAGAATGC
ACTACAACAC CTACGCATCT
TGAACCAGCA AGGTATCCCT

ACTTCCTGCC GATGGCAATC

Leu

val

Arg

Phe

Cys

84Q

Asn

val

Lys

60

120

18¢0

3¢0

360

420

426
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(2) Informace o SEQ ID NO:88:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselin
5 (B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézci: neznamy
(D) Topologie: nezndma

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:88:

Met Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile Azg Val Azg Arg lLeu
1 5 10 15

Phe Cys Arg Thr Gla Trp Tyr Leu Arg Ile Asp Lys Azg Gly Lys Val
20 25 30

Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn Tyz Asn Ile Met Glu 1le Arg
35 40 45

Thr Val Ala Val Gly Ile Val Ala Ile Lys Gly Val Glu Ser Glu Phe

S0 S5 60
Tyr Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu Tyr Ala Lys Lys Glu Cys
65 70 75 80
Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu Ile Leu Glu Asn His Tyr Asn
85 90 85

Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His Asn Gly Gly Glu Met Phe Val
100 105 110

Ala Leu Asn Gln Gln Gly Ile Pro Val Arg Gly Lys Lys Thr Lys Lys
118 120 125

Glu Gln Lys Thr Ala His Phe Leu Pro Met Ala Ile Thr
130 138 140

15 (2) Informace o SEQ ID NO:89:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
20 (C) Pocet fetézcl: nezndmy
(D) Topologie: neznama

(i) Typ molekuly: cDNA

25 (xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:89:

-77-
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ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGIGAC ATCCGCGTAC GTCGTCIGTT CTGCCGTACC

CAGTGGTACC TGCGTATCGA CARACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAAAC

AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGTTIGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGIT

GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC TGTACGCAAA AAAAGAATGC

AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC ACTACAACAC CTACGCATCT

GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCIC TGAACCAGAA AGGTATCCCT

GTTGCTGGTA AGAAAACCAA GAAAGAACAG AAAACCGCTC ACTTCCIGCC GATGGCAATC

ACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:90:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Poget fetdzci: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:90:

Met Ser Tyr Asp Tyr

1

Phe

Lys

Thr

Tyrc

65

Asn

Thr

Ala

Glu

Cys

Gly

val

50

Lau

Glu

Tyr

Leu

Gln
130

Arg Thr
20

Thr Gln
35

Ala val

Ala Met

Asp Cys

Ala Ser
100

Asn Gln
115

Lys Thr

S

Gln

Glu

Gly

Asn

Asn

85

Ala

Lys

Ala

Met Glu Gly

TIp

Met

Ile

Lys

70

Phe

Lys

Gly

His

Tyr

Lys

val

55

Glu

Lys

Trp

Ile

Phe
135

Leu

Asn

40

Ala

Gly

Glu

Thr

Pro

120

Leu

Gly

Arg

25

Asn

Ile

Lys

Leu

His

105

val

Pro

-78 -

Asp

10

Ile

Tyr

Lys

Leu

Ile

90

Asn

Ala

Met

Ile

Asp

Asn

Gly

TYZ

75

Leu

Gly

Gly

Ala

Arzg

Lys

Ila

val

60

Ala

Glu

Gly

Lys

Ile
140

val

Azg

Met

45

Glu

Lys

Asn

Glu

Lys
123

Thr

Arg
Gly
30

Glu

Ser

Lys

His

Met

110

Thr

Arg

15

Lys

Ile

Glu

Glu

Tyr

95

Phe

Lys

Leu

Val

Arg

Phe

Cys

80

Asn

val

Lys

60

120

180

240

300

360

420

426
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(2) Informace o SEQ ID NO:91:

(i) Charakteristika sekvence
5 (A) Délka: 426 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
10 (ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:91:
ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GTCGICTGTT CTGCCGTACC

CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAAAC
AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGTTGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGTIT

GAATCTGAAT TCTATCTTGC AATGAACAAG GAAGGAAAAC TCTATGCAARA GAAAGAATGC
AATGAAGATT GTAACTTCAA AGAACTAATT CTGGAAAACC ATTACAACAC ATATGCATICT
GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCTC TGARACCAGAA AGGTATCCCT
GTTGAAGGTA AGAAAACCAA GAAAGAACAG AAAACCGCTC ACTTCCTGCC GATGGCAATC

ACTTAA

15 (2) Informace o SEQ ID NO:92:

(1) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
20 (C) Polet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznamé

(i) Typ molekuly: protein

25 (xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:92:

-79 -

180

240

300

360

420

428
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Met Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile Arg Val Arg Arg Leu
1 5 10 15
Pha Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg Ile Asp Lys Arg Gly Lys Val
20 25 30
Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn Tyr Asn Ils Met Glu Ile Arg
35 40 45
Thr Val Ala Val Gly Ila Val Ala Ile Lys Gly Val Glu Ser Glu Phe
50 53 60
Tyr Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu Tyr Ala Lys Lys Glu Cys
§5 70 75 80
Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu Ile Leu Glu Asn His Tyr Asn
85 90 95
Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His Asn Gly Gly Glu Met Phe Val
100 108 110
Ala Leu Asn Gln Lys Gly Ile Pro Val Glu Gly Lys Lys Thr Lys Lys
118 124 125
Glu Gin Lys Thr Ala Hls Pne lLeu Fro Met Ala Ila Thz
130 135 140
(2) Informace o SEQ ID NO:93:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Poget fetézcl: neznamy
(D) Topologie: nezndma
(i1) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:93:
ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GTCGTCTGTT CTGCCGTACC 50
CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAAAC 120
AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTIGTTGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGIT 180
GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAMAAC TGTACGCAAA AAAAGAATGC 240
AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC ACTACAACAC CTACGCATCT 300
GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCTC TGAACCAGAA AGGTATCCCT 350
GTTCTGGGTA AGAAAACCAA GAAAGAACAG AAAACCGCTC ACTTCCTGCC GATGGCAATC 420
ACTTAA 426

-80-



CZ 297329 B6

(2) Informace o SEQ ID NO:94:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselin
5 (B) Typ: aminokyselina
(C) Polet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:94:

‘Met Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp lle Arg val Arg Arg Lau

l 3

10

15

Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg Ile Asp Lys Arg Gly Lys val

20 25

Lys Gly Thr Gla Glu Met Lys Asn Asn
35 40

Thr Val Ala Val Gly Ile Val Ala Ile
50 55

Tyr Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys
65 70

Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu
85

Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His
100 105

Ala Leu Asn Gln Lys Gly Ile Pro Val
115 120

Glu Gln Lys Thr Ala His Phe Leu Pro
130 135

15 (2) Informace o SEQ ID NO:95:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
20 (C) Pocet fetézcir: nezndmy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

25 (xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:95:

-81-

Tyr

Lys

Leu

Ile

50

Asn

Leu

Mat

Asn

Gly

TYyE

73

Leu

Gly

Gly

Ala

Ile

Val

60

Ala

Glu

Gly

Lys

Ile
140

Met

45

Glu

Lys

Asn

Glu

Lys

125

Thx

30

Glu

Ser

Lys

His

Met

110

Thr

Ile

Glu

Glu

Tyr

95

Phe

Lys

Arg

fhe

Cys

80

Asn

val

Lys
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ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GTCGTCIGTIT CTGCCGTACC

CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAAAC

AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGTTGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGIT

GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC TGTACGCAAA AAMAGAATGC

AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC ACTACAACAC CTACGCATCT

GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCTC TGAACCAGAA AGGTATTCCT

GTTCGTGGTA AGGAAACCAA GAAAGAACAG AAAAC

ACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:96:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Poket fetézcli: neznamy

(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:96:

Met

1

Phe

Lys

Thr

Tyrx

65

Asn

Thr

Ala

Glu

Ser Tyr Asp
Cys Arg Thr
20

Gly Thr Gln
35

val Ala val
50

Leu Ala Met
Glu Asp Cys
Tyr Ala Serx

100

Leu Asn Gln
115

Gln Lys Thr
130

Tyr Met Glu

S

Gln

Glu

Gly

Asn

Asn

83

Ala

Lys

Ala

Trp

Met

Ile

Lys

70

Phe

Lys

Gly

His

Tyr

Lys

val

35

Glu

Lys

Trp

Ile

Phe
135

Gly Gly

Leu Arg
25

Asn Asn
40

Ala Ile

Gly Lys

Glu Leu

Thr His

1435

Pro Vval
120

Leu Pro

-82-

Asp

10

Ile

Tyr

Lys

Leu

Ile

90

Asn

Arg

Met

Ile

Asp

Asn

Gly

TYZ

75

Lau

Gly

Gly

Ala

Arg

Lys

Ile

val

60

Ala

Glu

Gly

Lys

Ile
1490

val

Arg

Met

45

Glu

Lys

Aan

Glu

Glu
125

Thr

Arg

Gly

30

Glu

Ser

Lys

His

Met

110

Thr

CGCTC ACTTCCTGCS GATGGTAATC

Arg

15

Lys

Ile

Glu

Glu

Ty

93

Phe

Lys

Leu

val

Arg

Prhe

Cys

80

Asn

val

Lys

60

120

180

240

300

360

420

426
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(2) Informace o SEQ ID NO:97:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Poet fetézcii: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:97:

ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GICGTCTGTT CTGCCGTACC 60
CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAAAC 120
AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGITGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGTIT 180
GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC TGTACGCAAA AAAAGAATGC 240
AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC ACTACAACAC CTACGCATCT 300
GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCTC TGAACCAGAA AGGTATCCCT 360
GTTCGTGGTA AGCAAACCAA GARAGAACAG AARACCGCTIC ACTTCCTGCC GATGGCAATC 420
ACTTAA 426

(2) Informace o SEQ ID NO:98:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcil: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:98:

Met Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile Arg Val Arxg Arg Leu
1 5 10 15

FPhe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg Ile Asp Lys Arg Gly Lys Val
20 25 30

Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn Tyr Asn Ile Met Glu Ile Arzg
35 40 45

Thr Val Ala Val Gly Ile Val Ala Ile Lys Gly Val Glu Ser Glu Phe
50 S5 60

Tyr Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu Tyr Ala Lys Lys Glu Cys
65 70 75 80

-83-
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Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu Ile Leu Glu Asn His Tyr Asn

85 90 85

Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His Asn Gly Gly Glu Met Phe Val

100 105 110

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

115 120 125

Glu Gln Lys Thr Ala His Phe Leu Pro Met Ala Ile Thr
130 135 140

(2) Informace o SEQ ID NO:99:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetdzcl: neznamy
(D) Topologie: neznama
(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:99:
ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GTCGTCTGTT CTGCCGTACC
CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAARACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAAAAAC
AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGTTGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTGTIT
GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC TGTACGCAAA AAAAGAATGC
AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC ACTACAACAC CTACGCATCT
GCTAMATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCIC TGAACCAGAA AGGTATCCCT

GTTCGTGGTA AGAAAACCAA GAAAGAACAG GAAACCGCTC ACTTCCTGCC GATGGCAATC

ACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:100:
(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Podet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: nezndima

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:100:

-84 -

60

120

240

300

360

420

4286
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Met Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile Arg Val Arg Arg

Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg Ile Asp Lys Arg Gly Lys
20 23 30

Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn Tyr Asn Ile Met Glu Ile
35 40 45

Thr Val Ala Val Gly Ile val Ala Ile Lys Gly Val Glu Ser Glu
50 SS 60

Tyz Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu Tyr Ala Lys Lys Glu
65 70 75

Asn Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu Ile Lau Glu Asn His Tyr
85 90 85

Thr Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His Asn Gly Gly Glu Met Phe
100 105 110

Ala Leu Asn Gln Lys Gly Ile Pro Val Arg Gly Lys Lys Thr Lys
115 120 125

Glu Glan Glu Thr Ala His Phe Leu Pro Met Ala Ile Thr
130 135 140

(2) Informace o SEQ ID NO:101:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 426 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama
(i) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:101:
ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GTCGICTGTT CTGCCGTACC
CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGS AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAMAMAC
AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGTTGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTIGTT
SGAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC TGTACGCAAA AAAAGAATGC
AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC ACTACAACAC CTACGCATCT
GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGARATG TTCGTTGCTC TGAACCAGAA AGGTATCCCT

GTTCGTGGTA AGAAARCCAA GAAAGAACAG CARACCGCTC ACTTCCTGCC GATGGCAATC

ACTTAA

-85 -

Leu

val

Arg

Phe

Cys

80

Asn

vVal

Lys

60

129

180

240

300

360

420

426
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(2) Informace o SEQ ID NO:102:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 141 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(C) Poget fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:102:

Met

1

Phe

Lys

Thr

TYT

65

Asn

Thr

Ala

Glu

Ser Tyr Asp Tyr Mat Glu Gly Gly Asp Ile
5 10

Cys Arg Thr Glan Trp Tyr Leu Arg Ile Asp
20 25

Gly Thr Gla Glu Met Lys Asn Asn Tyr Asn
35 40

val Ala Val Gly Ile Val Ala Ile Lys Gly
50 55

Leu Ala Met Asn Lys Glu Gly Lys Leu Tyr
70 75

Glu Asp Cys Asn Phe Lys Glu Leu Ile Leu
85 90

Tyr Ala Ser Ala Lys Trp Thr His Asn Gly
100 105

Leu Asn Gln Lys Gly Ile Pro Val Arg Gly
113 120

Gla Gln Thr Ala HEis Phe Leu
130 138

Met Ala

a
"
8]

(2) Informace o SEQ ID NO:103:

(i) Charakteristika sekvence

(A) Délka: 426 pari bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Pocet fetézcl: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:103:

-86 -

Arg Val Arg
Lys Azg Gly
30

Ile Maet Glu
45

val Glu Ser
60

Ala Lys Lys

Glu Asn His

Gly Glu Met

110

Lys Lys Thr
125

Ile Thr
140

Arg Leu
15

Lys Val

Ile Arg

Glu Phe

Glu Cys

80

Tyr Asn
35

Phe Val

Lys Lys



ATGTCCTACG ACTACATGGA AGGTGGTGAC ATCCGCGTAC GTCGTCTGTT CTGCCGTACC
CAGTGGTACC TGCGTATCGA CAAACGCGGC AAAGTCAAGG GCACCCAAGA GATGAARAAC
AACTACAATA TTATGGAAAT CCGTACTGTT GCTGTTGGTA TCGTTGCAAT CAAAGGTIGTT
GAATCTGAAT TCTACCTGGC AATGAACAAA GAAGGTAAAC TGTACGCAAA AAAAGAATGC
AACGAAGACT GCAACTTCAA AGAACTGATC CTGGAAAACC ACTACAACAC CTACGCATICT
GCTAAATGGA CCCACAACGG TGGTGAAATG TTCGTTGCTC TGAACCAGAA AGGTATCCCT

GTTCGTGGTA AGAAAACCAA GAAAGAAGAG GAAACCGCTC ACTTCCTIGCC GATGGCAAIC

ACTTAA

(2) Informace o SEQ ID NO:104:

(i) Charakteristika sekvence
(A) Délka: 141 aminokyselina
(B) Typ: aminokyselina
(C) Pocet fetézcli: neznamy
(D) Topologie: neznama

(ii) Typ molekuly: protein

CZ 297329 B6

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:104:

Met Ser Tyr Asp Tyr Met Glu Gly Gly Asp Ile Arg Val Arg Azg leu

1

5

10

13

Phe Cys Arg Thr Gln Trp Tyr Leu Arg Ile Asp Lys Arg Gly Lys val
30

20

25

Lys Gly Thr Gln Glu Met Lys Asn Asn Tyr Asn

35

Thr Val Ala
50

Tyr Leu Ala
65

Asn Glu Asp

Thr Tyr Ala

Ala lLeu Asn
115

Glu Glu Glu
130

val

Met

Cys

Ser

100

Gln

Thr

Gly

Asn

Asn

83

Ala

Lys

Ala

Ile

Lys

70

Phe

Lys

Gly

His

val

55

Glu

Lys

Trp

Ile

Phe
135

40

Ala

Gly

Glu

Thr

Pro

120

Leu

Ile

Lys

Leu

His

105

val

Pro

-87-

Lys Gly

Leu Tyr
75

Ile Leu
90
Asn Gly

Arg Gly

Met Ala

Ile Met Glu Ile

val

60

Ala

Glu

Gly

Lys

Ila
140

45

Glu

Lys

Asn

Glu

Lys

125

The

Ser Glu

Lys Glu

His Tyr

95

Met Phe
110

Thr Lys

Arg

Phe

Cys

8@

Asn

val

Lys

50

120

180

240

3ca

360

420

426
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PATENTOVE NAROKY

1. Analog nativniho keratinocytového ristového faktoru KGF, odpovidajici aminokyselinam
32 az 194 SEQ ID NO:2, popiipadé spolu se signalni sekvenci, kterym je deltaN23, odpovidajici
SEQ ID NO:58, v kterézto sekvenci je poatedni methioninovy zbytek povazovan za zbytek
vpoloze 0 a jedna se o zbytek fakultativni, pfi¢emZ tento analog je kovalentné ptipojen
k polyethylenglykolu nebo piibuznému vodorozpustnému organickému polymeru.

2. Pouziti analogu kovalentn& pfipojeného k polyethylenglykolu nebo ptibuznému vodo-
rozpustnému organickému polymeru, podle naroku 1 pro vyrobu lé¢iva pro stimulaci produkce
nefibroblastovych epithelovych bunék u pacienta, ktery to potiebuje, pficemZ nefibroblastové
buiiky epithelu jsou zvoleny zadnexalnich struktur, jaternich bunék, mukosalniho epithelu
respiraéniho traktu nebo tympanovych epithelovych bunék.

3. In vitro zplisob stimulace produkce nefibroblastovych epithelovych bun¢k, vyzna-
Sujici se tim, e zahrnuje podéni u&inného mnoZstvi analogu kovalentné pfipojeného
k polyethylenglykolu nebo ptibuznému vodorozpustnému organickému polymeru, podle naroku
1, nebo farmaceutického prostiedku na jeho bazi, pficemz nefibroblastové buiiky epithelu jsou
zvoleny z adnexalnich struktur, jaternich bungk, mukosalniho epithelu respiratniho traktu nebo
tympanovych epithelovych bunék.

4. Pouziti analogu kovalentné pripojeného k polyethylenglykolu nebo ptibuznému vodoroz-
pustnému organickému polymeru, podle naroku 1 pro vyrobu Iéiva pro stimulaci produkce
nefibroblastovych epithelovych bunék u pacienta za iGelem prevence nebo léceni stavu zvole-
ného ze souboru sestavajiciho z popalenin a jinych poranéni v &asti nebo celé tlouStce tkang,
epidermolysis bullosa, alopecie indukované chemotherapii, plesatosti muzského typu, progresivni
ztraty vlasti u muzi a Zen, Zalude¢nich a dvanactnikovych viedi, zanétlivych chorob stiev, jako
je Crohnova choroba a viedova kolitida, toxicity spojené s radia¢nim a chemotherapeutickym
odetienim, choroby hyalinni membrany, akutniho a chronického poskozeni plic, cirrhosy jater;
prudkého selhani jater, akutni virové hepatitidy, toxickych napadeni jater, abraze rohovky,
progresivni choroby dasni a poskozeni uSniho bubinku.

54 vykrest
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Obr.1

lidsky KGF ( + signalni sekvence)

| -==0LIGO#25===~| | =mmammmQLIGO#] =mmmmm e |
5 'CAATCTACAATTCACAGA 3' S'CAATGACCTAGGAGTAACAATCAAC 3!
5'CAATCTACAAITCACAGAIAGGAAGAGGTCAATGACCTAGGAGTAACAATCAACTCAAGA—

-------- -+ -> - - + 4o - o e 60

- TTCATTTTCATTATGTTATTCATGAACACCCGGAGCACTACACTAT AR TGCACARATGGA -
- + » + * ++120
M H K W I

~TACTGACATGGATCCTGCCAACTTTGCTCTACAGATCATGCT TTCACATTATCTGTCTAG-
+ + “ e + + + 180
L T W I UL P TULULVYRSCTFHTITIZCLUWV

-TGGGTACTATATCTTTAGCTTGCAATGACATGACTCCAGAGCAAATGGCTACAAASGTGA-
+ + 240
G T I § L A C N D M T P E Q M A T N VvV N

-ACTGTTCCAGCCCTGAGCGACACACAAGAAGTTATGAITACAIGGAAGGAGGGGAIATAA—
-=+ 300

c s S P E R H T R S Y D Y M E G G D I‘R

-GAGTGAGAAGACTCTTCTGTCGAACACAGTGGTACCTGAGGATCGATAAAAGAGGCAAAG
-=-+ 360

V R R L F C R T Q W Y L R I DK R G K V

-TAAAAGGGACCCAAGAGATGAAGAATAATTACAA?ASCATGGAAATCAGGACAGTGGCAG-
-+ 420

K G T Q E M K N N Y N I H E I R T vV AV

-TTGGAATTGTGGCAATCAAAGGGGTGGAAAGTGAATTCTATCTTGCAATGAACARGGAAG-
+ + + + N + 480

G I VA I X GV ESETFUYULAMNIEKTEG

GAAAACTCTASGCAAAGAAAGAA&GCAATGAAGATTGTAACTTCAAAGAACTAAITCTGG-
+ 540

K L Y A K K E C N E D C N F K E L I L E

AAAACCAITACAACACAIAIGCAICAGCTAAASGGACACACAACGGAGGGGAAATGTTTG-600

N H Y NT Y A S AKUWTHNGGTEMMEFV

-TTGCCTTAAAICAAAAGGGGA?TCCTGTAAGAGGAAAAAAAACGAAGAAAGAACAAAAAA 650

AL N Q@ K G I PV R G K K T K K E Q XK T

-CAGCCCACTTTCTTCCTAIGGCAAEAACTTAAITGCA&ATGGTATATAAAGAACCCAGTT

+ 7275

+

A H F L P M A Ir v -~
3'GGATACCGTTATTGAATT S'
| ====0LIGO#26-~--]
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Obr.1
{pokracovani)

‘CCAGCAGGGAGATTTCTTTAAGTGGACTGTTTTCTTLCTTCTCAAAATTTTCLTTCMTTT
-—- bmemmmm——— e —————- Femm——————— + 780

-TATTTTTTAGTAATCAAGAAAGGCTGGAAAAACTACTGAAAAACTGATCAAG»TGGAC*T

+—- —— e + 840
3'ACCTGAA-

- ——— .- +

~GTGCATTTATGITIGITTTAAG 3
+-- 862

-CACGTAAATACAAACAAAA U
--=OLIGO#2-———===~ |

-90 -



CZ 297329 B6

mRNA & stop P(co’pB) ,
PlcopA) .;.’\ Bst X1
Ar locus \

, A
P(repA)  RNAI(copA)

XS
XA
/Y

pCFMIISE

€0,
X
W
[

..&
X

OOCRX
)
3

\/
LA
GO
AYATA
]

mRNA (APHIT)

XD

‘5;0
XXX

DR
OO0

QOO0
R

¢
2,

<<rgphd <<

-91 -



Cz 297329 B6

FIG.2B
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Obr.3
RSH-KGF
plasmidova DNA ClaI Xval NdeI
sekvence 5‘-ATCGATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACAQATGAAAAAG—
M X K
RSH signal sequence Mlul

~CGCGCACGTGCTATCGCCATTGCTGTGGCTCTGGCAGGTTTCGCAACTAGTGCACA~3!
R A RA I AI AUV ALAGTE AT S A H A -

Mlul
5'CGCGTGCAATGACATGACTCCAGAGCAAATGGCTACAAATGTGAACTGTTCCAG&CCTGA-
+ - ~-t+  §0
—CNDMTPBQMATNVNCSSPE

-GCGACACACAAGAAGTTATGATTACATGGAAGGAGGGGATATAAGAGTGAGAAGACTCTT-
+ ——+ Foem e~ + 120
R HT R S Y DVYME G GDIRVRIZ RTLTF

Kpnl Clal
—CTGTCGAACACAGTGGTACCTGAGGATCGATAAAAGAGGCAAAGTAAAAGGGACCCAAGA
--------- e — e — e ———— e —— ~m———+ 180

C R T QW Y LRTIUDIEKTRG K vV K G T Q E
-GATGAAGAATAATTACAAEATCATGGAAATCAGGACAGTGGCAGTTGGAATTGTGGCAAT-

M K N N Y N I M B I R T Vv A v G I v A I

ECoRI
CAAAGGGGTGGAAAGTGAATTCTATCTTGCAATGAACAAGGAA:GAAAACTCTAIGCAAA-
—-— —— mm—————— + 300

X G V E S E F Y L A M N K E G K L ¥ A K

BsmI
GAAAGAATGCAATGAAGAITGTAACTTCAAAGAACTAATTCTGGAAAACCATTACAACAC-35
- + 0
K ECNEUDU CNTFI KETLTITLENIHYNT

NdeI

-ATATGCATCAGCTAAATGGACACACAACGGAGGGGAAATGTTTGTTGCCTTAAATCKAAA 020
———

Y A S A K W T H N G G E M F \'4 A L N ¢ ¥

-GGGGAITCCTGTAAGAGGAAAAAAAACGAAGAAAGAACAAAAAACAGCCCACTTTCTTCC- 5
+ 480

G I P V R G K K T K K E Q K T A H F L P

BamAT ] i
-TATGGCAATAACTTAATAG 3¢ -plasmidové DNA

- +=--- 503 -sekvence
M a I T * »
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Obr.4
XKGF
Ndel
5'TATGTGCAATGACATGACTCCAGAGCAAATGGCTACAAATGTGAACTGTTCCAGCCCTGA-
----- it S T D 10

M C N D M T 2 E Q M A TNV N C S § ? &
~GCGACACACAAGAAGTTATGATTACATGGAAGGAGGGGATATAAGAGTGAGAAGACTCTT-

mmmm—em—mmmmme———— --+ 120

R HT R S ¥ D Y M E G G D I R V R R L F

XpnI clar
-CTGTCGAACACAGTGGTACCTGAGGATCGAIAAAAGAGGCAAAGTAAAAGGGACCCAAGA-
+ -+ 180
C RTQaQ®WW?YLRTIDIEKTERSGE RTYVEKTG GTSQE

-GATGAAGAAIAATTACAATATCATGGAAATCAGGACAGTGGCAGTTGGAATTGTGGCAAT-

Lt Dl e D D DD E e e T L Dt Lot Lt Tl Y- Xo ]

M K N N ¥ N I M E I RTV AV G I VATI

EcoRI

CAAAGGGGTGGAAAGTGAATTCTATCTTGCAATGAACAAGGAAGGAAAACTCTATGCAAA
A + 300

K G V E S E F Y L A M N K B G K L Y A K

8smI

GAAAGAA:GCAAIGAAGATTGTAACTTCAAAGAACTAATTCTGGAAAACCATTACAACAC-
--+ 360

XK BE C N E D C N F K E L I L E N H ¥ N T

Ndel
-kTATGCATCAGCTAAATGGACACACAACGGAGGGGAAAIGTTTGTTGCCTTAAATCAAAA
- P -+ 420

Y A S A K W T H NG G E M F Vv A L N Q@ K

-GGGGAITCCTGTABGAGGAAAAAAAACGAAGAAAGAACAAAAAACAGCCCACTTTCTTCC-
+ 480

- -

G I P V’ R G K K T K K E Q K T A H F L P

BamAT
~TATGGCAATAACTTAATAG 3'
- * +—-= 503

M A I T =
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Obr.5

substituce KpnI aZ ECORI sekvence pro vytvo¥en{ KGF (dsd)

Kpnl
| mmmmmemee=QLIGO$ 6~~~ Pt OLIGO#7—~w=mmeae
S? CTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCARGAGATGAAAAACAACTACAAT -
3'CATGGACGCATAGCTGTTTGCGCCGTTTCAGTTCCCGIGGGTTCTCTACTTT I TGTTGATGTTA-
i QLIGO#9~ ==~=| | -—QLIGO#10=~=~rwme
- L R I D K R G K V K G T Q E M K NN Y N -
ECoRI
—ee||eem—ee===0LIGO#8 ]
S ' = ATTATGGAAATCCETACTGTTIGCTGTTIGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTTGAATCTS 3
3'=-TAATACCTTTAGGCATGACAACGACAACCATAGCAACGTTAGTTICCACAACTTAGACTTAA 5
: j | ====0LIGO#11 -

I M E I R TV aAaV I VvV A I KRGV E S E -
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Obr.6

KGF (optimalizovany kodon)

Xbar
[— OLIGO#12-=~—=|
5 AGTTTTGATCTAGAAGGAGG 3'
| = mmmm—————————— e e -OLIGO#14 e
5! AGTTTTGATCTAGAAGGAGGAATAACATATG TGCAACGACATGAC TCCGGAACAGATGGCT -

)= OLIGO#15=~~=mmm
- ACCAACGT TAACTGCTCCAGCCCGGAACGTCACACCCGTAGCTACGACTACATGGAAGG TG
3' GGGCCTTGCAGTGTGGGCAT 5!
| ====-0LIGO#20===—=

OLIGO#15 ==

~GTGACATCCGTGTTCGTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACG -

3' ATAGCTGTTTGC-
|-OLIGO#21~~

OLIGO#16
- TGGTAAAGTTAAAGGTACCCAGGAAATGAAAAACAACTACAACATCATGGAAATCCGTACT-
=ACCATTTC S'

m—————n|

H -QLIGO#17
=G TGCTGTTGGTATCG T TGCAATCAAAGG TG T TGAATCTGAAT TCTACCTGGCAATGAACA~
3' ACGTTAGTTTCCACAACTTA 5°
| ====-0LIGO#22=====|

OLIGO#17 I

~AAGAAGGTAAACTGTACGCAAAARAAGAATGCAACGAAGACTGCAACT TCAAAGAACTGAT~

3'GAAGTTTCTTGACTA~
| =~-OLIGO#23~--

OLIGO#18
-CCTGGAAAACCACTACAAC&CCTACGCAICTGCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATG-
-GGACC §°

K ~OLIGO#1§~m="m—==-
~TTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTATCCCGGTTCSTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGA-
3' GGTCTTTCCATAGGGCCAAG 5'
| ~===—OLIGO#24 === |

-—-----OLIGO#19 |
~ARACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATCACTTAATAGGATCCAGTTTTGA 3
3' AATTATCCTAGGTCAAAACT 5
| ~~==OLIGO#13~=-—=~1|
BamAI
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Obr.7

KGF C(1,139)S

'ATGTCTAATGATATGACTCCGGAACAGATGGCTACCAACGTTAACTCCTCCT’CCCGuAA-
U — po—e—m e pm——————— o + 60

M S N D M T P E Q M A TNV N S § § P E

—CGTCACACGCGTTCC*ACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCG CTGTIC~

g N e s - -+ 120

R R T R S ¥ D Y M E G G D I RV R R L F

-TGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAG-
+ --+ 180
CRTQWYLRTIDEKTERSGE KVYVZ G GTGQE

-ATGAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATC-
+ - + 240
M K N N Y NI M E I R TV A vV G I VvV A I

AAAGGTGTTGAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAA

- o —— kil + 300

K G v E S E F Y L A M N K E G K L Y A K

AAAGAATGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACC-

- —-+= e e D it + 360

K E C N E D C N F K E L I L E N H ¥ N T

~TACGCASCTGCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAA

-- P n———— o e e e + 420
Y A S A K W THNGGE M F vV A L N Q¢ K

~GGTATCCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCG-

ro—— messpnmccccsee + 480

G I P V R G K K T K K E Q K T A H F L P

-ATGGCAATCACTTAA 3
+ 495
M A I T »
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Obr.8

KGF AN3/C(15)S
5'ATGACTCCGGAACAGATGuCTACCAACGTTAACTCCTCCTCCCCGGAACGxCACACGCGT-

- P n e c e ————— Rainbaintaieiet il bl Sl LD S D TP + 60
M T P E Q M A T N V N S § S P E R H T R

-TCCTACGACTACATGGAAGGTGGTqACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAG—
- P ————— -+= -=+ 120

S ¥ D Y M BE G G D I R Vv R R L F CRTQ

-TGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAACAAC—
-- -+ -- =+= + 180

W ¥ L R I D K R G K V K G T Q@ E M K N N

-mmnr'rmc;cmrcccmcm'r'rccmnssnrcsnsmrmscmmm-
+ + --=+ 240

Y N I M E I RTV AV G I V A I K G V E

-TCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGCAAC
+ - + 300

S E F Y L A MN K E G K L Y A K K E C N

GAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCTGCT-35
+ ——+ 360

E DCNVFKEULTITULTENIU HYM NTYAS A

-AAAIGGACCCACAACGGTGGTGAAAIGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTATCCCGGTT-
+ 420

K W T H N G G E M F V A L N Q K G I p Vv
-CGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATCACT-
R G K K T K K E Q K T A H F L P M A I T

~TAA 3'
-—-= 483
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Obr.9

KGE AN3/C(1l5)~-
"ATGACTCCGGAACAGATGGCTACCAACGTTAACTCTTCTCCTGAACGTCATACGCGTTCC-

—— O ,- e 1
M T P E Q MATSNUVUNSSEPETRTBHTR RS

~TACGACTACATGGAAGGTGa TEACATCCGCGTACGTCOTC T T TCTGCCGTACCCAGTGE -
————— -+ Fmmmemmmeemt 120

¥ D Y M E G G D I R V R R L F CRTZQ W

~TACCTGCGTATCGACAAACGCGGCARAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAARACACTAC -
- - --+ 180

¥ L R I D XK R G K V K G T Q E M K N N Y

-AATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTArCGTTGCAAICAAAGGTGTTGAATCT-
==+ 240
N IMETIRTVAVGTIVATLEKGVYTES

~GAATTCTACCTGGCARTGAACARAGAAGGTARACTGTACGCAAAAARAGANTGCAACGAA -
----- O ———==+ 300

E F Y L A M N K E2 G K L Y A K K E C N E

-GACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCTGCTAAAP
+ 360

D C N F K E L I L E N H Y N T Y A S A K

~TGGACCCACAACGG TGS TGAARTGTTCGTTGC TCTGAACCAGRRAGGTATCOCGGTTCGT -
~—-+ 420

W T H N G G E M F V A L N Q K G I P V R

—GGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATCACTTAA 3!
— -~—+ 480

G K K T K K E Q K-T A H F L P M A I T ~»
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Obr.10

KGE ANB/C(13)S
"ATGGCTACTAAIGTTAACTCCTCTTCTCCTGAACGTCATACGCGTTCCTACGACTACATG-

A S Fommmmees + 60
M AT NV NSSSP?PEREHTRSZYDY n

GAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCuTATC-
- - += -+ 120

E G G D I RV RR L F CR T Q W Y L R I

~GACAAACGCGGCARAGTCAAGGGCACCCARGAGATGRAAAACAAC TACAATATTATGGAR
i ==+ 180

D K R G K Vv K G T Q E M K N N Y N I M E
-ATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTTGAATCTGAATTCTACCTG-

S ~==-+ 240
I R T V AV G I V A I K G V E 8§ S F Y L

GCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGCAACGAAGACTGCAACTTC-
F e LU + 300

A M N K E G K L ¥ A K K B C N E D C N F

AAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCKTCTGCTAAATGGACCCACAAC-
--+ 360

K E L I L E N H Y N T ¥ A S A K W T H N

-GGTGG?GAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTATCCCGGITCGTGGTAAAAAAACC-
$om -+ 420

G G E M F V A L N Q K G I P Vv R G K K T

AAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATCACTTAA 3
468

K K B Q K T A R £ L P M A I T *
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Obr.11

KGE AN8/ClS~
"ATGGCTACTAATGTTAACTCTTCsCCTGAACGTCATACGCGTTCCTACGACTACATGGAA-

—— - +=- e can e + &80

G G D I R V R R L F C R T Q W Y L R I D

AR ACGCGGCARAG T CAAGGGCACCCAAGAGAT GARAAACAACTAC AATATTATGGARATC -
-~ -+ -- Fmmm—mmeee + 180

K R G K V K G T Q E H K N N ¥ N I M E

-CGTACTGTTGCTG?TGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTTGAA&CTGAATTCTACCTGGCA-
-+ * 240
RTVAVGIVATLEKG GV VESTETFZYLA

-ATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGCAACGAAGACTGCAACTTCAAA
..... ~=+ 300

M N K B G K L Y A K K E C N E D C N F K

-GAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACC‘ACGCATCTGCTAAATGGACCCACAACGGT-16
+ S + 360

E L I L ENHUY NT VY A S A K WTHNG

-GGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTAICCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAA
-—+ 420

G E M F Vv A L N Q¢ X G I P V R G K K T K

AAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATCACTTAA 3
-— + 465

K E Q K T A H F L P M A I T *
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Obr.12

KGE AN1S5

5'ATGTCTTCTCCTGAACGTCATACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGC-
----- + - ——epmmm—m——aet ()
M § S P E R H TR S8 Y D ¥ M E G G D I R

-GTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTC-

———t-- —— +-- ==+ 120
VRRLFGCRTO QMW YLRTIDEKTETGE .YV

-AAGGGCACCCAAGAGAEGAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTT-
--+ 180

K G T Q E M K N N Y N I M E I R T vV AV

-GGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTTGAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGT-
-+ 240

G I Vv A I K G vV E § E F Y L A M N K E G

-AAACTGTACGCAAAAAAAGAATGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGAfCCTGGAA-

X L Y A K K E C N E D C N F K E L I L E

-AACCACTACAACACCTACGCATCTGCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTT-
+ 360

N H Y N T Y A S A K W T H N G G E M F V

-GCTCTGAACCAGAAAGGTASCCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACC-
+ 420

A L N Q K G I P vV R G K K T K K E Q X T

-GCTCACTTCCTGCCuAIGGCAATCACTTAA 3!
-+ 450

A H F L P M A I T =
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Obr.13

KGF AN16
5'ATGTCTCCTGAACGTCATACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCUCGTA-

e -—t- + ==+ §0

M S P ERHTR RS Y D Y M E G G DI R vV

-CGTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGIATCGACAAACGCGGCEAAGTCAAG-
- -—-+ 120
R R L F C R T Qg W Y L R I D K R G K VvV K

-GGCACCCAAGAGATGAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGT-
-+ —== --+ 180

G T Q E M K NN Y N I ME I R T V AV G

-ATuGTTGCAATCAAAGGTGTTGAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAA-
i * 240
I VAIKGVESTETFEGTYTLAHMENTEKLTEG K

-CTGTACGCAAAAAAAGAATGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGA&CCTGGAAAAC
------ ~-=+ 300

L Y A K K E C N E D C N F K E L I L E N

-CACTACAACACCTACGCATCTGCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAAIGTTCGTTGCT-

— —-—— 360
H Y N T Y A S A K W T H N G G E M F V A

-CTGAACCAGAAAGGTATCCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCz—
———+ 420

L N Q K G I P VvV R G K K T K K E Q K T A

-CACT CCTGCCGATGGCAATCACTTAA 3!
-- 447

H F L P M A I T =
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Obr.14

XGF AN17

'ATGCCTGAACGTCATACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGL-

e e o e e e e e —————— + 60
M P ERGHTR RS ¥ D y M E G G D I R V R

TG TCTGCCG TAC A TGG TACCTGCG TATCGACAAACGCGSCAAAGTCARGGGC
- === + 120
R L F C R T Q W Y L R I D K R G K V K G

-ACCCAAGAGA?GAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATC~

——r—— -+ --+ 180

T Q E M K N N Y NI M E I R T V A vV ¢ I

'GTTGCAATCAAAGGTGTTGAATCTGAAITCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTG-
+ 240

v A I K G Vv E § E F Y L A M N K E G K L
-TACGCAAAAAAAGAATGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCAC-

+ PR 3 e, -—-—+ 300

Y A K K E C N EDCN F K E L I L E N BH

-rAcaacaccrACGCAmcrccrAAAmccacccacaacccrccrcanarsrrccrrecrcrs—
-- --+ 360

¥ N T Y A S A K w T H N G G E M F vV A L

-AACCAGAAAGGTATCCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCAC-
——+ 420

N Q@ K G I P V R G K K T X K E Q K T A H

-TTCCTGCCGATGGCAATCACTTAA 3!
+ - 444
F L P M A I T =
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Obr.15

KGE AN1S

31 ATGGAACGTCATACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGT -
--------- e e B T !

M ERHTR S YD JVYMETGGTUDTITU RTVYZRR

-CTGTTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACE -
-— - o - tm—————— -t e ey s 00 o P ———————— + 120

L F CRTQWYULIRTIUDI KU RGI KU VI KTGT

~CAAGAGATGAAAAACAACTACAATAT TATGGARATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTT -
== —m—bm—=s ==+ 180
QEMKNNGYNTIMETLIRTVAVGIY

-GCAATCAAAGGTGTTGAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTAC—

-- —=eos -=+ 240

A I K G Vv E S E F Y L A M N K B G K L Y

GCAAAAAAAGAAIGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGAKCCTGGAAAACCACTAC-

- ————— o —pmm—m—————— + 300
AKKSCNEDCNFKELILENHAY

-AACACCTACGCATCTGCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTG» CTGAAC-

- t—— rer - ——— Prmmm————- + 360
N T ¥ A S A KW THNUGGEMMT FUV A LN

-CAGAAAGGTATCCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTC-
-~+ 420

-

Q@ K G I PV R G K K T K K E Q K T A H F

-CTGCCGATGGCAATCACTTAA 3
+- 441
L P M A I T ~
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Obr. 16
KGE AN19
"ATGCGTCATACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGLGACATCCGCGTACG“CGTCTG-

--------- Pt o 0 v e W e e - - 60
M R H TR S YDVYMETGGDTIRUYVRRZ RL

-TTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAA-

--------- + -——+ +m—- -=+ 120

F C R T Q@ W Y L R I D K R G K VvV X G T @Q

*GAGATGAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCA-
-==-+ 180
E M K N N Y N I M E I R T V AV G I vV a

-ATCAAAGGTGTTGAATCTGAATTCTACCTGGCAAIGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCA-
~~ -——t== -+ 240

I K G V E S 8 F Y L A M N K E G K L Y A

AAAAAAGAATGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAAC-
------------- ————— + 300

K K E C N E D C N F K E L I L E N H Y N

—ACCTACGCATCTGCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAG-
——— + 360

T ¥ A S A K W T H N G G E H F Vv A L N Q
AAAGGTAICCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTG-

- -- ——=+ 420

XK G I P v R G K K T K K E Q K T A H F L

—CCGATGGCAATCACTTAA 3
438

P M a I T =
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Obr.17

KGE ANZ0

'ATGCATACTCGTTCCTACGACTACATGGAAGuTGGxGACATCCGCGTACGTCGTC”GTTC-

-- + kst 60

M HTR S ¥Y D Y M E G G D I R vV R R L F

-TGCCGTACCCAGTGGTACCTGCG'ATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAG-

------ > ~~+ 120
CRTQWZYLRTIDTEKTE RSGEXGVX G T Q&

-ATGAAAAACAACTACAAIATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATC—
+ 180

M K N N Y N I M £ I R T Vv A Vv G I vV A I

AAAGGTGTTGAATCTGAAITCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAA
--+ 240
K GVESTETFQYLAMONTEKTESGERKTL ¥ A K

AAAGAAIGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACC-

K B C N E D C N F K E L I L E N H ¥ N T

‘TACGCATCTGCTAAATGGACCCACRRCGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAA‘
—— -=+ 380
Y A S A K W T H N G G E M F v A L N Q K

-GGTATCCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCkAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCG-
+ 420

G I P V R G K K T K K E Q K T A H F L P

~ATGGCAATCACTTAA 3
+ 435
M A I T »
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Obr.18

KGE AN21
5'A’GﬁCTCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGC-

bkl o e b et intad i -+ £0
M T R S ¥ DY M E G G D I R vV R R L F C

-CGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATG-

- b e + 120

R T Q W ¥ LRI D KRG K V KG TQQEE M

AAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAA
+ 180

K N N Y N I M E I R T vV A V G I V A I K
-GGTGTTGAATCTG&ATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAA

G V E S E F Y L a M YN K B G K L Y A K K T 240
-GAATGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTAC-

E C N B D C N F K E L I L E N H Y N T Y

-GCATCTGCTAAAIGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGT-

A 5 A K W T H N G G E M F V A L N Q K G
-ATCCCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGAIG—

— ———=+ 420

I p Vv R G K K T K K E Q@ K T A H F L 2 M

-GCAATCACTTAA 3!
—mmmmmmmmmm 432

A I T =
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Obr.19

KGE AN22

S'ATGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTC’TCTGTTCTGCCGT-
--------- +- Pommmemm——yr 60

M R S Y D Y M E G G D I R V R R L F C R

-ACCCAGTGG‘I’ACCTGCGTA’I‘CGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAA—

o - =t 0 e - + ———— 120

T ¢ W ¥ L R I D K R G KV K G T QE M K

-AACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGT-
o e e e o e e 2 0 e o e o o ====+ 180
N N Y N I M E I R T V A V G I v A I K G

-GTTGAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAA
-+ 240

vV B S§ E F Y L A M N K E G K L Y A K K E
-TGCAACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCA—

- o m————— e + ~==+ 300
C N E D C N F K E L I L ENHY N T Y A

-TCTGCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGQTATC-
+ 369

S A K W T H N G G E M F V A L N Q K ¢ I

-CCGGTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCA—
+ + 420

P V R G K K T K K E Q K T A H F L P M A

-ATCACTTAA 3'
--------- 429
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Obr.20

KGE AN23

5'ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC-

M § ¥ D Y M E G G D I RV R R L F C R T

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC~
DR e --+ 120

Q w Y L R I D K R G K vV K G T Q E M XK N

-AACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT-
-+ 180

N Y N I M E I R T V A VvV G I vV A I K G Vv

‘GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC-
- + 240
E S BE F Y L A M N X E G X L Y A K K BE C

‘AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGAICCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT—

N E D C N F K E L I L E N H Y N T ¥ A S " 300
-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTATCCCS -
A KW T HWNGGEMTP VAL N Q K G r p 360
-GTTCGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC-

V R G K K 7T K K E Q K T A H F L P M A I T 420
~ACTTAA 3!

------ 426
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Obr.21

KGE ANZ4

'ATGTACGACTACATGGAAGGTGG GACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAG-

—- - et L e + 60

M Y D Y M EGGDTI R VR R L F C R T Q

—TGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAACAAC-

- e 0t @8 > v > s - 12 O

W Y L R I D K R G K V K G T @Q E M K N N

A AT AT TATGGAAATCCGTAC TG T TC T T GG TATCGT TCARTCARAGGTGTTGAA-
--+ 180
Y N I M E I R T V A V G I V A I K G V E

-TCTGAATTCTACCTGGCAAIGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGCAAC
+ 240

S E F Y L A M N K E G K L Y A K K E C N

—GAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCTGCT-
—— + 300

E D C N F K E L I L E N H Y N T Y A S A

—AAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTATCCCGGTT-
—— + 360

K W T H N G G EMF V A L N Q K G I p Vv

-CGTGGTAAAAAAACCAAAAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATCACT-
— -—+ 420

R G K K T K K E Q K T A H F L P M A I T

-TAA 3
~—- 423

*®
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Obr.22

C(1,15)S/R(144)E

S ATGTCTAATGATAIGACTCCGGAACAGATGGCTACCAACGTTAACTCCTCCTCCCCGGAA-
—— —mepemm—————— + + --+ &0

M S N D M- T P E Q M A TNUV NS S § P E

-CGTCACACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTC-

———mm————t -+ -+ 120

R H TR S Y D Y M E G G D I R V R R L F

-TGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAG-
- --+ 180

C R T Q 1\ B 4 L R I D K R G K vV K G T Q E

-ATGAAAAACAACTACAATATTASGGAAATCCGTACTGTTGCSGTTGGTATCGTTGCAATC-
240

M XK N N ¥ N I M E I R T Vv A v G I vV A I
AAAGGTGTTGAAICTGAATTCTATCTTGCAATGAACAAGGAAGGAAAACTCTAIGCAAAG

—t———— + 300

K G V B S E F Y L A M N K B G K L Y A K

AAAGAAIGCAA&GAAGAXTGTAACTTCAAAGAACTAATTCTGGAAAACCAITACAACACA 5
- --+ 360

K E C N E D C N F K E L I L E N H ¥ N T

-TATGCATCTGCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAA
+ -=-+ 420

Y A S A XK W T H N GG E M F V a L N Q X

-GGTATCCCTGTTGAAGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCG-
-=+ 480

G I P V E G K K T K K E Q K T A H F L P

-ATGGCAATCACTTAA 3!
- 495
M A I T "
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Obr.23

KGE C(1,15)S/R{144)Q

S'ATGTCTAATGATATGACTCCGuAACAGATGGCTACCAACGTTAACTCCTCCTCCCCGGAA—

- - oo > = - - o + 60

M S N D M T P E QM A TN V N § § § P E

~CGTCACACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGLGTACGTCGTCTGTIC

——————————— - —_——— -4 prmcecm——— + 120

R H TR S ¥YD Y MEGOGDTIRUVRRILTEF

~TGCCGTACCCAGTGGTACC TG TATCGACAAACGCGGCARAGTCAAGGGCACCCAAGAG
T Sttt oty -+ 180
CR’!’QWYLRIDKRGKVKGTQE

~ATGAAAAACAACTACAAIATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGC&ATC-
- 240
M XK N N ¥ N I M E I ‘R T V A v G I vV A I

AAAGGTGTTGRAICTGAATTCTAICTTGCAATGAACAAGGAAGGAAAACTCTATGCEAAG
—_— + -=-+ 300
XK G V E §$ E F Y L A M N K E G K L Y A K

AAAGAATGCAATGAAGATTGTAACTTCAAAGAACTAATTCTGGAAAACCATTACAACACA
+ 360

K E C N E D C N F K E L I L E N H Y N T

-TATGCATCTGCTAAAIGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAA
B -=+ 420
Y A S A K W T H N G G E M F v A L N Q¢ K

~GGTATCCCTGTTCAAGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCG-
-— + 480
G I P V Qg G K XK T K K E Q K T A H F L P

~ATGGCAATCACTTAA 3!
+ 495
M A I T =
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Obr.24

KGE AN23/R(144)Q

5'ATGTCCTACGACTACAIGGAAGGTGG;GACATC”GCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC-

- —-— - - *» - e °0

M S Y D Y M E G G D I R V R R L F C R T

—CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGAKGAAAAAC—

-------------- +- - ——w————t ] 2()
Q W Y L R I D XK R G K V K G T @Q E M K N

~AACTACAATATTATGGANATCCGTACTGTTGC I TG TATCOTTGCARTCARAGGTGT T -
~4me—meeme +- --+ 180

N Y N I M E I R T V AV G I V A I K G V

-GAATCTGAATTCTATCTTGCAATGAACAAGGAAGGAAAACTCTATGCAAAGAAAGAATGC-
-~+ 240
E S E F Y L A M N K E G K L Y A K K £ C-

—kATGAAGATTGTAACTTCAAAGAACTAATTCTGGAAAACCATTACAACACATATGCATCT-
--+ 300

N E D C N F K E L I L E N H Y N T Y A S

—GCTAAA&GGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTATCCCT-
— -=+ 360

A K W T H N G G E M F V A L N Q K G I P

-GTTCAAGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC-
———r 420

vV Q G K K T K K E Q K T A H F L P M A I

-ACTTAA 3!
------ 426
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Obr.25
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Obr.26
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Obr.27
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Cbr.28
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Obr.29

Tepelné rozvinuti KGF analogl
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Obr.30
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Obr.31

wt vs. deita N1§
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Obr. 32

wt va. deita N23

wt 25000
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Obr.33

wt vs. delta N23/R144Q
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Obr.34

wt vs. C1,185/R144Q

e wi 16000
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Obr. 35

wt vs. C1,15S/R144E
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Obr.36

U¢inek KGF na sérovy cholesterol
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Obr.37

KGEF C1,15,408

C*AGAAGGAGGAATAACAIATGTCTAATGATATGACTCCGGAACAGATGGCTACCAACGT

TTCCTCCTTATTGTATACAGATTACTATACTGAGGCCTTGTCTACCGATuGTTGCA
M S NDMTPEQMMATNUV

TAACTCCTCCTCCCCGGAACGTCACACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACAT

ATTGAGGAGGAGGGGCCTTGCAGTGTGCGCAAGGATGCTGAIGTACCTTCCACCACTGTA
N S §$ § P ERHTRS YD VYMEGSGTU DTI

CCGCGTACGCCGTTTGTTCTCTCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAA

GGCGCATGCGGCAAACAAGAGAGCATGGGTCACCATGGACGCATAGCTGTTTG»GCCGTT
R vV RRULF SRTGQW Y LURTIDIE KU RGHK

AGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAACAACTACAATATTAIGGAAATCCGTACTGTTGC

TCAGTTCCCGTGGGTTCTCTACTTTTTGTTGATG TATAATACCTTTAGGCAaGACAACG
V X G T Q EM K NDNUYNIMETIU RTUVA

TGTTGGTATCGTIGCAATCAAAGGTGTTGAATCTGAATTCTATCTTGCAATGAACAAGGA

ACAACCATAGCAACGTTAGTTTCCACAACTTAGACTTAAGATAGAACGTTACTTGTTCCT
VGIVATII XGVESZETFUYULAMNSNTEKE

AGGAAAACTCTATGCAAAGAAAGAATGCAATGAAGATTGTAACTTCAAAGAACTAATTCT
-
TCCTTTTGAGATACGTTTCTTTCTTACGTTACTTCTAACATTGAAGTTTCTTGATTAAGA
G K L Y AKIKETU CNEUDTCNTFI KTETLTITL

GGAAAACCAITACAACACATATGCATCAGCTAAATGGACACACAACGGAGGGGAAATGTT

+>

CCIT TTGGTAATGTTGTGTATACGTAGTCGATTTACCTGTGTGTTGCCTCCCCTTTACAA
E N H Y NT YA S A KWTHNGTGTEMTF

TGTTGCCTTAAATCAAAAGGGGAT TCCTGTAAGAGGAAAAAAAACGAAGAAAGAACAAAA
+ + + + + +
ACAACGGAATTTAGTTTTCCCCTAAGGACATTCTCCTT T I TTTTIGCTTCTTTCTTGTTTT
V A L NQ KGI P V R GX K TI KI KUES QQHK

AACAGCCCACTTTCTTCCTATGGCAATAACTTAATAG

+ + + += 521

TTGTCGGGTGAAAGAAGGATACCGTTATTGAATTATCCTAG
T A HF L P M ATIT * =
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CZ 297329 B6

Obr.38

KGE Cl1,15,1028

CTAGAAGGAGGAATAACATATGTCTAATGATA;GACTCCGCAACAGATGGCTACCAACGT

P e it v i S S S e e ot i o o i D O e v - -

TTCCTCCT”ATTuTATACAGA”TACTATACTGAGGCCTTGTCTACCGATGGTTGCA
M §$ ND M TP E Q M A TN V

TAACTCCTCCTCCCCGuAACGTCACACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACAT

- —

ATTGAGGAGGAGGGGCCLTGCAGTGTGCGCAAGGATGCTGATGTACCTTCCACCACTGTA
N § § §S P E R H TR S Y D Y M E G G D I

CCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAA
———— — -+
GGCGCATGCAGCAGACAAGACGGCATGGGTCACCATGGACGCATAGCTGTTTGCGCCGTT
R vV R R L g C R T QW YL R I D KU RG K

AGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGC

- - - —— +

TCAGTTCCCGTGGGTTCTCTACTTTTTGTTGATGTTATAATACCTTTAGGCATGACAACG
vV K G T QE M KN NUYNTI METIRTV A

TGTTGGTATCGTTGCAAICAAAGGTGTTGAATCTGAATTCTACCTGGCTATGAACAAAGA

= +

ACAACCATAGCAACGTTAGTTTCCACAACTTAGACTTAAGATGGACCGATACTTG TZCT
vV G I vV A I K GV E S EUF Y L AMNK E

AGGTAAACTGTACGCTAAAAAAGAATCCAATGAAGATTGTAACTTCAAAGAACTAAT“CT
————— -

TCCATTTGACATGCGATTTTTTCTTAGGTTACTTCTAACATTGAAGTTTCTTGATTAAGA
G XK L Y AKJKUZEJSVNIEDU CNT FIZ KETULTIL

GGAAAACCATTACAACACATATGCATCAGCTAAATGGACACACAACGGAGGGGAAATGTT
+ + + - + +
CCTTTTGGTAATGTTGTGTATACGTAGTCGATTTACCTGTGTGTTGCCTCCCCTTTACAA
ENHYNTZYASAIE KU WTHNSGSGEHMMTF

TGTTGCCTTAAATCAAAAGGGGAITCCTGTAAGAGGAAAAAAAACGAAGAAAGAACAAAA

ACAACGGAATTTAGTTTTCCCCTAAGGACATTCT»CTTTTTTTTGCTTCTTTCTTGTTTT
vV A L N Q K GI PV RGI K KTZXZ KE Q K

AACAGCCCACTTTCTTCCTATGGCAATAAC‘”AATAG

+= 521
TTGTCGGGTGAAAGAAGGATACCGTTATTuAATLA*CCTAG
T A H F L P M A I T = =*
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CZ 297329 B6

Obr.39

KGF C1,15,102,1086S
CTAGAAGGAGGAATAACATATGTCTAATGATATGACTCCGGAACAGATGGCxACCAACG?

-

TTCCTCCTTATTGTATACAGATTACTATACTGAGGCCTTGTCTACCGATGGTTGCA
M S N DM TP EgMATNUV

TAACTCCTCCTCCCCGGAACGTCACACGCGTTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACAT

ATTGAGGAGGAGGGGCCTTGCAGTGTGCGCAAGGATGCTGATGTACCTTCCACCACTGTA
N §$ § S P ERHTU RS YD VY MESGSGT?DTI

CCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACCCAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAA

-

GGCGCATGCAGCAGACAAGACGGCATGGGTCACCATGGACGCATAGCTGTTTGCGCCGTT
R vV R R L F CRTOQW YL RTIWDI KR RGK

AGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAACAACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGC
-
TCAGTTCCCGTGGGTTCTCTACTTTTTGTTGATGTTATAATACCTTTAGGCATGACAACG
vV K 6 T Q EM KNUNYUNTIMETIUZRTUVA

TGTTGGIATCGTTGCAAICAAAGGTGTTGAATCTGAATTCTACCTGGCTATGAACAAAGA

ACAACCATAGCAACGTTAG;TTCCACAACT AGACTTAAGATGGACCGATAC GTTTCT
Vv 6 I VA I X GV ESETFZYULAMNIKE

AGGTAAACTGTACGCTAAAAAAGAATCCAATGAAGATTCTAACTTCAAAGAACTAATTCT
- -

TCCATTTGACATGCGATTTTTTCTTAGuTTACTTCTAAGATTGAAGTTTCTTGAITAAGA
G K L Y A X K E S NZEUDSNUZ FI KTETLTITL

GGAAAACCATTACAACACATATGCATCAGCTAAATGGACACACAACGGAGGGGAAATGTT

CCTTTTGGTAATGTTGTGTATACGTAGTCGAITTACCTGTGTGTTGCCTCCCCTTTACAA
ENH Y NT VYA S AZKUMWTHNGTGTEMT

TGTTGCCTTAAATCAAAAGGGGATTCCTGTAAGAGGAAAAAAAACGAAGAAAGAACAAAA

ACAACGGAArTTAGTTTTCCCCTAAGGACATTCTCLLLlLL&LLUQTTLITILTTGLLLL
V AL NQ K GI PV RGIXZ XTI XKZKEZ QK

AACAGCCCACTTTCTTCCTATGGCAATAACTTAATAG )
+= 521

TTGTCGGGTGAAAGAAGGAIACCGTTATTGAATTAICCTAG
T A H F L P M A I T = *
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CZ 297329 B6

Obr.40

AN23/N(137)E

5 ~-ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC -

Fom—mm———— pomm——————— Fmmm—————— P ——— Frmm—————— pomm— -
M §$ Y b Y M EGGDTIW RVIERIZBRILT FCRT -

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC-

- — - o= - + --------- g w w- - - - - ——— - - - — o v .

Q W Y L R IDI KRG XKV KGTOQEMTZ KN -
~AACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT-

drmem—— e ittt LT pom————— e dmmmm——— pmmm——— e Fom——em——
N Y NI M EIRTV AV GI VA I KGV -

-GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC -
trmm————— Frmmmm————— pmm——————— b m————— $mmm— e Fm———————-
E §$ E F YL A MNUIKEGI KUL Y A KU KETC -

-AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT-
b T pom—————— Fommmm———— e S prmm—m————
N EDCNTFKETLTITLENUHT YNTVYAS -

-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGGAACAGAAAGGTATCCCT -
Fommm——m—— b ————— pmmm—————— pe e ——— P m——————— Fomm e

A XK WTHWNGGEMTFUVALETUGQQI KU GTIU?P -
-GTTCGTGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC-

--------- +-——-———-~.-*--c———————+-—--——-—-+-—————--—~+-————-—--——

V R G K KTZ X KE QX T AHTFTULUPMMATI -
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CZ 297329 B6

Obr.41

AN23/K(138)E

5 -ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTITCTGCCGTACC -
o - e —— - = dmm——————— e, ————— e, - ———

M s ¥ D YMEGS G DTIW RV VU RRTLTFTCRT -

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC

~GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAARAAGAATGC -

- - o mn - - - o ——— - .- —— F Y ] O ke ket

E S EF YL A M NI KEGI XKL Y A KX E C -

-AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT

o - - - - —— v - - ——— - ————— o = - - -

N EDCWNUV FKEUL I L ENUHY YNTYA S -

-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGC TCTGAACCAGGAAGGTATCCCT-
e ———— e pomm——— pomm—————— pmmmm————— pmmmem————
A K W THNG GG EMMT FUV AL NQEGTI P -

~GTTCGTGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC -

- e - —n - o - o - o e = - - o m- - - - o —— = -

vV R G K KT K XK E Q KT AHUFULUPMMATI -
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CZ 297329 B6

Obr.42

AN23/K(1391Q

51 -ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC -

pmmmmm—— fmmmm—— - pommm————— pmmmmm———— pommmm———— Fmmmmm————
M 8§ ¥ DY ME G G D I RV RURULU/F CR T -

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC—
Fmmmm - o ——————— fm—mmm———— pmmmmm———— Fr o —————— pmmmmm———

Q w YL R I DI KW RGI KV KSGTUGQZEMMI KN -

-AACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTCGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT-
Fmm——————— pmmm——— e tm—mm—m——— P —m———— b —————— pommm—————
N Y NI METIW RTUVAUV GI VA I KGV

-GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC-

————————— +.--——'--—---+—--—-——————+—-—-—---—+———-————-+—‘—_——-——

E $ E F Y L A M NI KEGI KTULYAI KIKUEC -

~AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT -

P - - o — - o - o ———— o= - - - e - - - -

N EDCNV FZXKELI L ENUHYNTYA S -

~-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGCAAGGTATCCCT -

pomm—————— Fommm————— po e ————— prmmm————— dmmmm———— pmmmm————-
A K WTHNG G EMT FVALUNQQGTI ? -

—GTTCGTGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGC%A”C-

P - o - - - - - ottt e e v e . - - e m - - -

-

VvV R G K K T K K E Q K T AH F L P M A I -
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CZ 297329 B6

Obr.43

AN23/R(144)A

5 ' ~ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTCGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC-

o - o ——— - P ki e - - —— o - mm———————

M § ¥Y D Y M EGGDTIIRVRRULFZCWR T -

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC-

prmm—————— fem——————— e ——— pomm——————— b ———— pommm——————
Q W Yy L R I DI XU RGI K VK GTQEMI KN -

-AACTACAATATTATGGARATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT -
dmmm—————— pom——————— pommm—————- Fommm - pomm—————— pommmmm————
N ¥ NI M EIRTUV AV G I V ATII KGV -

~GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAMAGAATGC -

o - - —— - - - - o n ot - - ——— o - - —— o s

E §S EF YL A MNIKETG I XKXTULUYAI KI KEC -
-AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT -

o ——— prmmm————— $ommm————— o ————— e ————— tmmmm—
N EDCNUPF X EL I L ENUHYNTYA S -

-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGC TCTGAACCAGAAAGGTATCCCT -

fm———————— tmmmm————— ek utadataly o m——————— $ommm————— b —————
A K W T HNG G EMF V AL NQI K GTI P -

-GTTGCTGGTAAGAAMACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC -

o po——————— Fmmmm o Fommmmwm—— o ——— pommm—————
V A G K XK T K XK E Q K TAHU FULPMATI -
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CZ 297329 B6

Obr.44

AN23/R(144)E
5 ' -ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC -
S tahabatatuintel $om——————— pmemm————— Fom——————— porm—— e ——— pmmmmm

M S Y DY M EG GGDTII RV RRILFZCRT -

~CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGARAAAC-

—GAATCTGAATTCTATCTTGCAATGAACAAGGAAGGAAAACTCTATGCAAAGAAAGAATGC-
dmmm - —— dmmmm————— e bt Dbttt pm———————— pommmm————

E S EF Y L A M N K E G K L Y A K K E C -

-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTATCCCT-
- o ————— pmm——————— o m—————— pmm———————— pommm——————
A K W T HNGGEMT FVATLNZ QI KGTIP -
~-GTTGAAGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC-

V E G K KT K K E Q K TAHTFULUPMATI -

-135-



CZ 297329 B6

Obr .45

AN23/R(144)L
5' ~ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC-

- rmm——————— o —————— e ——————— o - ——— prmm——————
M 8§ Y D Y MEGGDTII RV VRIRILUPFCRT -

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACARACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAARAC-

e ————— pmmm—————— pomm—————— pmmmmm———— pmmm—————— mmm—————
Q W Y L R IDI KU RGI KUV KGTOGQEMZKXKXN -~

~-AACTACAATATTATGGAARATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT
Fommmmm——— Fmmm——m——— +m————————- o ——— pmm——————— pomm———————

N Y NI M EI R TV AV G I VATIIKGUV -

-GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC -
b m————— pommm—————— pom——————— o ———— D it bmmmmm————

E S EF YL A MNDNIKESGI KTLYAIZKT EKECLC -

-AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGCAAAACCACTACAACACCTACGCATCT-
o —————— Fomm—————— pomm Pommmm s $ommmm———— o mmm

N EDCNUV F K EL I L ENHYNTYAS -
~-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGC TCTGAACCAGAAAGGTATCCCT -
AKWTHNGG GEMEFVALDNGRRGTIE -
-GTTCTGGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTCCCGATGGCAATC -
o ——————— o m—————— b ———— e ——— pm———————— pmmmm -

V L G K K TK X EQ K TAHU FUL P MA I -

-ACTTAA-3'
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CZ 297329 B6

Obr.46

AN23/K{147)E

5' -ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC -
fm—mm————— pm———————— Frmm———— = Fommme——— prmm————— Fmmm

M §$ ¥ DVYMEGGDTIW RVIRIRILUFCR T -

—CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC-

————————— o - - 48— W - > = = -y W - . - = - aa

Q W ¥ L R I DIKURGI KV KGTOQEMZI KN -

-AACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGT T~

- - - o - - - - - - e ——— - ——— - . -

N Y NI M E I RTV AV GI VATII XKGV -

-GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGARGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC-

- e - - —— v ——————— - - - - - o ——————— - - - e ———— - o -

E S E F YL A MNUIKEZGI KL YAIKIKXKZE C -
-AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT-
NEDGCSNTFXETLTITLERNEHTYNTZYAS -
~GCTARATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGC TCTGAACCAGAAAGGTATTCCT -
AKWTHNGGGEMNTEFVALRNR EGTI? -

-GTTCGTGGTAAGGAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC-
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CZ 297329 B6

Obr.47

AN23/K(147)Q
5'-ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTCACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC~

————————— P e e e e e e e m e m e ———————
M s ¥y DY MEGGDTIURVI RIRILU FCRT -

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC-
pmmm————— pmm——————— e ———— Fmmmmmmmm Fmmm—————— R
Q W YL R I DI K RGI KV K G TG QQEMTZ KN -

~AACTACAATATTATGGARATCCGTACTGTTGCTGTTIGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT-

~GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC -
e i Fmmm—m——— e P ———— B ettt pmmmm—em Fmmmm—————
E S EF ¥ L AMNUIKETG G XK L Y A KIKEC -

~AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT-
N EDCNYTFI KEULTITLTENUHYNTVYA S -
~GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGC TCTGAACCAGAAAGGTATCCCT -
AKWTHNGGEMEFGVALRNG GRS I 7 -
~GTTCGTGGTAAGCAAACCAAGAAAGAACAGAAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC -

e m——————— g s = R e P ————— e - - e ————-

VRGE X QTU XK KEO QI KT AHTFTULUZPMATI -
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CZ 297329 B6

Obr .48

AN23/K(153}E

5'-ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC-
pommmmmm-— fmmm—————— e R L P dmmmmmemee Fmmmme————

M S Y DY M E G G D I R VRRLF FCRT -

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAALAAC-
pom—————— P ———— pmmm———nn R et Fmm——————— b — e
Q W Y L R I DX RG K V K G TOQEMTZ KN -

-AACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT-
--------- P e e e e e e e e et m e ———— -

N ¥y NI M EIRTUV AV G IV ATIIZ KTGUV -
~GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC -
ES EF YLABNNGEKTES G TLTYAEKTKEGC -
-AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT-
N E D CNUPF K EULTIULENUHTVYNTVYAS S -
-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGC TCTGAACCAGAAAGGTATCCCT -
A KW T HNGGEMGE T VALNG GERGSI s -
—GTTCGTGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGGAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC-

$mmmmm— e b —————— i ittt pmm—————— $mmmmmm e
V R G K K T X K E-Q E T A HF L P M A I -
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CZ 297329 B6

Obr.49

AN23/K(153)Q
S‘—ATGTCCTACGACTACATGGAAGG”GGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC-

--------- . - - = oo - —r o " - - - o n - -

M s Y b Yy M EGGDTIRVRIRTLTFOCRT -

~ CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC -

pommm————— $mm——————— fmmmmmm——— Fomm—————— pommm— - pmmmm—————
Q W Y L RIDI K RGI KUV K GTOGQEMETI KN -

-AACTACAATATTATGGAAATCCGTACTGTTGCTGTIGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT -
prmmm————— $mm——————— $mmmmm b ————— pommmm————— m——mm— e

N Y NI METIURTTUV AV GTI VATIIKTGV -

-GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC -
$m———————— fmm——————— pommm————— dmmmm———— dmomm————— Fmm———————

E §S E F YL A MUNIEKEGI KLY A KIKE C -

—AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCATCT—

pmmm—mm——— pommmmmm—— pmm e m e pmmm e e pmmmmmmae pmm———————
N E D CUNF K E L I L E NH Y N T Y A § -

~GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTCTGAACCAGAAAGGTATCCCT -
pmmm—————— pmm—————— Fom————— prmmmm———— P m——— P m—————
A K WTHWNUGSGEMTFVALINA QI XKGTI?®P -

~GTTCGTGGTAAGAAAACCAAGAAAGAACAGCAAACCGCTCACTTCCTGCCGATGGCAATC -

e o —————— $mm—m————— $mm——————— pmmm—————— o
V R G K KT X K EQ QTAHVPFUL PMATI -
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CZ 297329 B6

Obr.50

AN23/Q(152)E/K(153)E

5' -ATGTCCTACGACTACATGGAAGGTGGTGACATCCGCGTACGTCGTCTGTTCTGCCGTACC -
pomm————— tommmmmm——— o ————— i T T dommmmam e
M s ¥Y D Y M EGGUDTI RUVIRI RTLTF FPFCHRT -

-CAGTGGTACCTGCGTATCGACAAACGCGGCAAAGTCAAGGGCACCCAAGAGATGAAAAAC -
e Fomm—————— to—me————— pemrm————— pm—mm———— pmm——————
Q WY L RIUDI KU RGI KV XK GTO QT EMZE KN -

~AACTACAATATTATGGAAATCCGTACTG TTGCTGTTGGTATCGTTGCAATCAAAGGTGTT—

-GAATCTGAATTCTACCTGGCAATGAACAAAGAAGGTAAACTGTACGCAAAAAAAGAATGC-

o= - - o - - - ——— o s om o - - -y - - - -

E S EF YL AMNDNZEKIETGTZ KT LTYATZ KTZ KTECC -

—AACGAAGACTGCAACTTCAAAGAACTGATCCTGGAAAACCACTACAACACCTACGCRTCT—

o ———— e - - - - - ———— - - - — - - e

N EDCNUVFXKETULTI L ENHYNT Y A S -

-GCTAAATGGACCCACAACGGTGGTGAAATGTTCGTTGCTC TGAACCAGAAAGGTATCCCT -

r———- e - - - -t - - - — - - s o - - o -
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