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Tento vyndlez poskytuje hematopoetické
bilkoviny, mys$i a lidské, pfitem? tyto bilkovi-
ny nebo jejich polypeptidové fragmenty (na-
piiklad cytokinova doména) stimuluji prolife-
raci a diferenciaci myloidnich nebo lymfo-
idnich prekursor@. Vyndlez se tyka zejména
rekombinantniho thrombopoetinu (TPO),
bilkoviny, kterd v fad& systémh stimuluje
tvorbu krevnich desti¢ek z prekursorovych
bunék kostni dfené. Vynélez rovnéZ poskytuje
polynukleotidové molekuly kodujici tyto
bilkoviny, jakoZ i vektory (napfiklad plasmidy
exprese). vynélez dale poskytuje monoklonal-
nf protilatky, jez se vaii k epitopiim bilkovin
podle vyndalezu a jeZ napiiklad umoZnuji afi-
nitn{ &isténi téchto bilkovin. V jiném ohledu

vynélez poskytuje zplisob pro detekci
DNA kodujici thrombopoetin ve smési
DNA molekul, ktery zahrnuje hybridizac-
ni sondovani takévéto smési oligonukle-
otidovou sondou, jeZ svou sekvenc{ odpo-
vida ¢asti DNA specifické pro thrombopo-
etin. Bilkoviny a polypeptidy podle vyna-
lezu jsou uzitedné zejména pro terapii in
vivo a ex vivo, napfiklad pro stimulaci
tvorby krevnich desticek u onkolo-
gickych pacientli po chemoterapii nebo
radia¢ni terapii, a vynalez v tomto sméru
poskytuje farmaceutické prostfedky, je-
jichZ dé¢innou sloZkou je rekombinantni
thrombopoetin. Bilkoviny a dals{ materi-

\é/ly podle vynalezu jsou rovnéZ uZite¢né

pro vizkum diferenciace a proliferace v
systému krevnich bunék.
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Hematopoeticka bilkovina,* materidly, a zpusoby jeji pfipravy
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Tato prihladska je d&ast pokLaé 4ni 'prihlasky pafadqqého

¢isla 08/215,203 podaného 21. brezna 1984, jez Jje cast
pokracovani  prihldsky poradového c&isla 08/203 197 podané
25. dnora 1984, JjeZ Jje ¢Aast pokracovani prihlasky poradového
¢isla 08/196 025 podané 14. Unora 1984, kterézZto prihlasky jsou
podany a jsou zde zahrnuty odkazem.

Dosavadni stav techniky

Hematopoese je proces, v némZ se krevni buiky vyvijeji
a diferencuji z pluripotentnich kmenovych bunék v kostni dfeni.
Tento proces zahrnuje komplexni propojeni akce polypeptidovych
rustovych  faktoru (cytokinu), pusobicich - prostrednictvim
membranové vazanych receptord na cilové buriky. Pusobeni cytokinu
vede Kk bunééné proliferaci a diferenciaci, pri¢emZ odezva na
konkrétni cytokin je <&asto specifickd pro urcéitou 1linii nebo
stadium. Vyvoj jednoho typu bunék, jako Jjsou desticky,
z kmenovych bunék, miZe vyZadovat koordinované pusobeni vice
cytokina, pusobicich ve spravném poradi. ’

Znamé cytokiny zahrnuji interleukiny, jako jsou IL-1, IL-2,
IL-3, IL-6, IL-8 a j., a kolonie stimulujici faktory, jako jsou
G-CSF, N-CSF, GM-CSF, erythropoietin (EPO) a 3j. Obecné
interleukiny pisobi jako medidtory imunitni a za&nétlivé odezvy.
Kolonie stimulujici faktory stimuluji proliferaci bunék
odvozenych 2z drené, aktivuji maturni leukocyty, a tvori jinak
integrdlni souédst hostitelské odezvy na z&nétlivé, infekéni
a imunologické podnéty.

Ruzné cytokiny byly vyvinuty jako terapeuticka ¢inidla.
Nabfiklad: Erythropoietin, jenZ stimuluje vyvoj erythrocytu, se
pouZivd v lé¢bé anemie, vznikajici v disledku selh&ni ledvin.
Nékolik kolonie stimulujicich faktori se pouZivd ve spojeni
s nadorovou terapii k urychleni obnovy imunitniho systému
pacienta. Interleukin-2, a-interferon a 7T-interferon se pouZivaji




v 1é&bé& urditych nadoru. Aktivita stimulujici megakaryocytopoesi
a thrombocytopoesi byla zjisténa v télesnych  tekutinach
trobocytopenickych zvifat a v literatufe se na ni odkazuje jako
na "thrombopoietin" (recentni prehledy McDonald, Exp. Hematol.
16: 201-205, 1988 a McDonald, Am. J. Ped. Hematol. Oncol. 14:
8-21, 1992). Navzdory vice neZ tfem dekddam vyzkumu neni tato
aktivita definitivné charakterizovana, 2&asti pro nedostatek
dobrého zdroje a chybé&jici dobrou analytikou metodu, a pro
chybéjici znalosti co do mista (mist) tvorby.

Mirné poruchy krvaceni (mild bleeding disorders, MBDs)
spojené s dysfunkci destidek, jsou relativne béZné (Bachmann,
Seminars in Hematology 17:292-305, 1980), jako je urcéity pocet
vrozenych poruch funkce desticek, véetné Bernardova-Soulierova
syndromu (nedostatecnosti v destiékdch GPIb), Glanzmannovy
thrombasthenii (nedostatecnosti GPIIb a GPIIIa), vVrozené
afibrinogenemii (sniZené nebo chybéjici hladiny fibrinogenu
v plazmé a destic¢kach), a Sedého destiékového syndromu (absence
a-granuli). Navic existuje urdéity pocet poruch spojenych se
sekreci destidek, nedostatednou uloZenou zasobou, abnormalitami
drahy arachidonové kyseliny v destickach, nedostatken
cyklooxygenasy a thromboxansyntetasy Vv destidkdch a s defekty
v aktivaci desticdek (prehled: Rao a Holmsen, Seminars 1In
Hematology 23:102-118, 1986). V soucasnosti neni molekularni
zdklad téchto poruch dobre pochopen.

Izolace a charakterizace bilkovin desti¢ek by poskytla
neocenitelné prostfedky pro objasnéni defekty, zakladajicich
mnohé dysfunkce desticek. Hlavni omezujici krok podrobné
molekularni analyzy spodiva v  obtiZich se ziskdvanim mRNA
z destidek nebo jejich prekursoru, megakaryocytl, k analyze a ke
konstrukci cDNA knihovny. Desti&kam chybi jadro a transkripce.
Stopova mnoZstvi mRNA, jeSté spojenych s destidkami, lze obtiZné
izolovat a podléhaji &asto degradaci. Konstrukce cDNA knihoven
destidek takto vyZadovala velké poéty desticek, typicky z 25 az
250 jednotek celé krve (Izumi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:7477-7481, 1990; Wicky et al., Thrombosis and Hemostasis
61:448-453, 1989; a Wenger etbal., Blood 73:1498-1503, 1989) nebo
z ferese pacientll se zvySenymi pocty krevnich destié&ek v dusledku
esencialni thrombocythemie (Roth et al., Biochem. Biophys..Res.
Comm. 160: 705-710, 1989). Tam, kde byly izolovany CcDNA




specifické pro destic¢ky, byly mRNA prévdépodobné nejstabilnéjsi
nebo nejhojnéjsi ze vSech druhl mRNA a prestavovaly pravdépodobné
jen maly zlomek z celkového kédovaciho repertodru desticek.

Alternativni cestou k cDNA knihovné destidek je izolace
a konstrukce knihovny 2z mRNA izolované 2z megakaryocytl, primych
buné&nych prekursori desticek. Megakaryocyty jsou polyploidni
buikky a odekdva se, Ze budou obsahovat mRNA kédujici bilkoviny
destidek a megakaryocyti v celé uplnosti. Ukazalo se vsak
obtiin?m izolovat megakaryocyty v dostateéném poctu a Cistoté.

Soudasné pokroky v molekuldrni biologii znaéné'zlepéily nase
chapani hematopoese, ale soudasné ukazaly, 2Ze tento proces je
krajné slozity. I kdyZz mnohé cytokiny byly charakterizovany
a u nékterych bylo prokazano, Ze maji klinickou vyuéiteinost,
v oboru stdle pretrvavd potfeba dalsich &inidel, jeZ stimuluji
proliferaci a diferenciaci myeloidnich a 1lymfoidnich prekursoru
a tvorbu maturnich krevnich bunék. Existuje obzvlastni potreba
&inidel, jeZ stimuluji vyvoj a proliferaci bunék magakaryocytove
linie, véetné desticek. V oboru dile existuje potreba <¢inidel,
jez by mohla byt pouZita v lécbé cytopenii, vcetné
thrgmbocytopenie, ‘'stavu s abnormalne nizkym pocétem desticek
v obéhu (méné nezZ asi 1 X 109 destiéek/mm3), a Jjinych poruch
destidek. Predkladany vynalez vyplﬁuje tyto potreby a poskytuje
dalsi pribuzné vyhody. '

Podstata gygélezuv

Pfedmétem tohoto vyndlezu je poskytnuti bilkovin majicich
hemetopoetickou aktivitu.

Dal$im predmétem vyndlezu je poskytnuti zpusobu k produkci
bilkovin majicich hemetopoetickou aktivitu, jakoZz i izolovanych
molekul DNA, vektori a bunék, pouZitelnych v ramci tohoto
zpusobu.

Dalfim prfedmétem vyndlezu je poskytnuti protilatek, jeZ se
vaZi k epitopum na hematopoetické bilkovine.

Dal&im predmétem vynadlezu je poskytnuti zplsobl ke stimulaci
produkce megakaryocytu, desticek a neutrufild v savcich, véetné
¢lovéka.




Dal$im predmétem vyndlezu je poskytnuti rady ndstroji pro
pouziti ve studiu vyvoje, diferenciace a proliferace bunék kostni
drené, a v detekci chorob charakterizovanych abnormalitami ve
vyvoji, diferenciaci a proliferaci bunék kostni drené.

v jednom ohledu tento vyndlez poskytuje izolovanou
bilkovinu, vybranou ze skupiny sestavajici z a) bilkovin
obsahujicich sekvenci aminokyselin Vzorce I od aminokyselinového
zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek 196; b) bilkovin obsahujicich
sekvenci aminokyselin Vzorce I od aminokyselinového zbytku 45 po
aminokyselinovy zbytek 206; c¢) bilkovin obsahujicich sekvenci
aminokyselin Vzorce II od aminokyselinového zbytku 22 po
aminokyselinovy zbytek 173; d) bilkovin obsahujicich sekvenci
aminokyselin Vzorce II od aminokyselinového zbytku 22 po
aminokyselinovy zbytek 175; e) alelickych variant a), b), c)
ad); af) druhovych homologa a), b), <c), d) a e), pricemz
bilkovina stimuluje proliferaci a diferenciaci myeloidnich nebo
lymfoidnich prekursoru. V ur&itych provedenich bilkovina zahrnuje
sekvenci aminokyselin Vzorce I od aminokyselinového zbytku 45 po
aminokyselinovy zbytek 379 nebo sekvenci aminokyselin Vzorce II
od aminokyselinového zbytku 22 po aminokyselinovy zbytek 353.

v podobném ohledu vynalez poskytuje izolovanou
polynukleotidovou molekulu kédujici bilkovinu jak je uvedeno
shora. V jednom provedeni je polynukleotidovou molekulou molekula
DNA obsahujici kédujici vlakno obsahujici sekvenci nukleotidu
Vzorce IIT od nukleotidu 237 po nukleotid 692 nebo sekvenci
nukleotidd Vzorce IV od nukleotidu 64 po nukleotid 519. V jinych
provedenich tato molekula obsahuje nukleotidy 237-1241, 174-1241,
105-722, 174-722 nebo 237-722 ze Vzorce III nebo odpovidajicil
oblasti ze Vzorce IV. Vynalez ddle poskytuje alelické varianty
téchto molekul a DNA molekuly kédujici hematopoetickou bilkovinu,
kteréito molekuly kéduji bilkovinu, jeZz Jje alespoi z 80 %
identicka ve své aminokyselinové sekvenci s bilkovinou kédovanou
jednou z uvadénych c¢asti Vzorce III nebo Vzorce IV. Jsou
poskytnuty i molekuly komplementdrni k témto sekvencim.

V jiném ohledu poskytuje vyndlez izolovanou DNA molekulu,
vybranou ze skupiny sestavajici 2z a) EcoRI-Xhol inzertu plasmidu
pZGmpl-1081 (ATCC 69566). b) alelické varianty a), a c) DNA
molekulu kédujici bilkovinu, jéi je alesporn z 80 % identicka ve
své aminokyselinové sekvenci s bilkovinou kédovanou a) nebo b),




pricemZ izolovand DNA  molekula kéduje bilkovinu, majici
hematopoetickou aktivitu.

V jiném ohledu poskytuje vynalez vektor exprese obsahujici
nasledujici funkéné spojené prvky: promotor transkripcej
isek DNA, vybrany ze skupiny zahrnujici a) usek DNA kédujici
hemetopoetickou bilkovinu a obsahujici nukleotidovou sekvenci jak
je ukazana ve vzorci III od nrukleotidu 237 po nukleotid 692;
b) tGsek DNA kédujici hemetopoetickou pilkovinu a obsahujici
nukleotidovou sekvenci jak je ukdzana ve Vzorci IV od nukleotidu
64 po nukleotid 519; c) alelické varianty a) nebo b) a d) DNA
tseky kédujici hematopoetickou pilkovinu, jeZ je alespori z 80 %
identické ve své aminokyselinové sekvenci s bilkovinou kédovanou
a), b) nebo c); a terminator transkripce. | '

V jiném ohledu poskytuje vynalez kultivované buriky, do nichZ
byl zaveden vektor exprese jak je uvadén shora, pticemz bunky
exprimuji hemetopoetickou bilkovinu, kédovanou segmentem DNA.
vV uréitych provedenich je burikou buiika houby, savéi burika nebo
bakteridlni burka.

V jiném ohledu poskytuje vynalez savce (jiného neZ élovéka),
do jehoz zarodecné linie byl zaveden usek heterologni DNA, jen2
kéduje hemetopoetickou bilkovinu, jak se uvadi shora, pricemz
savec produkuje hematopoetickou pilkovinu kédovanou tecenym.
usekem DNA. -

V jiném ohledu vynalez poskytuje zpusoby Ppro stimulaci
produkce desticek v savci. Zplsob zahrnuje podavani terapeuticky
d&inného mnoZstvi hematopoetické bilkoviny vybrané ze skupiny
sestavajici z a) bilkovin obsahujicich sekvenci aminokyselin
vzorce I od aminokyselinového zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek
196; b) bilkovin obsahujicich sekvenci aminokyselin Vzorce II od
aminokyselinového zbytku 22 po aminokyselinovy zbytek 173;
c) alelickych variant a) a b); a d) druhovych homologu a), b)
nebo c), pridemZ bilkovina stimuluje proliferaci a diferenciaci
myeloidnich nebo lymfoidnich prekursoru, v kombinaci
s farmaceuticky prijatelnym vehikulem.

Tyto a dal$i aspekty vyndlezu budou objasnény s odkazy na
niasledujici podrobny popis a priloZené obrazky.




Struény popis obrazku

Obrazek 1 je Gastednd restrikéni mapa vektoru pDX. PouZité
symboly Jjsou: SV40 ori, pocatek replikace 2z SV40; 5SV40 E,
enhancer SV40; MLP, adenovirovy hlavni pozdni promotor; L1-3,
adenovirova trojita zavadéci sekvence; ss, signaly sestrihu; pA,
misto polyadenylace.

Obrdzek 2 ilustruje konstrukci plasmidu pBJ3. PouZité
symboly jsou: TPIp, promotor TPI1l; TPIt, terminator TPI1l; AAT,
a-1 antitrypsin cDNA; alfa, zavadéci sekvence alfa-faktoru; mTPO,
mny$i TPO kédujici sekvence.

Podrobny popis vynalezu

Pred podrobnym popisem tohoto vynalezu muZe byt uZitecné
definovat urdéité pojmy zde pouZivané.

Alelicka varianta: Alternativni forma genl, JjeZz vznika
v dasledku mutace nebo pozménény polypeptid kédovany mutovanym
genem. Mutace v genu miZe byt mléici (bez zmény Vv kédovaném
polypeptidu) nebo miZe kédovat polypeptidy majici pozménénou
aminokyselinovou sekvenci.

cDNA: Komplementdrni DNA, pripravovana reverzni transkripci
templdtu messenger RNA, nebo klon nebo amplifikovana kopie
takovéto molekuly. Komplementdrni DNA miZe byt jednovlaknova nebo
dvouvlaknova. '

Vektor exprese: Molekula DNA, 1linedrni nebo cirﬁulérni,
kterd obsahuje tusek kédujici bilkovinu, jeZ je predmétem zajmu,
ve funkéninm spojeni s dalsimi dseky, jez zajistuji Jjeho
transkripci. Takovéto dalsi useky zahrnuji promotorové
a termindtorové sekvence, a mohou téZ zahrnovat Jjeden nebo vice
podatkl replikace, jeden nebo vice selekénich markeru, enhancer,
polyadenylaéni signdl atd. Vektory exprese se obecné odvozuji
z plasmidové nebo virové DNA, a mohou obsahovat useky z obou
z nich. Vyraz "funkéni spojeni" znamend, Ze useky jsou usporadany
tak, Ze funguji spolecéné v zamySlenych t1celech, napr. Ze
transkripce zadind v promotoru a pokracuje pres kédujici sekvenci

k terminatoru.




Gen: Usek chromosomdlni DNA, JjenZ kéduje polypeptidovy
retézec. Gen obsahuje jednu nebo Vice oblasti kédujicich

aminokyseliny, jez jsou v nékterych pripadech proloZeny
nekdédujicimi "jntervenénimi sekvencenmi" ("introny”), spolu
s obklopujicimi nekédujicimi oblastmi, které zajistuji

transkripci kédujici sekvence.

Molekuly komplementarni Kk: Polynukleotidové molekuly majici
komplementiarni posloupnost bazi a opaénou orientaci v porovnani
s referendni sekvenci. Napfiklad: Sekvence 5' ATGCACGGG 3' Je
komplementdrni k 5' CCCGTCCAT 3'.

Promotor: Cast genu, Kk némuZ se vaie polymerasa a kde je
iniciovana syntéza mRNA.

‘Jak je 2zminéno shora, tento vynadlez poskytuje méteriély
a zplUsoby k pouZiti v produkci bilkovin, majicich hematopoetickou
aktivitu. Jak se zde pouZiva, vyraz "hematopoeticky" znamena
schopnost stimulovat proliferaci nebo diferenciaci myeloidnich
nebo lymfoidnich prekursoru, jak se stanovuje standardnimi testy.
Viz napfiklad Metcalf, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:5327-5330,
1980; a Metcalf et al., Exp. Hematol. 15:288-295, 1987. Typicky
se Dbunky dfené inkubuji v  pritomnosti testovaného vzorku
" a kontrolniho vzorku. Kultury se pak hodnoti na proliferaci
a diferenciaci bunék pomoci vizuadlniho prohliZeni nebo barveni.
Obzvl1ast vyhodny test Je kolorimetrické stanoveni s MIT podle
Mosman (J. Immunol. Meth. 65: 55-63, 1983; zahrnuto zde odkazem),
jez bude popsano podrobnéji v prikladech, jeZ nasleduji.

Tento vynalez Jje z&asti zaloZen na objevu aktivity, ktera
stimuluje rust bunék prostrednictvim MPL receptoru. Tento
receptor (Souyri et al., Cell 6€3:1137-1147, 1990) byl pred timto
objevem receptor "sirotek", jehoz prirozeny ligand nebyl znamn.
V pribéhu klonovani a mutagenese, jez Jjsou podrobné popsany
v Prikladech, které nasleduji, vynalezci vyvinuli bunéénou linii
zavislou co do preZiti a rustu na stimulaci drahy spojené s MPL
receptorem a schopnou autokrinni stimulace tohoto receptoru.
U kondicionovanych médii téchto na interleukinu-3 (IL-3)
nezavislych bunék se zjistilo, Ze podporuji rust  bunék
exprimujicich MPL receptor a jinak zAvislych na IL-3. Pokusy
s protilatkovou neutralizaci ukézaly, Ze tato aktivita nebyla
spojena § IL-3 nebo IL-4 a e mohla byt neutralizovéna rozpustnou
formou MPL receptoru. Pak byla 2z IL-3 nezavislé bunééné linie




prfipravena cDNA knihovna. DNA byla pouzita k transfekci krecécich
ledvinnych bunék (baby hamster kidney, BHK) a média transfektantua
byla testovdna na schopnost stimulovat bunéénou proliferaci
zavislou na MPL. Byl jzolovan pozitivni klon a pripraven
rekombinantni  MPL ligand. U rekombinantni  bilkoviné bylo
nalezeno, Ze stimuluje proliferaci v Sirokém spektru myeloidnich
a lymfoidnich prekursoru a obzvlasgt Ze stimuluje produkci
megakaryocytd a neutrofilu z progenitornich bunék v kostni dfeni.
Navic bylo nalezeno, Ze rekombinantni bilkovina stimuluje
produkci desticek Vv pokusnych zvifatech. S ohledem na tuto
aktivitu byla tato bilkovina nazvana thrombopoietin (TPO).

Tento vyndlez poskytuje izolované polynukleotidové molekuly
kédujici thrombopoietin. Polynukleotidové molekuly wuZitecné
v tomto ohledu zahrnuji mRNA, genomovou DNA, cDNA, syntetickou
DNA a DNA molekuly generované ligaci fragmenti DNA z ruznych
zdroju. K produkci rekombinantniho TPO jsou ve vét3iné systému
exprese vyhodné DNA molekuly bez introni. "Izolované" je minéno
tak, Ze molekuly Jjsou vynaty ze svého prirozeného prostredi.
Vynadlez tedy poskytuje DNA molekuly prosté jinych genli, s nimiz
jsou normdlné spojeny. Molekuly jsou obzvlast prosté nadbytecénych
a nezadoucich sekvenci, a Jsou ve formé& vhodné k pouZiti
v geneticko-inZenyrském sytému produkce bilkoviny.

Sekvence cDNA kloni kédujicich reprezentativni my$Si resp.
1idské TPO bilkoviny jsou ukdzany ve Vzorci III resp. Vzorci IV
a odpovidajici aminokyselinové sekvence jsou ukdzany ve Vzorci I
resp. Vzorci II. Ti, co Jjsou zbéhli v oboru rozpoznaji, Ze
sekvence ukazané ve Vzorcich I, II, III a IV, a genomické
sekvence ukazané ve Vzorcich Vv a VII odpovidaji jednotlivym
alelam mySiho nebo 1lidského genu a 2e se odekava existence
alelickych variaci. Alelické variace DNA sekvenci ukazanych ve
Vzorci III, Vzorci IV a Vzorci V, véetné téch, co obsahuji mléici
mutace a téch, jejichz mutace vedou k zaménam aminokyselin, jsou
v rozsahu tohoto vyndlezu, 3jakoZ jsou 1 bilkoviny, které jsou
alelickymi variacemi Vzorce I a Vzorce II. Bude rovnéz zrejmé, Ze
ten, kdo je 2zbéhly v oboru miZe "inZenyrovat" mista, ktera
napomohou manipulaci nukleotidové sekvence, s pouzitim
alternativnich kodénu.

My$i a 1lidské sekvence zde zverejnéné jsou uziteénymi
nastroji pro pripravu izolovanych polynukleotidovych molekul




kédujicich TPO bilkoviny 2z jinych druhu ("druhové homology").
Vyhodné jsou takovéto druhové homology zahrnujici savéi homology,
jako jsou bovinni, psi, praseéi, ovéi, konské, a obzvlasté
primati bilkoviny. Metody pro vyuZiti sekvenéni informace
z jednoho druhu ke klonovani odpovidajici polynukleotidové
sekvence z druhého druhu jsou v oboru dobfe znamé. Viz napriklad
Ausubel et al., vyd., Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley and Sons, Inc., NY, 1987. Molekuly DNA podle vynalezu -
kédujici TPO jsou ve své sekvenci obecné alespon z 60 %,
s vyhodou alespori z 80 % a mohou byt z 90-95 % identické se
Vzorcem III a Vzorcem IV a Jejich alelickymi variantami.
Thrombopoietinové molekuly jsou charakteristické svou schopnosti
vazat se k MPL receptoru 2z téhoZ druhu a stimulovat produkci
destidek in vivo. V normdlnich pokusnych zvifatech je TPO schopny
zvys$it hladinu desticek o 100 % nebo vice béhem 10 dna po zacdatku
denniho podavani.

Analyza distribuce mRNA ukdzala, Ze mRNA kédujici TPO byla
pritomnd v nékolika tkanich mysi a &lovéka, a byla hojnéjsi
v plicich, jatrech, srdci, kosternim svalu a ledviné. Pro izolaci
homologi z jinych druhl se tedy pfipravi cDNA knihovna, s vyhodou
z jédné z tkani, u nichZ se nalezla vysokd produkce mRNA. Zpusoby
pripravy cDNA knihoven jsou v oboru dobre znamé. Viz napriklad
Sambrook et al., vyd., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, a odkazy tam
‘citované. K detekci molekul kdédujicich TPO se pak knihovna
testuje s mySi nebo lidskou cDNA, zverejnénou zde, nebo s jejich
fragmenty nebo s jednou nebo vice malymi sondanmi zaloiénYmi na
zvefejnénych sekvencich. 2v1asté uZiteéné jsou sondy obsahujici
oligonukleotid alespori o délce 14_nebo vice nukleotidi az do 25
nebo vice nuklotidi, jeZ jsou alespori z 80 % identické s Usekem
stejné délky ze Vzorce III, Vzorce IV, Vzorce V nebo jejich
komplementarni sekvence. Je vyhodné testovat knihovnu pri nizké
hybridizaéni "stringenci", t.j. asi 2 x S8SC a hybridizaéni
teploté kolem 50°C za pouzZiti znacenych sond. Molekuly, s kterymi
sonda hybridizuje jsou detegovany s pouzitim standardnich
detekénich postupl. Pozitivni klony se potvrzuji sekvenéni
analyzou a testy aktivity, jako je na schopnost vazat homologni
MPL receptor (t.j. MPL receptor ze stejného druhu jako je cDNA)
nebo na stimulaci hematopoese z homolognich dreriovych bunék.
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Jak bude zfejmé tomu, kdo je zbéhly v oboru, lze pouzit 1i jiné
klonovaci metody.

Polynukleotidové molekuly kédujici TPO (véetné alelickych
variant a duhovych homologi molekul zde zverejnénych) lze také
izolovat klonovanim 2z bunééné linie, ktera produkuje MPL ligand
a vykazuje autokrinni stimulaci rustu. Ve strucénosti:
Faktor-dependentni bunécna linie se transfekuje k expresi MPL
receptoru (Vigon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5640-5644,
1992; Skoda et al., EMBO J. 12:2645-2653, 1993; a Vzorec VI), pak
mutagenizuje a selektuji se bunky nezavislé na faktoru. Tyto
bunky se pak pouziji jako zdroj TPO mRNA. Vhodné
faktor-dependentni bunéc¢né linie zahrnuji IL-3-dependentni
bunéénou linii BaF3 (Palacios a Steinmetz, Cell 41:727-734, 1985;
Methey-Prevot et al., Mol. Cell. Biol. 6:4133-4135, 1986),
FDC-P1 (Hapel et al., Blood 64:786-790, 1984), a MO7e (Kiss et
al., Leukemia 7:235-240, 1993). Bunééné linie zavislé na rustovém
faktoru mohou byt =zaloZeny podle publikovanych metod (naprt.
Greenberger et al., Leukemia Res. 8:363-375, 1984; Dexter et al.,
v Baum et al., vyd., Experimental Hematology Today, 8th Ann. Mtg.
Int. Soc. Exp. Hematol. 1979, 145-156, 1980). U typického postupu
se bunky vyjmou 2z tkdné, o niZz Je zajem (napf. kostni dfen,
slezina, fetdlni jatra), a kultivuji v konvenénim, sérem
doplnéném médiu, 3jako Jje RPMI 1640 doplnéné 10 % fetdlniho
bovinniho séra (FBS), 15 % korniského séra a 107 M
hydrokortisonem. V jedno- az dvoutydennich intervalech se seberou
neadherujici bufiky a ke kultufe se da derstvé médium. Sebrané
neadherujici buiikky se promyji a kultivuji v médiu s pridanym
zdrojem rustového faktoru (naprf. RPMI 1640 + 10 $ FBS + 5-20 %
WEHI-3 kondicionovaného média jako zdroje IL3). Témto buikam se
dava d&erstvé médium Vv jedno- aZ dvoutydennich intervalech
a expanduji se, 3jak kultura roste. Po nékolika tydnech az
nékolika mésicich jsou jednotlivé klony izolovany nanesenim bunék
na polotuhé médium (napf. médium obsahujici methylcelulosu), nebo
pomoci limitujiciho redéni. 2Zavislost klond na faktoru se
potvrzuje kultivaci jednotlivych kloni v nepritomnosti rustového
faktoru. Pro ziskani na rustovém faktoru zavislych bunék ve vyssi
frekvenci lze pouzit retrovirovou infekci nebo chemickou
mutagenesu. Faktor-dependentni buriky se transfekuji k expresi MPL
receptoru, pak mutagenizuji, Jjako napf. chemickym plsobenim,




expozici k ultrafialovému svétlu, expozici k rentgenovému zareni,
nebo retrovirovou inzeréni mutagenesou. Mutagenizované burniky se
pak kultivuji 2za podminek, kdy Jje preziti bunék zavislé na
autokrinni produkci rustového faktoru, tedy v nepritomnosti
exogenniho faktoru(u) vyZadovaného u rodidovskych bunék. Produkce
TPO se potvrzuje testovadnim, jako Je testovani kondicionovanych
médii na bunkidch exprimujcicich a neexprimujicich MPL receptor
nebo testovédni aktivity kondicionovanych médii v pritomnosti
rozpustného MPL receptoru a protilatek proti znamym cytokinum.
Tento vyndlez také poskytuje izolované bilkoviny, jeZ jsou
podstatné homologni s bilkovinami Vzorce I a Vzorce II a jejich
druhovymi homology. "Izolovand" je mysSleno tak, 2e bilkovina se
nachazi v podminkdch jinych nez v prirozeném prostredi, jako je
mimo krev a zvifeci tkan. Ve vyhodné formé je izolovand bilkovina
v podstaté prost jinych bilkovin, obzvlasté Jjinych bilkovin
zvireciho puvodu. Je s vyhodou poskytnou bilkoviny ve vysoce
vy&isténé formé, t.j. &istoté vyssi neZz 95 %, s vyhodou vy$$i nei
99 %. Vyraz "podstatné homologni" se zde pouzivad k oznadeni
bilkovin majicich 50 %, s vyhodou 60 %, vyhodneji alesponn 80 %
sekvenéni homologie se sekvencemi ukdzanymi ve Vzorci I nebo
Vvzorci II nebo jejich druhovymi homology. Takovéto bilkoviny
budou vyhodnéji =z alespori 90 % a nejvyhodnéji z 95 % identicke
s Vzorcem I nebo Vzorcem II nebo jejich druhovymi homology.
Procento identity se wur&i konvenénimi zpusoby. Viz napriklad
Altschul et al., Bull. Math. Blo. 48: 603-616, 1986 a Henikoff
a Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919, 1992. Ve
struénosti: Dvé aminokyselinové sekvence se priloZi k sobé pro
optimalizaci vysledku priloZeni, s pouzitim pokuty za otevreni
mezery v. hodnoté 10, rozsifeni mezery v hodnoté 1, a hodnotici
matrice "blosum 62" Henikoffa a Henikoffa (ibid.). jak je ukazana
v Tabulce 1 (aminokyseliny jsou oznacéeny standardnim
jednopismenkovym kédem). Procento identity se pak poc¢ita jako:
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V podstaté homologni bilkoviny jsou charakterizovany jako
ty, jeZ maji jednu nebo vice aminokyselinovych zamén, deleci nebo
adici. Tyto 2zmény jsou s vyhodou mens$iho razu, to je
konzervativni zamény aminokyselin, jez vyrazné neovlivni
prostorové uspofdddni a aktivitu bilkoviny (viz Tabulku 2);
kratké delece, typicky jedné aZ asi 30 aminokyselin; a kratké N-
a C-koncové extenze, jako je N-koncovy methioninovy zbytek, maly
spojovaci peptid do asi 20-25 zbytkl, nebo malad extenze, Jjez
ulehéuje purifikaci, Jjako Je polyhistidinovy trakt, antigenni
epitop nebo vazebnd doména. Obecné viz Ford et al., Protein
Expression and Purification 2:95-107, 1991, coZ 3je zde zahrnuto

odkazen.

Tabulka 2

Konzervativni zamény aminokyselin

Bazickeé: arginin
lysin
histidin
 Kyselé: kyselina glutamova
kyselina asparagova
Polarni: glutamin
asparagin
Hydrofébni: leucin
isoleuicin
valin |
Aromatické: fenylalanin
tryptofan
tyrosin
Malé: glycin
alanin
serin
threonin

methionin
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Aminokyseliny podstatné pro aktivitu TPO mohou byt
identifikovany podle postupui znamych v oboru, jako jsou cilena
mutagenesa nebo mutagenesa "alaninovym projizdénim" (Cunningham
a Wells, Science 244:1081-1085, 1989). V posledni jmenované
technice se zavadéji Jjednotlivé alaninové mutace do kaZdého
zbytku molekuly a vysledné mutantni molekuly se testuji na
biologickou aktivitu (napf. vazbu k receptoru, in vivo nebo In
vitro proliferaéni aktivitu) k identifikaci aminokyselinovych
zbytka, Kktereé jsou kritické pro aktivitu molekuly. Mista
interakce ligand-receptor mohou byt rovnéZ stanoveny takovymi
technikami jako jsou nuklearni magneticka rezonance,
krystalografie a fotoafinitni znadeni. Viz napriklad de Vos et
al., Science 255:306-312, 1992; Smith et al., J. Mol. Biol.
224:899-904, 1992; Wlodawer et al., FEBS Lett. 309:59-64, 1992.

Obecné se u cytokind predpovidd struktura &étyr alfa-helixu,
pri¢emz prvni a &tvrty helix Jjsou nejdualezitéjsi a Jsou
konzervovanéjsi mezi ¢leny této rodiny. S odkazem na
aminokyselinovou sekvenci lidského TPO, ukdzanou ve Vzorci II,
porovnani sekvenci cytokini napovida, Ze tyto helixy jsou spojeny
aminokyselinovymi zbytky 29 a 53, 80 a 99 108 a 130, a 144 a 168
(rozhrani Jjsou + 4 zbytky). Rozhrani helixu mysiho (Vzorec I)
a dalsich TPO, jinych neZ lidskych, miZe byt stanoveno priloZenim
k lidské sekvenci. Jiné daleZité strukturni aspekty TPO zahrnuji
cysteinové zbytky Vv pozicich 51, 73, 129 a 195 ze Vzorce 1
(odpovidajici pozicim 28, 50, 106 a 172 ze Vzorce II).

_ Navic mohou byt bilkoviny podle vyndlezu (nebo jejich
polypeptidové fragmenty) spojeny s jinymi biocaktivnimi

molekulami, obzvlast s jinymi cytokiny, za  poskytnuti
multifunkénich molekul. Napriklad: C-koncova doména
thrombopoietinu miZe byt spojena s jinymi cytokiny k zesileni
biologickych vliastnosti nebo Uiéinnosti produkce. Molekula

thrombopoietinu se zdd byt sloZena ze dvou domén. Prvni
(aminokoncova) doména pribliZné 150 aminokyselin je podobna co do
velikosti a pripomind co do struktury erythropoietin a jiné
hematopoetické cytokiny. 2Za prvni doménou je druha doména
pribliZné 180 aminokyselin, ktera mé strukturu, jez neni vyznamné
podobna zadné ze znamych bilkovinnych struktur v databédzich. Tato
druha doména je vysoce obohacena na N-vazebna glykosylaéni mista
a na zbytky serinu, threoninu a prolinu, jeZ jsou znamenimi
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o-vazebnych glykosylaénich mist. Takto predpokladany vysoky obsah
cukri napovidd, Ze tato doména m& svou roli Vv tom, Ze ¢&ini
hydrofobni prvni doménu pomérné rozpustnéjsi. Experimentalni
dukazy prokazuji, Ze cukr spojeny s druhou doménou je zapojen do
spravného nitrobunééného skladani a sekrece bilkoviny v prubéhu
biosyntézy. Druhd doména miZe také mit roli v stabilizaci prvni
domény proti proteolytické degradaci nebo v prodlouZeni in vivo
polodasu molekuly, a miZe potencovat prenos biologického signalu
nebo specifickou aktivitu bilkoviny.

Predkladany vyndlez tedy poskytuje sérii novych, hybridnich
molekul, v nichz je druhd doména TPO spojena s druhym cytokinem.
Je s vyhodou p¥ipojit C-koncovou doménu TPO Kk C-konci druhého
cytokinu. Spojeni se s vyhodou provede manipulaci na drovni DNA
pro zajisténi exprese chimérnich molekul v rekombinantnich
systémech produkce. Vysledné molekuly se pak testuji na takové
vlastnosti jako je zlepSena rozpustnost, prodlouZeny polocgas,
nebo zlepsSené hladiny exprese a sekrece, a farmakodynamika.
Konkrétni pfiklady takovychto chimérnich molekul zahrnuji ty,
v nichZ je druhd doména TPO pripojena k C-konci EPO, G-CSF,
GM-CSF, IL-6, IL-3 nebo IL-11l. Jak se poznamenévé vysSe, toto se
vhodné provadi pomoci fuze DNA. Fuzovand DNA se pak subklonuje do
vhodného vektoru exprese a transformuje nebo transfekuje do
hostitelskych bunék nebo organismi konvenénimi metodami. Vysledné
fuzované  bilkoviny se ¢isti s pouzitim  konvenénich
chromatografickych purifikaénich technik (napr.
chromatografickych technik), a jejich vlastnosti se porovnavaji
s vlastnostmi nativniho, nefuzovaného, rodic¢ovského “cytokinu.
Takovéto  hybridni molekuly mohou mezi bilkovinnymi nebo
polypeptidovymi soucdstmi navic obsahovat dalsi aminokyselinové
zbytky (napriklad polypeptidovou spojku).

Navic k hematopetickym bilkovinam zverejifiovanym shora, tento
vyndlez zahrnuje fragmenty téchto bilkovin a polynukleotidové
molekuly, které kéduji tyto fragmenty. Pfedmétem zvlastniho zajmu
jsou fragmenty délky alespoii 10 aminokyselin, jez se vaii k MPL
receptoru, a polynukleotidové molekuly délky alespon 30
nukleotidi, jeZ kéduji takovéto polypeptidy. Polypeptidy tohoto
typu se identifikuji zndmymi metodami vyhledavéni, jako je pomoci
digesce intaktni bilkoviny nebo syntézou malych, prekryvajicich
se peptidi nebo polynukleotidi (a expresi posledné jmenovanych),
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pripadné ve spojeni s technikami strukturni analyzy, uvadénymi
shora. Vysledné polypeptidy se pak testuji na schopnost
specificky vazat MPL receptor a stimulovat bunécénou proliferaci
prostfednictvim MPL receptoru. Vazba se stanovuje konvencnimi
metodami, jako Jjsou ty, co zverejnuje Klotz, Science 217: 1247,
1982 ("Scatchardova analyza"). Ve struénosti: Radioaktivné
znadeny testovany polypeptid se inkubuje s buriikami nesoucimi MPL
receptor v pritomnosti zvysujici se koncentrace neznaCeného TPO.
Zna&eny polypeptid véazany k burikam se oddéli od volného znaceného
polypeptidu centrifugaci pres ftaldtovy olej. Vazebna afinita
testovaného polypeptidu se stanovi vynesenim podilu vazané znacky
k volné znadce na svislé ose proti vazané znadce na vodorovné
ose. Vazebna specifita se stanovi kompetici s cytokiny jinymi nez
TPO. Vazbu k receptoru lze stanovit také sradZenim testované
slouc¢eniny imobilizovanym MPL receptoremn (nebo jeho
ligand-vaZici doménou). Ve strucnosti: Receptor nebo jeho ¢&ast se
imobilizuji na -nerozpustné podloice. Testovand sloucdenina se
oznadi, napf. metabolickym znacenim hostitelskych bunék v pripadé
rekombinantni testované slouceniny, nebo konvenénimi in vitro
znadkovacimi metodami (napf. radiojodaci). Znacena sloucenina se
pak pridd k imobilizovanému receptoru, nenavazany material se
odstrani, a deteguje se vazanad znacena sloucenina. V oboru jsou
znamy zplusoby detekce pro radu znadek. Stimulace proliferace se
vhodné stanovuje s pouZitim MIT kolorimetrického testu s burikami
nesoucimi MPL receptor. Polypeptidy se testuji na aktivitu pfi
riznych koncentracich, typicky v rozsahu 1 nM az 1 mM.

Poskytnuty jsou rovnéz vétsi polypeptidy az do 50 nebo vice
zbytkd, s vyhodou 100 nebo vice zbytkd, vyhodnéji asi 140 nebo
vice zbytkl, aZ do velikosti celé maturni bilkoviny. Napriklad:
Analyza a modelovani sekvence ukazané ve Vzorci I od zbytku 51 po
zbytek 195, vcetné, nebo ve vzorci II od zbytku 28 po zbytek 172,
véetné, napovidaji, Ze tyto &asti molekul jsou domény podobné
cytokinim a schopné samostatného skladani. Zajimavé jsou take
molekuly obsahujici tuto zakladni cytokinu-podobnou doménu plus
jeden nebo vice dalsich \iseki nebo domén primdrniho translaéniho
produktu. Jiné polypeptidy, jeZ jsou tedy predmétem zdjmu, jsou

shrnuty v Tabulce 3.
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Tabulka 3

Mysi TPO (Vzorec I)
Cys (zbytek 51)~-Val (zbytek 196)
Cys (51)--Pro (206)
cys (51)--Thr (379)
 Ser (45)--Cys (195)
Ser (45)--val (196)
Ser (45)--Pro (206)
Ser (45)--Thr (379)
Met (24)--Cys (195)
Met (24)--Val (196)
Met (24)--Pro (206)
Met (24)--Thr (379)
Met (1)--Cys (195)
Met (1)--val (196)
Met (1)--Pro (206)
Met (1)--Thr (379)
Lidsky TPO ( Vzorec II)
“Cys (28)--Val (173)
Cys (28)--Arg (175)
Cys (28)--Gly (353)
Ser (22)=--Cys (172)
Ser (22)=--val (173)
Ser (22)--Arg (175)
Ser (22)--Gly (353)
Met (1)=-=-Cys (172)
Met (1)--val (173)
Met (1)--Arg (175)
Met (1)--Gly (353)
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Ti, co jsou zbdhli v oboru, rozeznaji, Ze intermediarni
formy téchto molekul (napf. ty, Kktere maji C-konce mezi zbytky
196 a 206 Vzorce I nebo ty, které maji N-konce mezi zbytky 22
a 28 Vzorce II) jsou také predmétem zajmu, stejné jako
polypeptidy majici jednu nebo vice aminokyselinovych zamén,
deleci, inzerci, nebo N- a Cc-koncové extenze, uvadéné vyse.
Predklddany vynalez tedy poskytuje hematopoetické polypeptidy
o alespori 10 aminokyselinovych zbytcich, s vyhodou o alespon 50
zbytcich, s vyhodnéji o alespon 100 zbytcich, a nejvyhodnéji
o alespoii asi 140 zbytcich délky, kde Fedené polypeptidy jsou
v podstaté homologni s polypeptidy o podobné délce ze Vzorce I
nebo Vzorce II.

Bilkoviny podle tohoto vynalezu mohou byt produkovany
v buiikdch upravenych genetickym inZernyrstvim podle konvenénich
technik. Vhodnymi hostitelskymi burikami jsou ty, které mohou byt
transformovany nebo transfekovany exogenni DNA a péstovany
v kultufe, a zahrnuji bakterie, buiky hub, a kultivované bunky
vy$sich eukaryotu. Techniky pro manipulaci klonované DNA a pro
zavadéni exogenni DNA do rady hostitelskych bunék jsou popsany
Sambrookem et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY, 1989, a Ausubelem et al., ibid., co? je zde zahrnuto odkazem.

Obecné je DNA sekvence kédujici bilkovinu podle vyndlezu
funkéné spojena s promotorem a termindtorem transkripce ve
vektoru exprese. Vektor béiné obsahuje jeden nebo vice selekénich
markert a jeden nebo vice podatku replikace, i kdyZ ti, co jsou
zbdhli Vv oboru rozpoznaji, Ze v uréitych systémech mohou byt
selekéni markery poskytnuty na oddélenych vektorech a 2e
replikace exogenni DNA muZe byt zajisténa pomoci integrace do
genomu hostitelské bunky. Vybér promotort, termindtoruy,
selekénich markert, vektord a  jinych prvka Jje zaleZitosti
rutinniho navrhu v ramci udrovné obydejné zbéhlosti v oboru.
V literatufe je popsano mnoho takovychto prvkl, a tyto jsou
dostupné od komerénich dodavatelu.

Pro smérovani bilkoviny podle vyndlezu do sekreéni drahy
hostitelskych bunék se ve vektoru exprese zajistuje sekreéni
signalni sekvence (zndma rovnéZ jako zavadéci sekvence, prepro
sekvence nebo pre sekvence). Sekreéni signdlni sekvence se
pripojuje k DNA sekvenci, kédujici bilkovinu podle vynadlezu, ve
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spravném d&tecim réamci. Sekredni signdlni sekvence se béZné
umistuji v 5' sméru od DNA sekvence kdédujici bilkovinu, o niZ je
zédjem, i kdyZ urdité signdlni sekvence mohou byt umistény jinde
v DNA sekvenci, jeZ je predmétem zdjmu (viz napf.‘ Welch et al.,
US patent &. 5 037 743; Holland et al., US patent &. 5 143 830).
Sekreénimi signdlnimi sekvencemi mohou byt ty, jeZ jsou normalné
spojeny s bilkovinou podle vyndlezu nebo mohou byt 2z genu
kédujiciho jinou secernovanou bilkovinu.

Kvasinkové buriky, obzvlasté buﬁky rodu Saccharomyces, jsou
vyhodnym hostitelem pro pouZiti v ramci tohoto vyndlezu. Zpusoby
transformace kvasinkovych bunék exogenni DNA a produkce
rekombinantnich bilkovin z nich jsou zverejnény napriklad
v Kawasaki, US patent &. 4 599 311; Kawasaki et al., US patent
&. 4 931 373; Brake, US patent &. 4 870 008; Welch et al., US
patent &. 5 037 743; a Murray et al., US patent ¢. 4 845 075, coiZ
je zde zahrnuto odkazem. Transformované buriky se selektuji podle
fenotypu uréeného selekénim markerem, bézZné resistenci k léé&ivu
nebo schopnosti rust v nepfitomnosti 2zvlastni vyZivné sloZky

(napf. 1leucinu). Vyhodnym vektorovym systémem pro pouZiti
v kvasinkdch 3je vektorovy systém POT1, zverejnény Kawasakim et
al. (us patent c. 4 931 373), jenz umozniuje selekci

transformovah?ch bunék pomoci rustu na médiich obsahujicich
glukosu. ‘VYhodné sekrecéni signdlni sekvence pro pouZiti
v kvasinkiach je signalni sekvence genu MFal S. cerevisiae (Brake
et al., US patent &. 4 546 082). Vhodné promotory a terminatory
pro pouZiti v kvasinkdch zahrnuji promotory.a terminadtory genu
glykolytickych enzymi (viz napr. Kawasaki, Us patent
&. 4 599 311; Kingsman et al., US patent &. 4 615 974; a Bitter,
US patent &. 4 977 092, jezZ Jjsou zde zahrnuty odkazem) a genu
alkoholdehYdrogenasy. Viz téZ US patenty &. 4 900 446, 5 063 154,
5 139 936 a 4 661 454. Systémy transformace pro jiné kvasinky
véetné Hansenula  polymorpha, Schizosaccharomyces  pombe,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Ustilago mydis,
Pichia pastoris, Pichia guillermondii a Candida maltosa jsou
v oboru zndmy. Viz napfiklad Gleason et al., J. Gen. Microbiol.
132:3459-3465, 1986 a Cregg, US patent &. 4 882 279.

Buwiiky jinych hub jsou rovnéZ vhodné jako hostitelské bunky.
Napriklad: Bunky Aspergillus lze pouZit podle metod McKnighta et
al., US patent &. 4 935 349, jenZ je zde zahrnut odkazem. Zpusoby
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transformace Acremonium chrysogenum jsou zverejnény Suminoem et
al., US patent &. 5 162 228, jenZ je zde zahrnut odkazem. Zpusoby
transformace Neurospora jsou zverejnény Lambowitzem, US patent
&. 4 486 453, jenZ je zde zahrnut odkazem.

Kultivované savéi buiiky jsou rovnéZz vyhodnym hostitelem pro
pouziti v ramci tohoto vyndlezu. Zpusoby zavadéni exogenni DNA do
savéich bunék zahrnuji transfekci zprostredkovanou fosforeénanem
viapenatym (Wigler at al., Cell 14:725, 1978; Corsaro a Pearson,
Somatic Cell Genetics 7:603, 1981; Graham a Van de Eb, Virology
52:456, 1973), elektroporaci (Neumann et al., EMBO.J. 1:841-845,
1982) a transfekci zprostfedkovanou DEAE-dextranem (Ausubel et
al., Current Protocols Iin Molecular Biology, John Wiley and Sons,
Inc., NY, 1987), coZ Jje zde zahrnuto odkazen. Produkce
rekombinantnich bilkovin Vv savéich burilkdch  Jje 2zverejnéna
napriklad Levinsonem, US patent ¢&. 4 713 339; Hagenem et al., US
patent &. 4 784 950; Palmiterem et al., US patent ¢. 4 579 821
a Ringoldem, US patent ¢&. 4 656 134), coZz Jje zde zahrnuto
odkazem. Vyhodné kultivované savCéi bunky zahrnuji C0sS-1 (ATCC ¢.
CRL 1650), C€0S-7 (ATCC &. CRL 1651), BHK (ATCC &. CRL 1632),
BHK 570 (ATCC &. CRL 10314), 293 (ATCC &. CRL 1573); Graham et
al., J. Gen. Virol. 36:59-72, 1977) a bunécéné linie vajec¢niku
&inského kredka (napf. CHO-K1, ATCC ¢&. CCL 61). Dalsi vhodné
bunééné linie jsou v oboru znadmé a Jsou dostupné z verejnych
depozitaru jako je American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland. Obecné jsou vyhodné silneé transkripéni promotory, Jjako
jsou promotory 2z SV-40 nebo cytomegaloviru. Viz napr. US patent
c. 4 956 288. Jiné vhodné promotory zahrnuji promotory
metalothioneinovych genu (US patenty ¢. 4 579 821 a 4 601 978,
které jsou zde zahrnuty odkazem) a adenovirovy hlavni pozdni
promotor.

K selekci kultivovanych savéich bunék, do nichZ byla
zavedena cizi DNA se bézné pouzivd resistence Kk lé¢ivum. Na
takovéto buriky se bézZné odkazuje jako na "transfektanty". Na
bufiky, které se kultivuji v pritomnosti selekéniho ¢inidla
a které jsou schopné prenést gen, jenz je predmétem zdjmu, do
progenni populace, se odkazuje Jjako na "stabilni transfektanty".
Vyhodnym selektovatelnym markerem je gen kédujici resistenci
k antibiotiku neomycinu. Selekce se provadi v pritomnosti léc¢iva
neomycinového typu, jako je G-418 nebo podobné. Selekéni systémy
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lze pouzit tézZ ke zvySeni hladiny exprese genu, O néjz je zajem:
Na tento postup se odkazuje jako na "amplifikaci”. Amplifikace se
provadi kultivovanim transfektantu v pritomnosti nizké hladiny
selekéniho &inidla k selekci bunék,, které produkuji vysoké
hladiny produkti zavedenych genii. Vyhodnym amplifikovatelny
selektovatelnym markerem je dihydrofolatreduktasa, které
vyznaduje resistenci k methotrexatu. Lze pouzivat i Jjiné geny
resistence k lé¢ivim (napr. resistence k hygfomycinu,
multi-drogové resistence a puromycin acetyltransferasy).

Jako hostitele 1lze pouZit i jiné buiikky vys$sich eukaryotu,
véetné hmyzich, rostlinnych a pta¢ich bunék. Transformace hmyzich
bunék a produkce cizich bilkovin v nich je zverejnéna Guarinem et
al., .Us patent ¢&. 5 162 222; Bangem et al., US patent
&. 4 775 624; a WIPO publikaci &. 94/06463, které jsou zde
zahrnuty odkazem. PouZiti Agrobacterium rhizogenes jako vektoru
pro expresi geni v rostlinnych burikdch bylo shrnuto v p¥ehledu
Sinkarem et al., J. Biosci. (Bangalore) 11:47-58, 1987.

Vyhodné prokaryotické hostitelské burnky pro provadéni tohoto
vyndlezu jsou kmeny bakterie Escherichia coli, i kdyZ uzitecénym
je také Bacillus a 3jiné rody. Techniky transformace téchto
hostiteld a exprese sekvenci cizich DNA klonovanych do nich jsou
v oboru dobfe znamé (viz nap¥. Sambrook et al., ibid.). KdyZ se
bilkoviny exprimuji v bakteriich jako je E. coli, bilkovina muze
zistavat v cytoplazmé, typicky jako nerozpustna téliska, nebo
nize byt ‘bakteridlni sekreéni sekvenci smérovana do
periplazmatického prostoru. V prvné jmenovaném pripadé se bunky
lyzuji, téliska se shromazdi a zdenaturuji s pouZitim napr.
guanidin isithiokyandtu. Denaturované bilkoviny se pak podrobi
novému skladani struktury pomoci zfedéni denaturaéniho ¢éinidla.
V druhém jmenovaném pripadé se mohou bilkoviny ziskat
z periplazmatického prostoru v rozpustné a funkéni formé pomoci
rozruseni bunék (pomoci napf. sonikace nebo osmotického Soku) za
uvolnéni obsahu periplazmatického prostoru a ziskdni bilkoviny.

Transformované nebo transfekované hostitelské bunky se
kultivuji podle konvenénich postupi v kultivaénim médiu
obsahujicim sloZky vyzivy a dalsi sloZky potfebné pro rust
zvolenych hostitelskych bunék. V oboru je znama rada vhodnych
médii, véetné definovanych médii a komplexnich médii: Obecné
obsahuji 2droj uhliku, 2zdroj dusiku, esencialni aminokyseliny,
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vitaminy a mineraly. Média mohou podle potfeby také obsahovat
takové slozky, jako Jsou rustoveé faktory nebo sérum. Rustovym
médiem se obecné selektuji buriky obsahujici exogenné pridanou
DNA, pomoci napf¥. selekce s lécivem nebo deficience na esencialni
vyzivnou slozku, ktera Jje doplnéna selektovatelnym markerem,
nesenym vektorem exprese, nebo kotransfekovanym do hostitelské
bunky.

V ramci tohoto vyndlezu se miZe k produkci TPO pouzit
technologie transgennich zvirat. Je s vyhodou produkovat
bilkoviny v mlé&nych Zlazach samiédiho hostitelského zvirete.
Exprese v mlééné Zlaze a nasledna sekrece bilkoviny, jeZ je
predmétem zajmu, do mléka, obchazi mnohé potiZe, s nimiZ se
stretava izolace bilkovin 2z jinych zdroju. Mléko se snadno
shromazduje, 3je dostupné ve velkych mnozstvich a Je dobte
biochemicky charakterizovéno. Navic: Hlavni bilkoviny mléka jsou
v mléce pritomné ve vysokych koncentracich (od asi 1 do 15 g/1).

7 komer&niho hlediska 3je jasné vyhodné pouziti hostitele
takového druhu, jenZ ma vysoky vytéZek mléka. I kdyZ lze pouZit
mensich zvirat, jako jsou my$i a potkani, (a lze je preferovat ve
stadiu ovérovani koncepce), v ramci tohoto vynalezu je vyhodné
pouzit hospodafska zvirata véetné, ale bez omezeni, prasat, koz,
ovci a hovéziho dobytka. Ovce jsou obzvlast vyhodné pro takové
faktory 3jako je drivéjsi historie transgenese s timto druhen,
vytéZek mléka, naklady a bésna dostupnost zarizeni pro sbér

ovcéiho mléka. Pro porovnani faktori ovlivaujicich vybér
hostitelského druhu viz WIPO publikaci WO 88/00239. Obecné je
zadouci vybrat plemeno hostitelského zvirete, jez bylo

vys$lechténo pro mlékarenské GU¢ele, jako je vychodné-frizska ovce,
nebo zavést mlékarensky zaklad $lechténim transgenni linie
v pozdéjsim terminu. V kazdém pripadé se musi pouZivat zvirata se
znamym, dobrym zdravotnim stavem.

Pro ziskani exprese v mlécné Zlaze se pouziva transkripéni
promotor z genu mlééné bilkoviny. Geny mlé&nych bilkovin zahrnuji
geny kédujici kaseiny (US patent ¢&. 5 304 489, jenZ je zde
zahrnut odkazem), beta-laktoglobulin, a-laktalbumin a kyselou
bilkovinu syrovatky. Vyhodny je promotor beta~-laktoglobulinu
(BLG). V pripadé promotoru genu ovéiho beta-laktoglobulinu se
obecné pouZije oblast alespon proximdlnich 460 bp ze sekvence 5'
prilehlé ke genu, i kdyZ jsou vyhodné vétsi &asti 5' prilehlé




sekvence, jako 3je =-4,25 kb usek DNA, obsahujici 5' prilehly
promotor s nekédujici &ast beta-laktoglobulinového genu. Viz
Whitelaw et al., Biochem. J. 286:31-39, 1992. Vhodné jsou také
podobné tseky promotorové DNA z jinych druhu. '

Do konstruktl mohou byt zacélenény také Jjiné oblasti
beta-laktoglobulinového genu, jako Jjsou genomové oblasti genu,
jenz md byt exprimovadn. Obecné se v oboru uznava, Ze napriklad
konstrukty bez intrond se exprimuji Spatné ve srovnani s témi,
jez takovéto sekvence DNA obsahuji (viz Brinster et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:836-840, 1988; Palmiter et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88:478-482, 1991; Whitelaw et al.,
Transgenic Res. 1: 3-13, 1991; WO 89/01343; WO 91/02318).
V tomto ohledu Jje obecné v?hodné pouzit tam, kde to lze,
genomické sekvence obsahujici vSechny nebo nékteré z prirozenych
introni genu kédujiciho bilkovinu nebo polypeptid, jez jsou
ptedmétem zajmu, a tedy Jje vyhodné vloZeni alespon nékterych
introni nap¥. z beta-laktoglobulinovych genu. Jednou takovouto
oblasti je dusek DNA, jenZ =zajistuje sestfih intronu a RNA
polyadenylace z 3 nekédujici oblasti ovéiho beta-
laktoglobulinového genu. KdyzZ je nahradou prirozenych 3'
nekédujicich sekvenci, miZe tento ovéi beta-laktoglobulinovy usek
zvysovat a stabilizovat hladiny éxprese bilkoviny nebo
polypeptidu, o néZ Jje zdjem. V ramci jinych provedeni se oblast
obklopujici iniciaéni ATG v TPO sekvenci nahradi odpovidajicimi
sekvencemi 2z geni pro specifické nlééné bilkoviny. Takovato
ndhrada zajistuje podminky putativni tkérnové specificke iniciace
pro zvyseni exprese. Je vhodné nahrazovat Uplné pre-pro
a 5' nekédujici sekvence sekvencemi napriklad z BLG, i kdyZ lze
nahrazovat mensi oblasti.

Pro expresi TPO v transgennich zvifatech se 1usek DNA
kédujici TPO funkéné spoji s dalsimi dUseky DNA, potfebnymi pro
jeho expresi a k tvorbé jednotek exprese. Takovéto dalsi uUseky
zahrnuji shora zmifiovany promotor, jakoZ i sekvence pro terminaci
transkripce a polyadenylaci mRNA. Jednotky exprese dale zahrnou
isek DNA kédujici sekreéni signdlni sekvenci, funké&né spojeny
s uisekem kédujicim TPO. Sekreéni signalni sekvenci muZe byt
nativni TPO sekreéni signdlni sekvence nebo sekvence 2 jiné
bilkoviny, jako Jje mlécna bilkovina. Viz napriklad von Heinje,
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Nucl. Acids Res. 14:4683-4690, 1986; a Meade et al., US patent
&. 4 873 316, jeZ jsou zde zahrnuty odkazem.

Konstrukce jednotek exprese k pouziti v transgennich
zviratech se vhodné provede inzerci TPO sekvence do plasmidového
nebo fagového vektoru, obsahujiciho dal$i Useky DNA, i kdyz
jednotka exprese muZe byt zkonstruovana Vv podstaté ligacemi
v jakékoli posloupnosti. Obzvlast vhodné Jje =zajistit vektor
obsahujici tsek DNA, kédujici mlécnou bilkovinu a nahradit
kédujici sekvenci mlééné bilkoviny sekvenci, kédujici TPO
polypeptid, a takto vytvorit genovou fuzi, jeZ obsahuje sekvence
fidici expresi genu mlécéné bilkoviny. V kazdém pripadé umoiZnuje
klonovani jednotek exprese v plasmidech nebo jinych vektorech
amplifikaci TPO sekvence. Je vhodné provadét amplifikaci
v bakterialnich (nap¥. E. coli) hostitelskych burikach, takie
vektory typicky obsahuji podatek replikace a selektovatelny
marker, jeZ jsou funkéni v bakterialnich hostitelskych burikach.

Jednotka exprese se pak zavede do oplodnénych vajicek
(véetné embryi ranného stadia) vybraného hostitelského druhu.
Zavedeni heterologni DNA lze dosdhnout Jjednou 2 nékolika cest,
véetné mikroinjekeci (napf. US patent ¢. 4 873 191), retrovirové
infekce (Jaenisch, Science 240:1468-1474, 1988) nebo Ffizené
integrace s pouzZitim embryondlnich kmenovych (ES) bunék (prehled
Bradley et al., Bio/Technology 10:534-539, 1992). Vajicka se pak
implantuji do vejcovodi nebo déloh pseudopregnantnich samicek
a nechaji se vyvijet k vrhu. Potomstvo nesouci zavedenou DNA ve
své zarodeéné 1linii miZe prendset tuto DNA do své progenni
populace normalnim Mendelovskym zplisobem, coZ umoZiuje vyvoj
transgennich stad.

Obecné postupy produkce transgennich zvirat jsou v oboru
znamy. Viz napriklad Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1986; Simons
et al., Bio/Technology 6:844-867, 1988; wall et al., Biol.
Reprod. 32:645-651, 1985; Buhler et al., Bio/Technology 9:
835-838, 1991; Krimpenfort et al., Bio/Technology 9:844-847,
1991; Wall et al., J. Cell. Biochen. 49:113-120, 1992; US patenty
&. 4 873 191 a 4 873 316; WIPO publikace WO 88/00239,”WO
90/05188, WO 92/11757; a GB 87/00458, coZ Je zde zahrnuto
odkazem. Techniky pro zavedeni sekvenci cizi DNA do savcu
a jejich zarodeé¢nych bunék byly vyvinuty v mysich. Viz napr.
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Gordon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:7380-7384, 1980;
Gordon a Ruddle, Science 214:1244-1246, 1981; Palmiter
a Brinster, Cell 41:343-345, 1985; Brinster et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:4438-4442, 1985; a Hogan et al., (ibid.). Tyto
techniky byly nasledné adaptopvany k pouziti na vétsich
zvitratech, v&etné hospoddfskych zvirat (viz napf. WIPO publikace
WO 88/00239, WO 90/05188, WO 92/11757; Simons et al.,
Bio/Technology 6:844-867, 1988). Ve shrnuti: V nejuc¢innéjsich
dosavadnich cestdch pro vytvoreni transgennich mys$i nebo
hospodafskych zvirat se injikuje nékolik set linedrnich molekul
DNA, jez 3je predmétem zdjmu, do Jjednoho 2z pro-jader oplodnéného
vajidka pomoci technik, jeZ se staly standardnimi v oboru. Lze
pouzit i injekci DNA do cytoplazmy nebo zygoty.

Lze pouzivat také produkci v transgennich rostlinach.
Exprese muZe byt zobecnénd nebo tizend ke konkrétnimu organu,
jako je hliza. Viz Hiatt, Nature 344:469-479, 1990; Edelbaum et
al., J. Interferon Res. 12:449-453, 1992; Sijmons et al.,
Bio/Technology  8:217-221, 1990; a publikace Evropského
patentového uradu EP 255 378.

TPO pripraveny podle tohoto vyndlezu je CisStén s pouzitim
metod obecné znamych v oboru, jako Jje afinitni purifikace
a separace zaloZené na velikosti, naboji, rozpustnosti a jinych
vlastnostech této bilkoviny. KdyZz se bilkovina produkuje
v kultivovanych sav&ich burikach je s vyhodou kultivovat bunky
v bezsérovém kultivaénim médiu, aby se omezilo mnoiZstvi
kontaminujici bilkoviny. Médium se sbird a frakcionuje. Vyhodné
metddy frakcionace zahrnuji. afinitni chromatografii na
konkavalinu A nebo Jjiném lektinu, a takto 'se vyuzije cukr
pritomny na bilkoviné. Bilkoviny lze rovnéz éistit s pouzitim
imobilizované bilkoviny MPL receptoru nebo Jjeho ¢éasti vaZici
ligand nebo s pouzitim afinitni znac¢ky (tag] (napr.
polyhisf{tidinu, substance P nebo Jjiného polypeptidu nebo
bilkovfny, pro niZz je dostupnd protildtka nebo jiné specificky se
vazici &inidlo). Mezi bilkovinou, o niZ je zajem, a finitni
znadkou miZe byt zajisténo specifické Stépici misto.

Bilkoviny tohoto vyndlezu mohou byt terapeuticky pouzity
véude, kde je to Z&douci pro zvyseni proliferace bunék kostni
drené, jako je tomu v léché cytopenié, jako je cytopenie vyvolana
aplasﬁickou anemii, myelodysplastickymi syndromy, chemoterapii
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nebo kongenitdlni cytopenii; u pacientt s transplantaci kostni
dfend; u pacientu s transplantaci kmenovych bunék periferni krve;
a v 1éébé stavia, které zplsobuji selhdni kostni dfené, Jjako je
myelodysplasticky syndrom. Tyto bilkoviny jsou rovnéZ uZitecéné ke
zvysovani tvorby desticek, jako Jje v lécbé thrombocytopenie.
Thrombocytopenie je spojena s ruznorodou skupinou chorob
a klinickych situaci, které mohou pusobit samostatné nebo
spoleéné k vytvoreni tohoto stavu. Snizené pocty desticek mohou
vznikat napriklad 2z poruch tvorby desticdek (z pric¢in napr.
vrozenych vad jako je Fanconiho syndrom, syndrom thrombocytopenia
absent radii, Wiskott Aldrich, Mayova Hegglinova anomalie,
Bernard-Soulieruv syndrom, minneapolisky syndrom, Epsteinuav
syndrom, montredlsky destiékovy syndrom a Ecksteinav syndrom),
abnormalni distribuce desticéek, ztrat <rfedénim z priéin masivnich
transfuzi, rozkladu desticek, nebo abnormalniho odstranovani
destidek ve slezinadch hypersplenickych pacientd (napf. 2z p¥icin
cirrhosy nebo kongestivniho srdeéniho selhani). Napriklad:
Chemoterapeutickda 1lé&iva pouZivana Vv nadorové terapii mohou
potladovat vyvoj progenitornich bunék desticek Vv kostni dreni,
a vysledné thrombocytopenie omezuje chemoterapii a muZe prinaset
nutnost transfuzi. Navic mohou urc¢ité neoplasie narusovat tvorbu
a distribuci destidek. Radiaéni terapie, JjeZ se pouzivd k zabiti
malignich bunék zabiji také progenitorni buiiky desticek.
Thrombocytopenie muZe vznikat téz z ruznych autoimunnich poruch
destidek, indukovanych lécivy, neonatalni imunitou, transfuzni
alloimunitou destidek a virovou infekci (véetné HIV). Bilkoviny
podle tohoto vyndlezu mohou snizovat nebo odstrariovat potrebu
transfizi, a takto sniZovat incidenci desticékové alloimunity.
Abnormalni rozklad destidek miZe byt vysledken: 1) zysSené
spotfeby desticek ve vaskularnich Stépech nebo traumatizované
tkadni, nebo 2) imunitniho mechanismu, spojeného napriklad
s thrombocytopenii indukovanou lécivy, idiopatickou
throbocytopenickou  purpurou (1TP), autoimunitni chorobou,
hematologickymi  poruchami a lymfomem nebo metastazujici
rakovinou, zahrnujici kostni dfen. Jiné indikace pro bilkovinu.
tohoto vyndlezu zahrnuji aplastickou anémii a lééivy indukované
potladéeni drené, jako nasledku, napriklad, chemoterapie nebo

1é¢by infekce HIV pomoci AZT.
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Thrombocytopenie se projevuje jako zvySené krvaceni, jako je
slizniéné krvaceni z oblasti nosu a Ust nebo gastrointestindlniho
traktu, nebo mokvadni z ran, vifedi a mist injekeci.

K farmaceutickému pouZiti se bilkoviny tohoto vynadlezu
formuluji podle konvenénich metod pro parenterdlni, obzvlasté
intravenézni nebo subkutanni podavani. Intravenézni podavani bude
injekci nebo infuzi s typickou periodou jedné aZ nékolika hodin.
Obecné budou farmaceutické prostredky obsahovat hematopoetickou
bilkovinu v kombinaci s farmaceuticky prijatelnym nosicem, jako
je solny roztok, pufrovany solny roztok, 5 % dextrosa ve vodé
a podobné. Prostfedky mohou navic obsahovat jeden nebo vice
excipientd, konzervaéni latky, solubilizéry, pufraéni ¢inidla,
albumin k zabrané ztrat bilkoviny na povrchu ampule, atd. Navic
mohou byt hematopoetické bilkoviny tohoto vynalezu kombinovany
s jinymi cytokiny, obzvlast rychle pusobicimi cytokiny jako je
faktor kmenovych bunék, IL-3, IL-6, IL-11 nebo GM-CSF. KdyzZz se
pouziva takovato kombinovana lécba, cytokiny mohou byt
kombinovany v Jjednom pripravku nebo mohou byt podavany
v oddélenych pripravcich. 2Zplsoby formulace jsou dobre ‘znamé
v oboru a jsou zverejnéné napriklad v Remington's Pharmaceutical
Sciences, Gennaro, vyd., Mck Publishing Co., Easton PA, 1990, coz
je‘ zde zahrnuto odkazem. Terapeutické davky budou obecné
v rozsahu 0,1 aZ 100 pg/kg vahy pacienta za den, s vyhodou 0,5 az
20 ug/kg za den, s tim, Ze presnou davku stanovi klinik podle
zavedenych standardld, s ohledem na povahu a vazZnost stavu, jeZ se
1é¢i, pacientovu minulost atd. sStanoveni davky je na udrovni
obvyklé zb&hlosti v oboru. Bilkoviny se bé&iné podavaji v pribéhu
obdobi a% 28 dni nasledujicich po chemoterapii nebo transplantaci
kostni dfené nebo dokud se nedosdhne podet destidek > 20 000/mm3,
s thddou > 50 000/mm>. Bé&Znéji se bilkoviny podédvaji v prubéhu
jednoho tydne nebo kratdeji, &asto béhem obdobi jednoho az tri
dnii. Obecné je terapeuticky u&innym mnoZstvim TPO mnoZstvi
dostateéné k vyvolani klinicky vyznamného vzrustu proliferace
nebo diferenciace myeloidnich nebo lymfoidnich progenitornich
bunék, 3jenZ se projevi zvySenim hladin maturnich ‘bunék‘(napf.
destidek nebo neutrofild) v obéhu. Léd&ba poruch desticek bude
tedy trvat dokud se nedosdhne pocet desticek alespon 20 000/mm>,
s vyhodou 50 000/mm> . Bilkoviny tohoto vynalezu mohou byt také
podavany v kombinaci s jinymi cytokiny, jake IL-3, -6 a -1l
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faktor kmenovych bunék, erythropoietin, G-CSF a GM-CSF. U rezima
kombinované 1é&by budou obecné tyto denni davky jinych cytokinu:
EPO < 150 U/kg; GM-CSF, 5 - 15 pg/kg; IL-3, 1 - 5 pg/kg; a G-CSF,
1 - 25 pg/kg. Kombinovand lécba s EPO je napriklad indikovéana
u anemickych pacientl s nizkymi hladinami EPO.

Bilkoviny tohoto vyndlezu jsou také cennymi nastroji pro in
vitro studie diferenciace a vyvoje hematopoetickych bunék, jako
je pro objasiovani mechanismi bunééné diferenciace a pro
stanovovani rodokmenu maturnich bunék; uplatnéni mohou nalézt
rovnéz jako proliferativni é&inidlo v tkanovych kulturach.

Bilkoviny tohoto vyndlezu mohou byt rovnézZ pouZivany ex
vivo, jako Vv autolognich kulturach kostni dfené. Ve struc¢nosti:
Kostni dfen se pacientovi odebere pred chemoterapii a zpracuje se
s TPO, pripadné v kombinaci s jednim nebo vice jinych cytokinu.
Opracovana drenn se pak po chemoterapii vrati pacientovi
k urychleni néapravy dfené. Navic mohou byt bilkoviny tohoto
vynalezu pouZivany také pro ex vivo expanzi progenitornich bunék
drené nebo periferdlni krve (PBPC). Pred chemoterapeutickou
1éébou muZe byt dfen stimulovana faktorem kmenovych bunék (SCF)
nebo G-CSF k uvolnéni progenitornich bunék do periferalniho
obéhu. Tyto progenitory mohou byt sebrany a zkoncentrovany
z periferalni krve a pak zpracovany V kulture s TPO, pripadné
v kombinaci s jednim nebo vice cytokiny, véetné, ale bez omezeni,
SCF, G-CSF, IL-3, GM-CSF, IL-6 nebo IL-11, k diferenciaci
a proliferaci na megakaryocytové Kkultury o vysoké hustoté, jei
pak mohou byt vraceny pacientovi po vysoce davkované
chemoterapii.

Poskytnuty jsou také protilatky, které vazi epitopy na
bilkovinach tohoto vynalezu. Takovéto protilatky mohou byt
produkovany radou prostredki, zndmych v oboru. Produkée
monoklondlnich protildtek jinych neZ 1lidskych je dobfe znama
a miZe byt provadéna napriklad imunizaci zvifete, jako je mys,
potkan, kralik, koza, ovce nebo morcée, rekombinantnim nebo
syntetickym TPO nebo Jjejich vybranymi polypeptidovymi fragmenty.
Vyhodné je imunizovat 2zvirfe vysoce purifikovanou bilkovinou ¢i
polypeptidovym fragmentem. Vyhodne je také podavat bilkovinu nebo
polypeptid v kombinaci s adjuvans, jako je Freundovo adjuvans, ke
zvy3eni imunitni odezvy. I kdyZ k indukci produkce protilatky ve
zvireti mGZe postadovat jedind injekce antigenu, obecné je




vyhodné poddvat velkou pocdte&ni injekci nasledovanou jednou nebo
vice "booster" injekcemi v obdobi nékolika tydni aZ nékolika
mésici. Viz napf. Hurrell, vyd., Monoclonal Hybridoma Antibodies:
Techniques and Applications, CRC Press 1Inc., Boca Raton, FL,
1982, coZ je zde zahrnuto odkazem. Ze zvirete se pak odebere
a srazi krev, a protildtky se 1izoluji ze séra s pouZitim
konvenénich technik, jako jsou solnd precipitace, ionexova
chromatografie, afinitni chromatografie nebo vysokotlaké
kapalinova chromatografie. ‘

Pouziti monoklondlnich protilatek je obecné vyhodnéjs$i nez
polyklonalnich antisér. Monoklonalni protilatky poskytuji vyhody
snadné produkce, specifity a reprodukovatelnosti. Zpusoby
produkce monoklondlnich protildtek Jjsou v oboru dobre znanmy
a jsou zverejnény napriklad Kohlerem a Milsteinem (Nature
256:495, 1975 a Eur. J. Immunol. 6:511-519, 1976). Viz téz
Hurrell, ibid. a Hart, US patent &. 5 094 941, jeZ jsou zde
zahrnuty odkazem. Ve struénosti: Protilatky produkujici bunky,
ziskané z imunizovanych zvifat, Jjsou imortalizovany a hodnoceny,
nebo napred hodnoceny, na produkci protilatky vazici se k TPO.
Pozitivni buiiky se pak imortalizuji fuzi s myelomovymi burikami.
Protildtky jiné neZ lidské mohou byt humanizovany'podle znamych
technik. Viz napriklad US patent é. 4 816 397; publikace
Evropského patentového uUradu 173 494 a 239 400; WIPO publikace WO
87/02671 a WO 90/00616, jeZ jsou zde zahrnuty odkazem. Ve
strudnosti: Geny lidské konstantni oblasti se spojuji s vhodnymi
lidskymi nebo jinymi neZ lidskymi geny pro variabilni oblast.
Napriklad aminokyselinové sekvence, jez reprezentuji vazebna
mista pro antigen (CDR, oblasti uréujici komplementaritu)
rodidovské (ne-lidské) monoklondlni protilatky se roubuji na
drovni DNA na sekvencé lidské variabilni zakladni [(framework]
oblasti. Postupy této technologie jsou v oboru dobfe znamy a jsou
zverejnény napriklad Jonesem et al., (Nature 326:522-525, 1986),
Riechmannem et al. (Nature 322:323-327, 1989) a Queenem et al.,
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029~10033, 1989). Spojené geny
se pak transfekuji do hostitelskych bunék, které se pak kultivuji
podle konvenénich postupﬁ. V alternativé se bunky , produkujici
protilatky, transfekuji klonovanymi geny pro lidskou konstantni
oblast .a geny chimerické protilatky vznikaji homologni
rekombinaci. Takto je moZné sestavit monoklondlni protilatky tak,
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3e vyznamnd &ast jejich struktury Je lidska, a tim zajistit
protilatky, jeZ jsou vhodnéjsi pro opakované podavani lidskym
pacientim.

Jednoretézcové protilatky lze pripravit expresi
rekombinantniho polypeptidu, JjenZ je obecné sloZen z variabilni
sekvence lehkého retézce spojené, typicky prostfednictvim
spojovaciho polypeptidu, s variabilni sekvenci téZkého retézce.
Zpusoby produkce jednoretézcovych protilatek jsou Vv oboru znamé
a jsou zverejnéné napfiklad Davisen et al., (Bio/Technology 9:
165-169, 1991).

Protilatky vazici se k epitopum TPO jsou uziteéné napriklad
v diagnostice chorob charakterizovanych sniZenymi hladinami
destidek, megakaryocyti a Jjinych krevnich nebo progenitornich
bunék, pricemz tyto choroby jsou spojeny s deficienci
v proliferaci nebo diferenciaci progenitornich bunék. Takovato
diagnostika se obecné provadi testovanim krve nebo plazmy
s pouzitim konvenénich metod imunotesti, jako je s enzymy spojené
imunoadsorpéni stanoveni radioimunotest. Stanoveni tohoto typu
jsou v oboru dobfe znama. Viz napriklad Hart et al., Biochen.
29:166-172, 1990; Ma et al., British Journal of Haematology 80:
431-436, 1992; a Andre et al., Clin. Chem. 38/5: 758-763, 1992.
Diagnostické testy mohou byt uziteéné k identifikaci populaci
pacientu, kteri mohou nejpravdépodobnéji mit prospéch z terapie
TPO. Protilatky k TPO jsou také uZiteéné pfi &¢isténi TPO, jako
pri zakotveni protilatky k pevnému nosic¢i, jako je zrnitd matrice
naplnéna do kolony, a prutok roztoku obsahujiciho bilkovinu touto
kolonou. Navazand bilkovina je pak eluovana patfFiénym pufrem.
Obecné se bilkovina navazuje ke koloné za fyziologickych podminek
nizké iontové sily a pH blizko neutrdlniho. Kolona se pak promyva
k eluci nenavazanych kontaminujicich sloZek. Eluce navazané
bilkoviny se provadi zménou iontové sily a pH, Jjako s 3M KSCN
(jednoduse nebo gradientem) nebo s citratovym pufrem o nizkém pH.
Obecné je potreba vyhnout se pH pod asi 2,5.

Tento vynadlez poskytuje také zpusoby Ppro produkci velkych
poétil megakaryocyti nebo desticek, které mohou byt pouZity
napfiklad pro pripravu knihoven cDNA. Protoze desticky Jjsou
smérovdny k mistum poranéni, soudi se o nich, Z2e Jsou
prostfedniky hojeni ran a, za uréitych podminek, prostredniky
patogenese. Podrobné pochopeni molekuldrni biologie desticek




a megakaryocytu by tudiZ mohlo vnéset jasno do funkce homeostaze
a klinicky relavantnich poruch funkce desticek. Bilkoviny tohoto
vynalezu poskytuji lepsSi prostredky k pripravé knihoven cDNA
megakaryocytud nebo destigek.

Rekombinantni thrombopoietin indukuje proliferaci
megakaryocytd 2z prekursorovych bunék kdyz Je podavan zviratum
nebo aplikovan na kultivované buiky sleziny nebo kostni drené.
Expanze megakaryocytu a jejich prekursoru a maturace
megakafyocytﬁ po podavani TPO umoZriuje izolaci megakaryocytu ve
vysoké &istoté a v poétu postadujicim k izolaci mRNA a konstrukci
knihoven cDNA. Nastaveni davkovadni TPO a reZimu poddvani mohou
byt 2z primdrnich bunék sleziny nebo kostni drené selektivné
expandovany megakaryocyty v ranné nebo plné maturaci
a megakaryocyty, které se aktivné 8ifi. Podle toho mohou byt
konstruovany reprezentativni cDNA knihovny odpovidajici rannym,
intermedidrnim nebo pozdnim fazim megakaryopoese.

‘Pouziti vyslednych cDNA knihoven je mnohé. Takovéto knihovny
mohou napriklad byt pouzity k identifikaci a klonovani bilkovin
o malém vyskytu, jeZ hraji roli v ruznych dysfunkcich desticek.
Snadnost, s niZ 1lze pacientovy destiéky expandovat a izolovat
jejich mRNA Xk analyze velice napomdha molekuldrnimu zhodnoceni
choroby. Knihovny mohou byt rovnéZ zdrojem pro klonovani novych
rustovych faktort a jinych bilkovin s potencidlni terapeutickou
vyuZitelnosti.  UZiteéné destickové bilkoviny JjiZ klonované
zahrnuji rustovy faktor odvozeny z desticek (Ross et al., Cell
26:155-169, 1986); transformujici rustovy faktor (Miletich et.
al., Blood 54:1015-1023;, 1979; Roberts a Sporn, Growth Factors 8:
1-9, '1993); 2z destidek odvozeny rustovy faktor en&othelovich
bunék (Miletich et al., Blood 54:1015-1023, 1979) a PF-4 Doi et
al., Mol. Cell. Biol. 7:898-904, 1987; Poncz et al., Blood 69:
219-223, 1987). Nové rustové faktory mohou byt identifikovany
v cDNA knihovndch exprese vyhleddvanim funk&énimi testy nebo
vyhledavanim pomoci hybridizace se sondami znamych rustovych
faktori pri sniZené "stringenci". Navic: Systematické a Uplné
DNA sekvenovani knihovny poskytuje databazi  sekvenci CDNA
megakaryocytu. V  takovéto databazi lze "dolovat" wuZitecéné
sekvence radou poéitadovych vyhledavacich algoritmu.

Magakaryocyty pripravené jak se zverejiuje shora mohou byt
pouzity rovnéZ k pripravé knihovny bilkovin. Tato knihovna
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bilkovin je komplementadrni ke  knihovné  CDNA. Informacé
o aminokyselinovych sekvencich ziskané z Kknihovny bilkovin
umozZiuji rychlou izolaci cDNA kédujicich bilkoviny, jeZ jsou
predmétem zdjmu. PouZiti dat o sekvencich bilkovin pro navrhy
primerd k izolaci DNA odstrafiuje problémy, které vznikaji
u konvenénich metod pripravy knihoven pro ruznou relativni
hojnost mRNA. Spojeni knihoven bilkovin a cDNA rovnéZz umoZnuje
cilené klonovani sekvenci, o néz je zvlastni zajem.

Knihovna bilkovin se pfipravuje extrakci bilkovin (celkové
bilkoviny nebo frakce, o néz je zajem) 2z megakaryocytu podle
znamych metod, pak separaci bilkovin dvojrozmérnou gelovou
elektroforézou. Izolované bilkoviny se pak podrobi tryptické
digesci in situ, nasledované separaci pomoci mikroporézni HPLC.
Separované fragmenty se pak analyzuji hmotovou spektrometrii.
Vysledny hmotnostni profil se zkoumad proti databazi bilkovinnych
sekvenci k odvozeni identity bilkoviny. Neidentifikované
peptidy mohou byt sekvenovany Edmanovou degradaci.

Knihovny cDNA a bilkovin jsou cennymi zdroji novych bilkovin
a sekvenci, jez dje kéduji. O destidkach se soudi, Ze jsou
dulezitymi prostfedniky hojeni ran a, za uréitych okolnosti,
prostredniky patogenese. Bylo identifikovany a charakterizovany
mnohé dulezité bilkoviny destidek véetné rustového faktoru
odvozeného 2z destiéek, transformujiciho rustového faktoruéﬁ,
z destiéek odvozeného rustového faktoru endothelovych bunék
a destidkového faktoru 4. Identifikace a charakterizace dalsich
bilkovin destidek by byla krajné prospésna pro objasnovani
procesl, jeZ jsou zakladem hojeni ran a patogenese, a dalo by se
od ni od&ekavat, Ze poskytne duleZita terapeuticka ¢inidla
a strategie.

Jak se popisuje podrobnéji niZe, gen lidského TPO byl
lokalizovan na chromosomu 3g26. Tato informace ve spojeni se
sekvenci genu lidského TPO (Vzorec V) umoZnuje primou diagnézu
(genetickym hodnocenim) dédi&nych poruch v genu TPO nebo
v regulaci jeho exprese. Takovéto poruchy zahrnuji zmény
v promotorovych sekvencich, JjeZ vedou K vzrustu nebo poklesu
v hladiné exprese, chromosomové translokace V kédujicich nebo
nekédujicich oblastech, a juxtapozice novych regulaénich sekvenci
k TPO lokusu. Diagnostické metody, které 1lze pouzivat, jsou
v oboru znamé. Napriklad: Primery nebo hybridizaéni sondy o délce
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alespori 5 nukleotidi, s vyhodou o 15 - 30 nukleotidi nebo vice,
mohou byt navrieny 2 genomické sekvence a pouzity k detekci
chromosomalnich abnormalit nebo k méfeni hladin mRNA. Rada
vhodnych detekénich a méricich metod je v oboru zndma, a zahrnuje
Southerniv prenos, polymerasovou retézovou reakci (Mullls Us
patent &. 4 683 202) a ligasovou fetézovou reakci (Barany, PFPCR
Methods and Applications 1:5-16, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1991). Napfiklad: Pacientova DNA maZe byt digerovéna
jednim nebo vice restrikénich enzymi a pfenesena na nitrocelulosu
k vytvoreni "Southern" pfenosu. Preneseny materidl se pak sonduje
k detekci hrubych zmén ve velikosti fragmentu Jjako nasledku
mutaci v rekogniéni‘sekvenci restrikéniho mista. V jiném postupu
dovoluje analyze abnormalni genové sekvence a porovnani
s normdlnimi a abnormadlnimi sekvencemi navrh primeru, které mohou
byt pouzity k identifikaci abnormalniho (napf. preruseného nebo
translokovaného) genu. Pacientova DNA se amplifikuje
polymerasovou retézovou reakci Xk detekci amplifikaénich produktu
charakteristickych pro normalni gen nebo pro konkrétni
preusporaddni genu.

Vynalez je dale objasnén nasledujicimi neomezujicimi

priklady.

Pfikladz provedeni vyndlezu

Priklad 1
Izolace cDNA lidského MPL receptoru

cDNA kédujici isoformy lidskych MPL-P a MPL-K receptort byly
izolovdny 2z 1lidskych erythroidnich leukemickych (HEL) bunék
(Martin a Papayannopoulu, Science 216: 1233-1235, 1982)
reverzné-transkriptasovou polymerasovou Yetézovou reakci (PCR)
s pouzitim primerui ptipravenych k publikované sekvenci kédujici
amino- a karboxylové konce téchto receptoru (Vigon et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:5640-5644, 1992). Templatova cDNA HEL
bunék byla syntetizovdna =z poly d(T)- selektovane poly(A)+ RNA
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s pouZitim primeru 72C5499 (CGAGCCACTT TCTGCACTCC TCGAGTTTTT
TTTTTTTTTT TT). Tfindct ul poly(A)™ RNA HEL bunék o koncentraci
1 pg/pl bylo smichdno s 3 pl 20 pmol/ul roztoku primeru prvniho
vldkna 2ZC5499 (CGAGCCACTT TCTGCACTCC TCGAGTTTTT TTTTTTTTTT TT).
Smés byla zahrfivdna na 65°C po 4 minuty a ochlazena chlazenim na
ledu.

syntéza prvniho vladkna cDNA byla spusténa pridanim 8 pl
pufru prvniho vlékna (250 mM Tris-HCl1l, pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM
MgCl,) (5x SUPERSCRIPTTM pufr; GIBCO BRL, Gaithersburg, MD), 4 ul
100 mM dithiothreitolu a 3 pl roztoku deoxynukleotid trifosfatu
obsahujiciho po 10 mM dATP, 4dGTP, ATTP a 5-methyl-dCTP (Pharmacia
LKB Biotechnology 1Inc., Piscataway, NJ). Reakéni smés byla
zahfivdna na 45°C po 4 minuty s naslednym pridénim 10 pl 200 U/pl
roztoku RNasy H~ reversni transkriptasy (SUPERSCRIPTTM reverzni
transkriptasa, GIBCO BRL) ke smési RNA-primer. Reakce byla
inkubovdna pri 45°C po 1 hodinu s naslednou inkubaci pri 50°C po
15 minut. K reakci'bylo pridano Sedesat pl TE (10 mM Tris-HC1l,

pH 8,0, 1 mM EDTA) a nasledovala chromatografie pres
gelové-filtracni kolonu s velikosti pdéru 400 ( CHROMA
SPIN+TE400TM: Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA).

k odstranéni prebytku primeru.

cDNA prvniho vldkna HEL bunék se pouzila jak templat pro
amplifikaci lidského MPL-P receptoru s pouzitim primeru
odpovidajicich oblasti kédujici amino- a karboxylové Kkonce
receptorové bilkoviny (Vigon et al., ibid.). Kazdy primer takeé
zahrnoval ruzné restrikéni enzymové Stépici misto, jez poslouzilo
k smérovanému klonovani amplifikovaného produktu (zC5746,
GAGAGAGAGA GAGAATTCAT GCCCTCCTGG GCCCTCTTCA TGGTC, obsahoval
Eco RI misto; 2C5762, AGAGAGAGAG AGAGCTCGAG TCAAGGCTGC
TGCCAATAGC TTAGTGGTAG GT, obsahoval Xho I misto). Byla sestavena
100 pl reakéni smés, JjeZ obsahovala 10 ng templatové cDNA,
po 50 pmoll primerd, 200 uM kazdy deoxynukleotid trifosfat
Pharmacia LKB Biotechnology Inc.), 1 gl 10x PCR pufru (Promega
Corp., Madison, WI), a 10 Jjednotek Taq polymerasy (Roche
Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ). Polymerasova Fetézova
reakce byla nechdna béZet po 35 cykli (1 minuta pfi 95°C,
1 minuta pfi 60°C, a 2 minuty pfi 72°C, s jednou dalsi vterinou
pridavanou v  kazZdém nasledujicim cyklu), s nasledujici

10 minutovou inkubaci pri 72°C.




cDNA 1lidského MPL-K receptoru byla izolovana amplifikaci
polymerasovou retézovou reakci 2z cDNA HEL bunék zpusobenm
identickym s cDNA MPL-P receptoru, jak je popsédn shora, aZ na to
Ze primer 2C5762, AGAGAGAGAG AGAGCTCGAG TCAAGGCTGC
TGCCAATAGC TTAGTGGTAG GT, byl nahrazen ZC5742 (GACCCTGGAG
CYGCGCCCGC GATCTCGCTA). PCR primer 2C5742 je specificky pro 3°
konec lidské MPL-P <cCDNA a zahrnoval Xho I misto k usnadnéni
klonovani.

Reak&ni produkty byly extrahovany dvakrat fenol/chloroformem
(1:1), pak Jjednou chloroformem a byly sraZeny ethanolem. Po
digesci Eco RI a Xho I byly produkty frakcionovany na 0,8 % gelu
nizkotajici agarosy (SEA PLAQUE cTeT™ nizkotajici agarosa; FMC
Corp., Rockland, ME). 1,9 Kb amplifikovany produkt odpovidajici
cDNA 1lidského MPL-P receptoru a 1,7Kb amplifikovany produkt
odpovidajici cDNA lidského MPL-K receptoru byly ziskany
z vyfezanych prouzku gelu digesci gelové matrice B-agarasou (New
England Biolabs, Inc., Beverly, MA) s naslednym sraZenim
ethanolem. cDNA byly subklonovdny do vektoru pBluescriptR SK+
(Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA) pro ovéreni

sekvenovanim.

Priklad 2
Izolace cDNA my$iho MPL receptoru

Byly vynaty sleziny z C57BL/KsJ-db/db my3i a okamZité déhy
do kapalného dusiku. Celkovéd RNA z tkédné slezin byla pripravena
s pouZitim guanidin isothiokyandtu (Chirgwin et al., Biochemistry
18:52-94, 1979) s nésledhym krokem CsCl centrifugace. Slezinna
poly(A)+ RNA byla izolovédna s pouZitim chromatografie na oligo
d(T) celulose (Aviv a Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:
1408-1412, 1972).

Sedm a pal pl poly d(T)-selektované poly(a)* RNA mysich
slezin o koncentraci 1,7 pg/pl bylo smichdno s 3 pl 20 pmol/ul
roztoku primeru prvniho vldkna 2ZC6091 (GAGCACAGAA TTCACTACTC
GAGGCGGCCG CTTTTTTTTT TTTTTTTTTT) obsahujiciho restrikéni misto
Not 1I. Smés byla zahtfivdna na 65°C po 4 minuty a ochlazena
chlazenim na ledu. Syntéza prvniho vlakna cDNA byla spusténa
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pfidénim 8 pl 250 mM Tris-HCl, pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,
(5x SUPERSCRIPTTH pufr; GIBCO BRL, Gaithersburg, MD), 4 rl 100 mM
dithiothreitolu a 3 pl roztoku deoxynukleotid trifosfatu
obsahujiciho po 10 mM dATP, dGTP, ATTP a 5-methyl-dCTP (Pharmacia
LKB Biotechnology Inc.) ke smési RNA-primer. Reakéni smés byla
inkubovdna pri 45°C po 4 minuty s naslednym pridanim 10 pl
200 U/ul roztoku RNasy H~ reversni transkriptasy (GIBCO BRL).
Uéinnost syntézy prvniho vldkna byla analyzovana v paralelni
reakci pridanim 10 uCi 32p_qdcTP k 10 pl  alikvotu reakéni smési
ke znadeni reakce pro analyzu. Reakce byly inkubovany pri 45°C po
1 hodinu s naslednou inkubaci pri 50°C po 15 minut.
Neinkorporovany 32p-qdCTP ve 2znadené reakci byl odstranén
chromatografii pres gelové-filtraéni kolonu s velikosti péra 400
(CHROMA SPIN +  TE400™; clontech Laboratories Inc.).
Neinkorporované nukleotidy v reakci neznadeného prvniho vlakna
byly odstranény dvojim srdZenim CcDNA Vv pritomnosti 8 ug
glykogenového nosice, 2,5 M octanu amonného a 2,5 objemu
ethanolu. Neznadena cDNA byla resuspendovana Vv 50 pl vody pro
pouziti v syntéze druhého vlakna. Délka znadeného prvniho vlakna
cDNA byla stanovena elektroforézou v agarosovém gelu.

syntéza druhého vlakna byla provddéna na prvnim vlakné cDNA
za podminek, jeZ podporuji startovani syntézy druhého vlakna
prvnim vldknem s vyslednou tvorbou DNA smySek. Reakéni smés se
sestavovala za pokojové teploty a skladdala se 2 50 pl cDNA
neznadeného prvniho vlakna, 16,5 pl vody, 20 #l 5 x pufru pro
polymerasu I (100 mM Tris-HCl, pH 7,4, 500 mM KCl, 25 mM MgCl,,
50 mM (NH,),S04), 1 ul 100 mM dithiothreitolu, 2 pl roztoku
obsahujiciho po 10 mM  koncentraci vsech deoxynukleotid
trifosfatu, 3 pl 5 mM roztoku B-NAD, 15 ul 3 U/ul roztoku E. coli
DNA ligasy (New England Biolabs, 1Inc., Bevérly, MA) a 5 ul
10 U/ul roztoku E. coli DNA polymerasy I (Amersham Corp.,
Arlington Heights, IL). Reakce byla inkubovdana 5 minut pri
pokojové teploté s nasledujicim p¥idanim 1,5 gl 2U/ul roztoku
RNasy H (GIBCO BRL). K monitorovani u&innosti syntézy druhého
vlakna byla pouzita paralelni reakce, V niz Dbyl 10 pl alikvot
smési pro syntézu druhého vladkna znacen 10 BCi 32p_qdcTP. Reakce
byly inkubovdny pri 15°C po dvé hodiny s naslednou inkubaci 15
minut pri pokojové teploté. Neinkorporovany 32p_qdcTP ve znadené
reakci byl pfed analyzou pomoci elektroforézy v agarosovém gelu
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odstranén chromatografii pres gelové-filtraéni kolonu s velikosti
pérti 400 (CHROMA SPIN + TE400™™; Clontech Laboratories Inc.).
Neznadend reakce byla ukondena dvoji extrakci fenol/chloroformem
(1:1) a extrakci chloroformenm, s naslednou ethanolovou
precipitaci v pritomnosti 2,5 M octanu amonného.

Jednovléaknova DNA ve strukture smycky byla Stépena
s pouzitim rostlinné ("mung bean") nukleasy. Reakéni smés
obsahovala 100 pl cDNA druhého vlakna, 20 pl 10x nukleasového
pufru (Stratagene Cloning Systems La Jolla, CA), 16 ul 100 mM
dithiothreitolu, 51,5 ul vody a 12,5 pl 1:10 Predéni "mung bean"
nukleasy (Promega Corp.; koneénd koncentrace 10,5 U/ul) v fedicim
"mung bean" nukleasovém pufru. Reakce byla inkubovéna pii 37°C po
15 minut. Reakce byla ukonéena pfiddnim 20 ul 1 M Tris-HC1,
pH 8,0, s ndaslednou postupnou extrakci fenol/chloroformem
a chloroformem, jak Jje popsdno shora. Po extrakci byla DNA
sraZena v ethanolu a resuspendovana ve vodé.

v resuspendované cDNA byly zatupeny konce T4 DNA
polymerasou. cDNA, kterd byla resuspendovand ve 190 ul vody, byla
smichdna s 50 ul 5x T4 DNA polymerasového pufru (250 mM Tris-HCl,
pH 8,0, 250 mM KCl, 25 mM MgCl,), 3 ul 0,1 M dithiothreitolu,
3 pl roztoku obsahujiciho po 10 mM koncentraci vsech
deoxynukleotid trifOsfétﬁ,»4 pl 1 U/ul roztoku T4 DNA polymerasy
(Boehringer Mannheim Corp., Indianopolis, IN). Po inkubaci po
1 hodinu pfi 10°C byla reakce ukondena priddnim 10 pl 0,5 M EDTA,
s naslednou seridlni extrakci fenol/chloroformem a chloroformem,
jak je popséano shora. DNA byla chromatografovana pres
gelové-filtraéni  kolonu s velikosti pérﬁ 400 (Clontech
Laboratories Inc., Palo Alto, CA) k odstranéni stopovych mnoZstvi
bilkovin a k odstranéni kratkych cDNA o délce méné neZ -400 bp.
cDNA byla sraZena ethanolem v pritomnosti 12 ug glykogenového
noside a 2,5 M octanu amonného, a byla resuspendovana v 10 ul
vody. Na zdkladé inkorporace 32p_qdcTP byl vytéZiek cDNA urcéen
jako -2 pg z pocdtecénich 12,5 ug mRNA templatu. '

Na 5' Kkonce této cDNA byly zaligovany Eco RI adaptory pro
umoznéni klonovani do lambda fAgového vektoru. 10 pl alikvot CDNA
(~2 ug) a 10 pl 65 pmol/ul roztoku Eco RI adaptort (Pharmacia LKB
Biotechnology Inc.) bylo smichdno s 2,5 ul 10x ligasového pufru
(Promega Corp.), 1 ul 10 mM ATP a 2,5 pul 15 U/ul roztoku T4 DNA
ligasy (Promega Corp.). Reakce byla inkubovdna pfes noc (-18
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hodin) pfi teplotnim gradientu 0°C aZ 18°C 15 minut. Reakce byla
ddle inkubovana pfes noc pri 12°C. Reakce byla ukonéena pridanim
75 ul vody a 10 pl 3 M octanu sodného, s nasledujici inkubaci pri
65°C po 30 minut. Po inkubaci byla cDNA extrahovana
fenol/chloroformem a chloroformem, jak je popsano shora
a precipitovéna v pfitomnosti 2,5 M octanu amonného a 1,2‘objemu
isopropanolu. Po centrifugaci byla cDNA peleta myta 70 %-nim
ethanolem, usu$ena na vzduchu a resuspendovana v 89 pl vody.

K zajisténi Jjednosmérného klonovani této cDNA do lambda
fagového vektoru byla tato cDNA digerovana Not I, coZ dalo cDNA
majici 5' Eco RI a 3' Not I lepive konce. Restrikéni misto Not I
na 3' konci cDNA bylo drive zavedeno s primerem 2C6091
(GAGCACAGAA TTCACTACTC 'GAGGCGGCCG CTTTTTTTTT TTTTTTTTTT). Digesce
restrikénim enzymem byla provadéna v reakci obsahujici 89 |l cDNA
popsané shora, 10 pl 6 mM Tris-HCl, 6 mM MgCl,, 150 mM NaCcl, 1 mM
DTT (10x D pufr, Promega Corp., Madison, WI) a 1 ul 12U/pl Not I
(Promega corp.). Reakce byla ukon&ena seridlni extrakci
fenol/chloroformem a chloroformem. cDNA byla sraZena ethanolem,
myta 70 %-nim ethanolem, ususena na vzduchu a resuspendovana
v 20 pl 1x nakladdaciho gelového pufru (10 mM Tris-HCl, pH 8,0,
1 mM EDTA, 5 % glycerol a 0,125 % bromfenolova modr).

Resuspendovand cDNA byla zahfata na 65°C po 5 minut,
ochlazena na ledu a podrobena elektroforéze na 0,8 % gelu
nizkotajici agarosy (SEA PLAQUE cT¢™ nizkotajici agarosa, FMC
Corp.). Neinkorporované adaptory a cDNA pod délku 1,6 Kb byly
vyriznuty z gelu. Elektrody byly prehozeny a cDNA byla podrobena
elektroforéze dokud se nezkoncentrovala blizko po&atku drahy.
Oblast obsahujici zkoncentrovanou cDNA byla vyFiznuta a dana do
mikrocentrifugaéni zkumavky a byl stanoven pribliZny objem fezu
gelu. Do zkumavky byl pridan alikvot vody (300 pl), priblizZné
trojnasobného cbjemu fezu gelu, a agarosa byla roztavena zahratim
na 65°C po 15 minut. Po ekvilibraci vzorku na 42°C, bylo pridano
10 pl 1U/pnl B-agarasy (New England Biolabs, Inc.) a smés byla
inkubovana 90 minut k digesci agarosy. Po inkubaci bylo ke vzorku
priddno 40 pl 3 M octanu sodného a smés byla inkubovana na ledu
po 15 minut. Vzorek byl centrifugovan pri 14 000 x g po 15 minut
za pokojové teploty k odstranéni nezdigerované agarosy. cCDNA byla
ze supernatantu sraZena ethanolen, myta A0 %-nim ethanolem,
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ususena na vzduchu a resuspendovdna V 37 pul vody na kinasovou
reakci k fosforylaci zaligovanych Eco RI adaptoru.

K 37 pl roztoku cDNA popsaného shora se pr¥idalo 10 pul 10x
ligasového pufru (Stratagene Cloning Systems) a smés byla
zah¥ivdna na 65°C po 5 minut. Smés byla ochlazena na ledu
a pfidalo se 5 ul 10 mM ATP a 3 ul 10 U/ul T4 polynukleotid
kinasy (Stratagene Cloning Systems). Reakce byla inkubovana pri
37°C po 45 minut a ukoncena zahfivanim na 65°C po 10 minut
s nasledujici seridlni extrakci fenol/chloroformem
a chloroformem. Fosforylovand cDNA byla sraZena ethanolem
v pritomnosti 2,5 M octanu amonného, myta 70 $-nim ethanolemn,
usudena na vzduchu a resuspendovdna v 12,5 Wl vody. Koncentrace
fosforylované cDNA byla stanovena na -40 fmol/ul.

V?sledné cDNA byla klonovdna do lambda fagového vektoru
)ExCellTM (Pharmacia LKB Biotechnology 1Inc.), zakoupeného
jako predigerovaného s Eco RI a Not I a defosforylovaného. Ligace
cDNA do vektoru se provedla v reakci obsahujici 2 pl 20 fmol/pl
preparovanych ramen XExCellTM, 4 pl vody,'i pl 10x ligasového
pufru (Promega Corp.), 2 pl 40 fmol/pl cDNA a 1 pl 15 U/pl
roztoku T4 DNA ligasy (Promega Corp.). Ligace se pfovédéla po 48
hodin pfi 4°C. PfibliZné 50 % ligac¢ni smési bylo "baleno" do faga
s pouzitim "baliciho" extraktu GIGAPACKR 1IT Gold (Stratagene
Cloning Systems) podle instrukci vyrobce. Vyslednd knihovna cDNA
obsahovala vice neZ 1,5 x 107 nezavislych rekombinanti s hladinou
pozadi fagui bez inzerti niZsi neZ 1,5 %.

K izolaci cDNA my$iho MPL receptoru 2 fagové knihovny CDNA
my3i sleziny se pouZila sonda 32p_znadené cDNA lidského MPL-K
receptoru. Knihovna cDNA byla nanesena na buriky E. coli kmene
SURER (stratagene Cloning Systems) prfi hustoté 40 000 az
50 000 PFU/misku o pruméru 150 mm. Fagové plaky ze triceti tri
misek byly pfeneseny na nylonové membrany (HybondTM; Amersham
Corp., Arlington Heights, IL) a zpracovany podle instrukci
vyrobce. Zpracované filtry byly upeceny ve vakuové peci pri 80°C
po 2 hodiny a nasledovalo nékolik myti p¥i 70°C Vv promyvacim
pufru (0,25 x SSC, 0,25 % sDS, 1 mM EDTA) a prehybridizace pres
noc pri 65°C v hybridizadnim roztoku (5x SSC, 5x Denhardtuav
roztok, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA a 100 pug/ml tepelné denaturované DNA
lososiho spermatu) v hybridizaéni peci (model HB-2; Techne Inc.,
Princeton, NJ). Po prehybridizaci byl  hybridizaéni roztok
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odstranén a nahrazen &erstvym hybridizaénim roztokem obsahujicim
pfiblizné 2 x 10° cpm/ml 32p-znadené cDNA lidského MPL-K
pripravené s pouZitim komercné dostupné soupravy pro znaceni
(souprava MEGAPRIMETM; Amersham Corp., Arlington Heights, IL).
Pfed pridanim do hybridizaéniho roztoku byla sonda denaturovana
pri 98°C po 5 minut. Hybridizace byla pfi 65°C pres noc. Filtry
byly promyvany Ppri 55°C v promyvacim pufru (0,25 x SsC, 0,25 %
SDS, 1 mM EDTA) a autoradiografovany s intenzifikaéni f£fo6l1lii po
4 dny pri -70°C na XAR-5 film (Kodak Inc., Rochester, NY).
S pouzitim autoradiogramu jako templatu byly 2z oblasti misek
odpovidajicich primarnim signalum ziskdny agarové valecéky
a ponoreny do SM (0,1 M NacCl, 50 nM Tris-HCl, PpH 7,5, 0,02 %
selatina) k eluci faga k purifikaci plaku. Bylo izolovano sedm
faga purifikovanych plaku, JjeZ nesly inzerty hybridizujici se
sondou 1lidského MPL-K receptoru. Fagemidy obsaZené Vv ramci
\EXCellTM fagu byly ziskdny s pouzitim in vivo rekombinacéniho
systému v souladu s instrukcemi dodavatele. Identita cDNA inzertu
byla potvrzena sekvenovanim DNA.

Izolované klony kédovaiy bilkovimu vykazujici vysoky stupen
sekvenéni identity s 1lidskym MPL-P receptorem a s nedavno
oznadmenym myS$im MPL receptorem (Skoda et al., EMBO J. 12:
2645-2653, 1993). Sedm klonl spadalo do dvou trid, jez se od sebe
lisily tremi klony, majicimi deleci sekvenci kdédujicich
posloupnost 60 aminokyselinovych zbytkd blizko N-konce. Na cDNA
kédujici bilkovinu bez této delece se odkazuje jako na cDNA MPL
receptoru typu I. CcDNA MPL receptoru typu II chybély sekvence
kédujici zbytky 131 aZ 190 receptoru typu I, Vzorec VI. Navic se
receptory typu I a II 1i$ily od oznédmené sekvence mysSiho MPL
receptoru (Skoda et al., ibid.) pritomnosti sekvence kédujici
aminokyselinové zbytky Val-Arg-Thr-Ser-Pro-Ala-Gly-Glu vnesené za
aminokyselinovy zbytek 222 a substituci glycinového zbytku
serinem v pozici 241 (pozice odkazuji na mys$i receptor typu I).

cDNA mySich MPL receptori typu I a ITI byly k expresi
v savéich burikdch subklonovany do plasmidového vektoru pHZ-1.
Plasmid pHZ-1 je vektor exprese, jenZ muZe byt k expresi bilkovin
pouzit v savéich burnikdch, nebo Vv translaénim systému Zabich
cocyti z mRNA, jeZ byly transkribovany in vitro. Jednotka exprese
pHZ-1 zahrnuje promotor mySiho metalothioneinu-1, promotor
bakteriofdga T7 s pfilehlymi mnohoéetnymi klonovacimi okraji,
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obsahujicimi unikdtni restrikéni mista pro inzerci kédujicich
sekvenci, termindtor 1lidského rustového hormonu a terminadtor
bakteriofdga T7. Navic pHZ-1 obsahuje E. coli poéatek replikace,
bakteriilni beta-laktamasovy gen, jednotku exprese savéiho
selekéni markeru, zahrnujici SV40 promotor a pocdtek replikace,
a gen resistence k neomycinu a SV40 transkripéni terminator. Pro
zajisténi jednosmérného klonovani do pHZ-1 byla pouZita
polymerasovd retézova reakce s patfiénymi primery k vytvofeni
Eco RI mista resp. Xho I mista, pred kodonem translacéni iniciace
resp. za translaénim terminaénim kodonem. Polymerasova retézova
reakce se provadéla ve smési obsahujici 10 ul 10x vLtMaT™ pNA
polymerasového pufru (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg,
NJ), 6 pl 25 mM MgCl,, 0,2 pl roztoku deoxynukleotid trifosfatl
obsahujiciho po 10 mM dATP, dGTP, dTTP a dCcTP (Pharmacia LKB
Biotechnology 1Inc.), 2,5 pl 20 pmol/ul roztoku primeru ZC6603
(GAGGAATTCG CAGAAGCCAT GCCCTCTTGG GCCCTCTTCA TGGTC), 2,5 pl
20 pmol/pl roztoku primeru ZC5762 (AGAGAGAGAG AGAGCTCGAG
TCAAGGCTGC TGCCAATAGC TTAGTGGTAG GT), 32,8 ul vody, 1 Kkl kultury
bakterii ranné logaritmické faze, obsahujicich plasmid mysSiho MPL
receptoru bud typu I nebo typu II a 1 pl 6U/ul DNA polymerasy
(UL‘I'MATM polymerasa; Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg,
NJ). V reakci byl pouZit AmpliWa.xTM ( Roche Molecular Systemns,
Inc.) podle instrukci dodavatele. Polymerasova retézova reakce
byla nechana bézet po 25 cykld (1 minuta pri 95°C, 1 minuta pri
§5°C, a 3 minuty pfi 72°C), s nasledujici 10 minutovou inkubaci
pri 72°Cc. Amplifikované produkty byly seridlné extrahovany
fenol/chloroformen a chloroformem a staéeny ethanolem
v pfitomnosti 6 wg glykogenového noside a 2,5 M octanu amonného.
Pelety byly resuspendovany Vv 87 pl vody do niz se pfidalo 10 ul
10 x H pufru (Boehringer Mannheim Corp.), 2 ul 10 U/pl Eco RI
(Boehringer Mannheim) a 1 pl 40 U/ul Xho I (Boehringer Mannheim
Corp.). Digesce se provadéla 1 hodinu pfi 37°C. Reakce byla
ukonéena zahratim na 65°C po 15 minut a chromatografovana pres
gelové-filtraéni kolonu s velikosti pérad 400 (CHROMA SPIN +
,TE400T“; Clontech Laboratories Inc.).

Izolované receptorové inzerty popsané shora byly ligovany do
Eco RI a Xho I digerovaného a defosforylovaného vektoru pHZ-1.
Liga&ni reakce obsahovala 1 pl 50 ng/pl upraveného pHZ-1 vektoru,
S w1 5 ng/wl CcDNA inzertu, 2 pl 10x ligasového pufru (Promega
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Corp.), 11,75 pl vody a 0,25 pl 4 U/wl roztoku T4 DNA ligasy
(Stratagene Cloning Systems). Ligace se provadéla pri 10°C pres
noc. Ligované DNA byly transfekovany do E. coli (MAX EFFICIENCY
pH108™ xompetentni buiiky; GIBCO BRL) Vv souladu s vyrobcovymi
instrukcemi. Platnost inzerti mysiho MPL receptoru typu I
a typu II a lidského MPL-P receptoru v pHZ-1 byla potvrzena
sekvenovanim DNA. Vysledné plasmidy pSLmpl-8 resp. pSLmpl-9 nesly
cDNA mys$iho MPL receptoru typu I resp. typu II. Plasmid
pSLmpl-44 nesl inzert cDNA lidského MPL-P receptoru.

Priklad 3
Konstrukce BaF3 bunéénych linii exprimujicich MPL receptory

BaF3, pre-lymfoidni, na interleukinu-3 2zavisla bunécna
linie, odvozena =z myS$i kostni drfené (Palacios a Steinmetz, Cell
41:727-734, 1985; Methey-Prevot et al., Mol. Cell. Biol. 6:
4133-4135, 1986) byla udrZovana v kompletnim médiu (RPMI 1640
médium; JRH Bioscience Inc., Lenexa, KS), doplnéném 10 % tepelneé
inaktivovaného fetalniho bovinniho séra, 4 % kondicionovaného
média ‘'z kultivovanych WEHI-3 bunék (Becton Dickinson Labware,
Bedford, MA), 2 mM glutaminen, 2-merkaptoethanolem (findlni konc.
1 : 280 000) a PSN antibiotiky (GIBCO BRL). Pfed elektroporaci do
bunék BaF3 byly plasmidy pSLmpl-8, pSLmpl-9 a pSLmpl-44,
purifikované s cesium chloridem, linearizovany v misté Nde I.
Buriky BaF3 byly pro elektroporaci promyty jednou v RPMI 1640
médiu a resuspendovany v RPMI 1640 médiu na hustotu 10’ bunék/ml.
Po jednom ml resuspendovanych bunék BaF3 bylo smichdno s 30 ug
DNA kaZdého z linearizovanych plasmidi a smési byly preneseny do
oddélenych jednorazovych elektroporaénich komurek (GIBCO BRL). Po
asi 15 minutové inkubaci za pokojové teploty dostaly bunky sérii
dvou Soku (800 wFad/300 V., 1180 wFad/300 V.) dodanych
elektoporaénim pristrojem (CELL-PORATORTM; GIBCO BRL). Po 5
minutdch &asu na vzpamatovani byly elektroporované bunky
preneseny do 10 ml kompletniho média a umistény na 15 - 24 hodin
do inkubatoru (37°c, 5 % CO,). Bunky pak byly stoceny
a resuspendovany Vv 10 ml kompletniho média obsahujiciho
1600 pg/ml G418 a naneseny pri limitujicich fedénich na
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96-jamkové destidéky pro tkanové kultury k izolaci
G418-resistentnich klonu. Na expresi MPL receptori
v G418-resistentnich BaF3 klonech se usuzovalo podle
"Northernovy" analyzy pfitomnosti MPL receptorovych transkriptu
v BéF3 mRNA. U bunééné linie oznadené BaF3/MPLR1.1 byla nalezena
vysokd hladina exprese mRNA mysiho MPL receptoru typu I a tato
linie byla pouZivdna pro nidsledné testy s MPL ligandovou
aktivitou v kondicionovanych médiich transfekovanych bunék BHK
570. Bunééna linie exprimujici mRNA receptoru typu II byla
~ oznadena BaF3/MPLR2.

Priklad 4
Produkce rozpustného mysSiho MPL receptoru

Savéi plasmid exprese kédujici rozpustny mys$i MPL receptor
typu I (pLDmpl-53) byl vytvoren spojenim segmentu DNA z pSLmpl-9,
savéiho plasmidu exprese, obsahujiciho cDNA kédujici mysi MPL
receptor typu I, Jjak je popsdna vyse a plné délky, se segmentem
DNA 2z pSLmpl-25, plasmidu exprese konstruovaného k produkci
rozpustného my$iho MPL receptoru typu I Vv bakteriich.

cDNA segment kédujici rozpustny mySi MPL receptor typu I
byl izolovdan PCR s pouZitim primeru 2C6704 (GAAGAGGAAT
TCACCATGGA TGTCTTCTTG CTGGCCTTGG GCACAGAG) a ZC6703 (CGACTTTACC
TCGAGTGCTA CTGATGCTCT TCTGCCAGCA GTCTCGGAGC CCGTGGACAC) a jako
'templétu plasmidu pSLmpl-9 s receptorem plné délky. Pro zajisténi
jednosmérného klonovdni byla do primeri 2zC6704 resp. Z2C6703
v jejich 5' koncich zahrnuta restrikéni mista Eco RI resp. Xho I.
Primer 2ZC6703 také kédoval ve spravném d&tecim rdmci "konsensus”
cilovou sekvenci protein kinasy k umoZnéni in vitro znaceni
purifikovaného rozpustného receptoru 32p_taTP (Li et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86: 558-562, 1989). PCR se provadéla ve
smési obsahujici 10 ul 10x vLtMA™ DNA polymerasového pufru
(Roche Molecular Systems, Inc.), 6 pl 25 mM MgCl,, 0,2 pl roztoku
deoxynukleotid trifosfati obsahujiciho po 10 mM dATP, dGTP, dTTP
a dCTP (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.), 11 ul 4,55 pmol/pl
roztoku primeru 2C6704 (GAAGAGGAAT TCACCATGGA TGTCTTCTTG
CTGGCCTTGG GCACAGAG), 21 ul 2,43 pmol/pl  roztoku primeru
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2C6703 (CGACTTTACC TCGAGTGCTA CTGATGCTCT TCTGCCAGCA GTCTCGGAGC
CCGTGGACAC), 50,3 wl vody, 1 ul 50 ng/pl pSLmpl-9 digerovaného
Hind III a Xxba I, a 1 pl 6u/pl ULTMAT™ DNA polymerasy (Roche
Molecular Systems, Inc.). V reakci byl pouZit AmpliWaxTM (Roche
Molecular Systems, Inc.) podle instrukci dodavatele. Polymerasova
Fetézova reakce byla nechdna bézet po 3 cykly (1 minuta pri 95°C,
1 minuta pri 50°C, a 2 minuty pfi 72°C), s nasledujicimi 11 cykly
pri zvysené "stringenci” hybridizace (1 minuta pr¥i 95°C,
30 sekund pri 55°C, a 2 minuty pfi 72°C), s nasledujici
10 minutovou inkubaci pri 72°C. Amplifikované produkty byly
seridlné extrahovany fenol/chloroformem a chloroformemn,
s naslednou chromatografii pres gelové-filtraéni  kolonu
s velikosti péra 400 (Clontech Laboratories Inc.). PCR produkt
byl sraZen ethanolem Vv pfitomnoéti 20 pg glykogenového nosice
a 2,5 M octanu amonného. Peleta byla resuspendovana v 32 ul vody.
K 16 upl resuspendovaného PCR produktu se pfidaly 2 pl 10 x
H pufru (Boehringer Mannheim Corp.), 1 ul 10 U/ul Eco RI
(Boehringer Mannheim) a 1 wl 40 U/ul Xho I (Boehringer Mannheim
Corp.). Digesce se provadéla 1 hodinu pri 37°C. Digesce byla
ukon&ena zahratim na 65°C po 15 minut a produkt byl purifikovan
na 0,7 % gelu nizkotajici agarosy. Ziskdni fragmentu
z nizkotajici agarosy se provedlo digesci gelové matrice
B-agarasou (New England Biolabs).

Vysledny PCR produkt kédoval N-koncovou extraceluldarni
doménu mySiho MPL receptoru typu I (zbytky 27 aZ 480 Vzorce VI).
V nepritomnosti putativni receptorové transmembranové domény
(zbytky 483 aZ 504 Vzorce VI) se odekava, Ze exprimovana
bilkovina bude v pritomnosti vhodného signdlniho peptidu
secernovéna. My$i cDNA kédujici rozpustny MPL receptor typu II
byla ziskdna s pouZitim PCR podminek popsanych shora aZ na to, Ze
jako templat byl pouZit pSLmpl-8. Platnost obou fragmentua
receptorti byla potvrzena sekvenovanim DNA.

Fragmenty DNA kédujici my$i rozpustné MPL receptory typu I
a typu II byly klonovany do Eco RI a Xho I digerovaného vektoru
pOmpA2-5 2za vzniku pSLmpl-26 respektive pSLmpl-27. ‘Plasmid
pOmpA2-5 Jje modifikace pOmpA2 (Ghrayab et al., EMBO J.
3:2437-2442, 1984), bakteridlniho vektoru exprese navrZeného ke
smérovani rekombinantni bilkoviny do periplazmatického prostoru.
pOmpA2-5 byl zkonstruovan nahradou 13 bp sekvence mezi Eco RI
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a Bam HI misty pOmpA2 syntetickou 42 bp sekvenci. Sekvence byla
vytvorena hybridizaci dvou 42 nukleotidovych komplementadrnich
olignukleotidu (2ce6707, AATTCGCCAT GGGACTCGAG CATCACCATC
ACCATCACTG AG; a ZC6706, GATCCTCAGT GATGGTGATG GTGATGCTCG
AGTCCCATGG CG), které pfi zparovani bazi vytvorily Eco RI
a Bam HI lepivé konce, coZ zjistovalo jednosmérné klonovani do
Fco RI a Bam HI digerovaného pOmpA2. Uvnitr vlozZené sekvence je
Xho I misto ve stejném d&tecim ramci jako bakteridlni zavadéci
sekvence a kédujici cDNA mysiho rozpustného MPL receptoru, jakoz
i usek Sesti histidinovych kodoni ve stejném ramci, lokalizovany
3' od Xho I mista, k umoZnéni purifikace rekombinantni bilkoviny
pomoci kovové-chelataéni afinitni chromatografie (Houchuli et
al.,  Bio/Technology 6:1321-1325, 1988). Za sekvenci kédujici
histidinovy tsek ndsledoval terminaéni kodon ve stejném ramci.
Platnost pOmpA2-5, pSLmpl-26 a pSLmpl-27 byla ovérena
sekvenovanim DNA.

pLDmpl-53, savéi vektor exprese, produkujici my$i rozpustny
MPL receptor typu I, byl zkonstruovan spojenim segmentd pSLmpl-9
a pSLmpl-26 do vektoru exprese pHZ-200 (pHZ-1, v némZ je gen
neomycinové resistence nahrazen dihydrofolat  reduktasovou
Sekvenci). 1164 bp Eco RI/Bam HI cDNA fragment 2z pSLmpl-9
nahradil savéi signdlni sekvenci deletovanou béhem konstrukce
bakteridlniho plasmidu exprese pSLmpl-26. 416 bp Bam HI fragment
z pSLmpl-26 dodal kédujici sekvenci pro karboxy-koncovou cast
rozpustného MPL receptoru, doménu pro znaé¢eni kinasou,
poly-histidinovy uUsek a translac¢ni terminator. Tyto dva fragmenty
byly purifikovany na gelu a klonovany do Eco RI/Bam HI mist
pBluescriptR KS+ (Stratagene Cloning Systems) za vzniku plasmidu
pBS8.76LD-5. Sprdavna orientace 416 bp Bam HI fragmentu,
odvozeného od pSLmpl-26, vzhledem k 1164 bp Eco RI/Bam HI
fragmentu, odvozenému od pSLmpl-9, byla Vv pBS8.76LD-5 stanovena
pomoci PCR s pouZitim primeri 2C6603 (GAGGAATTCG CAGAAGCCAT
GCCCTCTTGG GCCCTCTTCA TGGTC) a 2ZCé6703 (CGACTTTACC TCGAGTGCTA
CTGATGCTCT TCTGCCAGCA GTCTCGGAGC CCGTGGACAC). Misto Xba I uvnitr
poly-spojkové sekvence pBS8.76LD-5 umozZnovalo vynéti
rekonstituované receptorové cDNA jako 1,5 kb Eco RI/Xba I
fragmentu ke klonovani do pHZ-200 po digesci tohoto vektoru
s Eco RI a Xba I. Vysledny savé&i plasmid exprese, pLDmpl-53, byl
pripraven ve velkém mé&fitku pro transfekci do bunék BHK.
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Dvacet mikrogrami purifikovaného plasmidu pLDmpl-53 bylo
transfekoviano do bunék BHK 570 s pouzitim Kkalcium fosfatove
precipitadni metody. Po péti hodindch dostaly builky Sok s 15 %
glycerolem po 3 minuty k usnadnéni zachytu DNA. Cerstvé rustové
médium bylo pridano pres noc. Nasledujici den byly bunky
rozdéleny do ruznych fedéni a bylo pridano selek¢ni médium
obsahujici 1 pM methotrexat. PribliZné po dvou tydnech byly
viditelné jednotlivé methotrexat-resistentni kolonie. Resistentni
kolonie byly bud spojeny, anebo udrzovany jako oddélené klony.
Pouzita média ze spojenych kolonii byla okamZité testovana na
pritomnost rozpustné bilkoviny MPL receptoru.

Rozpustna bilkovina MPL receptoru byla izolovana
prost¥ednictvim interakce poly-histidinového useku, pritomného
v karboxy-konci bilkoviny, s kovové-chelataéni pryskyrici
obsahujici imobilizovany Ni2* (HIS—BINDTM; Novagen, Madison, WI).
Bezsérové kultivaéni médium pouzité u spojenych kolonii
pLDmpl-53 bylo nechano protéct pres tuto pryskyrici a navazana
bilkovina byla eluovdna 1 M imidazolem. SDS-PAGE analyza ukdazala
jediny pruh pri -67 kDa. Tato bilkovina byla podrobena analyze
N-koncovych aminokyselin a byla potvrzena jako mysi MPL receptor.

Rozpustnd bilkovina MPL receptoru byla purifikovana ze
spojenych BHK transfektanti, jeZ byly transfekovany plasmiden
pLDmp1-53, exprimujicim mysi rozpustny MPL receptor typu I. Tento
purifikovany rozpustny receptor byl imobilizovand na matrici
CNBr-aktivované SEPHAROSEIM 4B (Pharmacia LKB Biotechnology,
Inc.) vV podstaté Jjak Je doporuc¢ovano vyrobcem a pouZit
k purifikaci MPL aktivity v kondicionovanych médiich bunék
24-11-5. Afinitni matrice byla naloZena do kolony XK16 (Pharmacia
- LKB Biotechnology Inc.). Kondicionované médium 2z bunék 24-11-5
bylo zkoncentrovdno na membrané dutych vlaken s mezi 10 KkDa
(A/G Technology Corp., Needham, MA) a naneseno zdola na MPL
receptorovou afinitni kolonu pri prutoku 1 ml/min. Kolona byla
promyta solnym roztokem pufrovanym fosfatem (PBS), obsahujicim
0,5 M NaCl a 0,01 % azidu sodného. MPL aktivita byla 2z kolony
eluovana 3 M thiokyandtem draselnym (Sigma Chemical Company, st.
Louis, MO) pfi prutoku 0,5 ml/min. Thiokyanat draselny byl
odstranén dialyzou proti PBS. Aktivni frakce byly identifikovany
pomoci MTT proliferaéniho testu (popsdno v Pfikladu 7).
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Priklad 5

Tzolace a charakterizace bunééné linie exprimujici ligand

MPIL, receptoru.

Buriky BaF3/MPLR1.1 jsou IL-3 dependentni buriky, exprimujici
stabilné transfekovany mysSi MPL receptor typu I. Byla
rozplanovana mutagenese a selek&ni schéma pro izolaci bunéénych
1inii exprimujicich ligand MPL receptoru za pouziti mutagenese
punék BaF3/MPLR1.1 a selekce na autokrinni rust v nepfitomnosti
exogenniho IL-3.

pfiblizné 1,2 x 10% bunék BaF3/MPLR1.1 bylo peletovano
a promyto GM (RPMI 1640 médium doplnéné 2-merkaptoethanolem
(findlni konc. 1 : 280 000), 2 mM L-glutaminem, 110 pg/ml
pyruvdtu sodného, 50 pg/ml G418 a 10 % tepelné inaktivovaného
fetidlniho bovinniho séra. Buriky byly resuspendovany v 2 ml GM
obsahujiciho 0,15 % (obj./obj.) mutagenu 2-ethylmethansulfonatu
(EMS) a inkubovédny po 2 hodiny pfi 37°C. Po inkubaci byly bunky
promyty jednou v PBS a jednou Vv GM a naneseny na 10 cm misky pri
hustoté asi 40 000 bunék/ml v GM doplnéném 5 % kondicionovaného
média WEHI-3 bunék (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA) jako
zdroje IL-3. Pred selekci na rust nezavisly na IL-3 byly burnkam
ponechdno k napravé obdobi sedmi dni inkubace pri 37°C pod 5 %
CO,. Po tomto obdobi byla v kultufe husté Zivotaschopné bunky.
Buriky ~byly promyty GM a kultivovany Vv GM Dbez WEHI-3
kondicionovaného média. Po jedendcti dnech selekce byl pozorovan
maly podet Zivotaschopnych bunék. Hustota Zivotaschopnych bunék
na IL-3 nezdvislé kultury byla odhadnuta na 250 bunék/ml. Po
jednom ml na IL-3 nezdvislé kultury bylo naneseno do 19 jamek
24-jamkové kultivaéni destiéky k dalsi charakterizaci.

Kondicionovanad média ze shora popsaného ristu bunék
BaF3/MPLR1.1 nezavislého na IL-3 byla testovana na
proliferaéni aktivitu k buiikdm BaF3/MPLR. U kondicionovanych
médii ze vi3ech 19 vzorkl [pools] nezavislych co do rustu na IL-3
bylo nalezeno, Ze maji aktivitu v MTT proliferaénim testu
(popsaném v Prikladu 7). Pozitivni média byla dale testovana na
proliferadni aktivitu v pritomnosti 2 pg/ml potkanich protilatek
proti mYéimu IL3, my$imu IL-4 nebo v pritomnosti obou
neutralizujicich protildtek  (Pharmigen, san Diego, CA)
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k identifikaci mutantii, jejichZ rist byl nezavisly na IL-3 a jez
exprimovaly tyto cytokiny. (V predchdzejicim experimentu bylo
nalezeno, Ze puiky BaF3 odpovidaly také na IL-4). Pouze
u kondicionovaného média z bunék z desticky &. 11 (oznacdenych
jako buiiky "24-11") bylo nalezeno, Ze ma aktivitu, jeZ nebyla
neutralizovana protildtkami k IL-3 nebo IL-4.

Mutagenizaéni a selekéni schéma popsané shora se aplikovalo
na pét dalsich BaF3/MPLR klona (BaF3/MPLR1 klony &. 4, 9, 12, 15
resp. 18, oznacCované jako BaF3/MPLR1.4, .9, .12, .15 resp. .18).
U sedmnacti izolatu bylo zjisténo, Ze maji kondicionovana média,
ktera stimuluji proliferaci BaF3/MPLR1 bunék. U aktivity vsSech
téchto médii bylo nalezeno, Ze Je neutralizovana protilatkami
k IL-3 nebo IL-4, jednotlivé nebo V kombinaci. Tyto klony nebyly
ddle charakterizovany.

Proliferadni aktivita kondicionovanych médii ze vzorku 24-11
byla podrobné charakterizovana. Vzorek [(pool] 24-11 byl rozdélen
na devatenact mensich vzorku [subpools] a kondicionovana meédia
byla re-testovana na aktivitu. viech devatenact mensich vzorku
(t.j. 24-11-1 aZ 24-11-19) stimulovalo Vv nepritomnosti exogenniho
IL-3 proliferaci pundk BaF3/MPLR1l, rustové zavislych na IL-3.
Tato aktivita nebyla inhibovana neutralizujicimi protilatkami
IL-3 nebo IL-4, nebo kombinaci obou téchto protilatek.

Ke stanoveni specifity 24-11 aktivity se provedly dva
pokusy. Kondicionovana média byla testovana na proliferacéni
aktivitu na kontrolnich BaF3 buiikadch, ktereé neexprimuji MPL
receptor. V nepritomnosti exogenniho IL-3 nebyla proliferace
kontrolnich BaF3 bunék pozorovédna s Zadnym 2 kondicionovanych
médii z devatenacti mensich vzorka 24-11. V druhém pokusu byla
proliferaéni aktivita testovana na inhibici rozpustnym MPL
receptorem. Buriky BaF3/MPLR1 byly kultivovany v GM doplnéném 50 %
kondicionovaného média 24-11. Ke vzorkum byl priddvan mysi
rozpustny MPL receptor typu I na koneénou koncentraci 0,0; 0,625;
1,25; 2,5 nebo 5,0 pg/ml. Vysledky byly odecitany MTT testem
bunééné proliferace po 4 dnech. Proliferaéni aktivita
kondicionovaného média 24-11 byla uplné blokovana pri 0,625 a2
1,25 ug/ml rozpustného MPL receptoru. Koncentrace  rozpustného
receptoru, které uplné inhibovaly aktivitu, nemély Zadny vliv na
IL-3 nebo IL-4 stimulaci BaF3/MPLR1 bunék. Tyto vysledky ukazaly,
e rozpustny MPL receptor Kkompetuje o stimulaéni aktivitu
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24-11 médii a byly v souladu s hypotézou, Ze bunky 24-11
exprimuji ligand MPL receptoru.

Klony odvozené od bunék 24-11 byly izolovany naneseninm
limitujicich fedéni. Jeden klon, oznadeny 24-11-5 #3, vykazoval
ve svych kondicionovanych médiich vysokou hladinu proliferaéni
aktivity v relaci k celkovému vzorku 24-11. Pro proliferaéni
aktivitu bylo nalezeno, Ze Jje stejna Jjako u redéni 1:2000
'kondicionovaného média z WEHI-3 bunék (Becton Dickinson Labware).

Priklad 6
Konstrukce knihovny cDNA 24-11-5 #3

celkovd RNA se pfipravila z -2,7 x 108 bunék 24-11-5 #3
s pouzitim guanidin isothiokyanatu s naslednou CsCl centrifugaci
(Chirgwin et al., ibid). poly(A)™ RNA byla izolovéna s pouZitim
izolaéni soupravy OLIGOTEX-dT-mRNA (Qiagen Inc., Chatsworth, CA)
podle vyrobcovych instrukeci.

Prvni vlakno cDNA 2z 24-11-5 #3 bunék se syntetizovalo ve 4
oddélenych paralelnidh reakcich. Kazdi reakce obsahovala 7 ul
poly d(T)-selektované poly(A)+ RNA 24-11-5 #3 o koncentraci
1,6 pg/pl a 2,5 pl 20 pmol/ul roztoku primeru prvniho vlakna
Z2C6172 (GTCGGTGCTC AGCATTCACT ACTCGAGGGT TTTTTTTTTT TTTTTIT),
obsahujiciho restrikéni misto Xho I. Smés byla zahrivana na 65°C
po 4 minuty a ochlazena chlazenim na ledu. syntéza prvniho vlakna
cDNA byla spusténa pridanim 8 pl pufru prvniho vlakna
(5x SUPERSCRIPTTM pufr; GI.BCO BRL), 4 pl 100 mM dithiothreitolu
a 2 pl roztoku deoxynukleotid trifosfatu obsahujiciho po 10 mM
dATP, dGTP, ATTP a S5-methyl-dCTP (Pharmacia LKB Biotechnology
Inc.) ke smési RNA-primer. Reakéni smés byla inkubovéna pri 45°C
po 4 minuty s naslednym pfiddnim 10 pl 200 U/pl roztoku RNasy H™
reversni transkriptasy (GIBCO BRL). Ué&innost syntézy prvniho
vldkna byla analyzovana Vv paralelni reakci pridanim 10 pCi
32p.qdCcTP k 10 pl alikvotu 3jedné z reakénich smési ke znaceni
reakce pro analyzu. Reakce byly inkubovdny pfi 45°C po 1 hodinu
s naslednou inkubaci pri 50°C po 15 minut. Neinkorporovany
32p_qgdacTP ve znadené reakci byl odstranén chromatografii pres




gelové-filtraéni kolonu s velikosti péra 400 (Clontech
Laboratories Inc.). Neznadené reakce pro tvorbu prvniho vléakna
byly spojeny a neinkorpofované nukleotidy v reakci neznac¢eného
prvniho vldkna byly odstranény dvojim srdZenim cDNA Vv pfitomnosti
32 ug glykogenového nosice, 2,5 M octanu amonného a 2,5 objemu
ethanolu. Neznadend cDNA byla resuspendovdna ve 144 pl vody pro
pouziti v syntéze druhého vlakna. Délka znaceného prvniho vlakna
cDNA byla stanovena elektroforézou v agarosovém gelu.

Syntéza druhého vldkna byla provadéna na prvnim vlakné cDNA
za podminek, Jjez podporuji startovani syntézy druhého vlakna
prvnim vlidknem s vyslednou tvorbou DNA smydek. Provedly se tfi
oddélené paralelni reakce pro druhého vlakna. Kazda reakce pro
druhé vlakno obsahovala 48 ul cDNA neznadeného prvniho vlakna,
16,5 pl vody, 20 pl 5 x pufru pro polymerasu I (100 mM Tris-HC1,
pH 7,4, 500 mM KCl, 25 mM MgCl,, 50 mM (NH,);S04), 1 wl 100 mM
dithiothreitolu, 2 pl roztoku obsahujiciho po 10 mM koncentraci
vSech deoxynukleotid trifosfata, 3 ul 5 mM roztoku B-NAD, 15 pl
3 U/pl roztoku E. coli DNA 1ligasy (New England Biolabs, Inc.)
a 5 pl 10 U/ul roztoku E. coli DNA polymerasy I (Amersham Corp.).
Reakce byla sestavovana pri pokojové teploté a byla inkubovana
5 minut pri pokojové teploté s nasledujicim p¥idanim 1,5 pl
2U/pl roztoku RNasy H (GIBCO BRL). K monitorovani uUc¢innosti
syntézy druhého vlakna byl 10 pl alikvot 2z jedné smési pro
syntézu druhého vlakna znaden 10 uCi 32p_qdcTP. Reakce byly
inkubovény p¥i 15°C po dvé hodiny s naslednou inkubaci 15 minut
pri pokojové teploté. Neinkorporovany 32p_qdCcTP ve znadené reakci
byl pred analyzou pomoci elektroforézy v agarosovém gelu
odstranén chromatografii pres gelové-filtracéni kolonu s velikosti
péra 400 (Clontech Laboratories). Neznadené reakce byly spojeny
a extrahovany fenol/chloroformem a chloroformem, s naslednou
ethanolovou precipitaci v pritomnosti 2,5 M octanu amonného.

Jednovlaknova DNA ve strukture smyéky byla Stépena
s pouzitim rostlinné ("mung bean") nukleasy. Reakéni smés
obsahovala 100 pl cDNA druhého vldkna, 20 pl 10x nukleasového
pufru (Stratagene Cloning Systems), 16 pl 100 mM dithiothreitolu,
48 pl vody a 10 gl fediciho "mung bean" nukleasového pufru
(Stratagene Cloning Systems), a 6 pl 50 U/pl "mung bean" nukleasy
(Promega Corp.). Reakce byla inkubovana pti 37°C po 30 minut.
Reakce byla ukondena pridanim 20 pl 1 M Tris-HCl, pH 8,0,
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s naslednou postupnou extrakci fenol/chloroformem a chloroformem,
jak je popsdno shora. Po extrakci byla DNA sraZena v ethanolu
a resuspendovdna ve vodé.

v resuspendované cDNA byly zatupeny konce T4 DNA
polymerasou. cDNA, ktera byla resuspendovanid ve 188 upl vody, byla
smichdna s 50 pl 5x T4 DNA polymerasového pufru (250 mM Tris-HC1,
pH 8,0, 250 mM KCl, 25 mM MgCl,), 3 pl 0,1 M dithiothreitolu,
4 pl roztoku obsahujiciho po 10 mM koncentraci vsSech
deoxynukleotid trifosfatu, 6 pl 1 U/wrl roztoku T4 DNA polymerasy
(Boehringer Mannheim Corp.). Po inkubaci po 30 minut pri 15°C
byla reakce ukondena prfidanim 10 pnl 0,5 M EDTA, s naslednou
seriadlni extrakci fenol/chloroformem a chloroformem, jak Je
popsano shora. DNA byla chromatografovana pres gelové-filtraéni
kolonu s velikosti péru 400 (Clontech Laboratories 1Inc.)
k odstranéni stopov?ch mnoZstvi bilkovin a k odstranéni kratkych
CDNA o délce méné neZ -400 bp. cDNA byla sraZena ethanolem
v pritomnosti 10 pg glykogenového nosice a 2,5 M octanu amonného,
a byla resuspendovdna Vv 15 pl vody. Na zdkladé inkorporace
32p_qgacTP byl vytéZek cDNA uréen jako -8 pg 2z pocateénich 40 pg
mRNA templatu.

Na 5' konce cDNA popsané shora byly zaligovéﬁy Eco RI
adaptory pro umozZnéni klonovédni do vektoru exprese. 10 pl alikvot
cDNA (-5 pg) a 21 pl 65 pmol/pl roztoku Eco RI adaptoru
(Pharmacia LKB Biotechnology Inc.) bylo smichdno s 4 ul 10x
ligasového pufru (Promega Corp.), 3 ul 10 mM ATP a 3 l 15 U/pl
roztoku T4 DNA ligasy (Promega Corp.). Reakce byla inkubovana
pres noc (-48 hodin) pfi 9°C. Reakce byla ukoncCena pfidénim 140
pl vody a 20 pl 10x H pufru (Boehringer Mannheim corp.)
a inkubaci pri 65°C po 40 minut. Po inkubaci byla cDNA
extrahovana fenol/chloroformem a chloroformem, Jjak je popsano
shora a precipitovana v pritomnosti 2,5 M octanu amonného a 1,2
objemu isopropanolu. Po centrifugaci byla cDNA peleta myta
70 %-nim ethanolem, ususSena na vzduchu a resuspendovana v 89 wl
vody.

K 2zajisténi jednosmérného klonovani této cDNA do vektoru‘
exprese byla tato cDNA digerovdna Xho I, coZ dalo cDNA majici
5' Eco RI lepivy konec a 3' Xho I lepivy Kkonec. Restrikéni misto
Xho I na 3' konci cDNA bylo drive zavedeno s primerem ZC6172
(GAGCACAGAA TTCACTACTC GAGGCGGCCG CTTTTTTTTT TTTTTTTTTT). Digesce
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restrikénim enzymem byla provadéna v reakci obsahujici 89 wl CDNA
popsané shora, 10 ul 10x H pufru (Promega Corp.) a 1.5 pl 40
U/ul Xho I (Boehringer Mannheim Corp.). Reakce byla ukonéena
seridlni extrakci fenol/chloroformem a chloroformenm
a chromatografii prfes gelové-filtra¢ni kolonu s velikosti péru
400 (Clontech Laboratories Inc.).

cDNA byla sraZena ethanolem, myta 70 %-nim ethanolen,
ususena na vzduchu a resuspendovdna Vv 20 pl 1x nakladaciho
gelového pufru (10 mnM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA, 5 % glycerol
a 0,125 % bromfenolovad modf). Resuspendovana cDNA byla zahrata na
65°C po 5 minut, ochlazena na ledu a podrobena elektroforéze na
0,8 % gelu nizkotajici agarosy (SEA PLAQUE c¢16™ nizkotajici
agarosa, FMC Corp.). Kontaminujici adaptory a cDNA pod délku
0,5 Kb byly vyfiznuty z gelu. Elektrody byly prehozeny a cDNA
byla podrobena elektroforéze dokud se nezkoncentrovala blizko
podatku drahy. Oblast obsahujici zkoncentrovanou cDNA byla
vytiznuta a dana do mikrocentrifugadni zkumavky a byl stanoven
ptibliZny objem rezu gelu. Do zkumavky byl pridan alikvot vody,
pribliZné trojndsobného objemu Fezu gelu (300 pl), a agarosa byla
roztavena zahf¥atim na 65°C po 15 minut. Po ekvilibraci vzorku na
42°C, bylo priddno 5 pl 1U/ul B-agarasy (New England Biolabs,
Inc.) a smés byla inkubovana 90 minut pri 45°C k digesci agarosy.
Po inkubaci bylo ke vzorku pridano 40 pl 3 M octanu sodného
a smés byla inkubovdana na ledu po 15 minut. Vzorek byl
centrifugovdn pri 14 000 x g po 15 minut za pokojové teploty
k odstranéni nezdigerované agarosy, S naslednou chromatografii
pres gelové-filtradéni kolonu s velikosti péra 400 (Clontech
Laboratories Inc.). cDNA byla sraZena ethanolen, myta 70 %-nim
ethanolem, ususena na vzduchu a resuspendovana v 70 ul vody ha
kinasovou reakci k fosforylaci zaligovanych Eco RI adaptoru.

K 70 w1l roztoku cDNA se pridalo 10 pl 10x ligasového pufru
(stratagene Cloning Systems) a smés byla zah¥ivdna na 65°C po 5
minut. Smés byla ochlazena na ledu a pridalo se 16 pl1 10 mM ATP
a4 pl 10 U/l T4 polynukleotid kinasy (Stratagene Cloning
Systems). Reakce byla inkubovana pri 37°C po 1 hodinu a ukoncena
zahtivanim na 65°C po 10 minut s nasledujici serialni extrakci
fenol/chloroformem a chloroformen. Fosforylovana cDNA byla
srazena ethanolem v pritomnosti 2,5 M octanu amonného, nmyta
70 %-nim ethanolem, ususena na vzduchu a resuspendovana
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v 10 pl vody. Koncentrace fosforylované cDNA byla stanovena na
~-40 fmol/ul.

Savéi vektor exprese pDX (zverejnény v Us patentu
&. 4 959 318) /Obrézek) byl modifikovdn pro zavedeni 24-11-5 #3
cDNA, jeZ byla syntetizovdna s Eco RI a Xho I konci. Endogenni
Ssal I misto na pDX bylo zruseno digesci plasmidu a Sal I
a recirkularizaci, jeZ nasledovala po zatupeni kohezivnich koncu
Sal I T4 DNA polymerasou. Recirkulovany plasmid byl digerovan
Eco RI a byla k nému zaligovdna kratkd sekvence poly-spojky,
sestéVajici ze dvou komplementarnich oligonukleotidl, 2ZC6936
(AATTGGCGGC CGCGTCGACT CGTGGATG) a 2C6937 (AATTCATCCA CGAGTCGACG
CGGCCGCC) za vzniku plasmidu  pDX.ES. Zavedena sekvence
poly-spojky na pDX.ES obsahovala Eco RI a Sal I mista k zajisténi
jednosmérného klonovani 24-11-5 CDNA, syntetizované s Eco RI
a Xho I konci. '

Plasmidova cDNA  knihovna byla pripravena ligaci
Eco RI-Xho I 24-11-5 cDNA do Eco RI/Sal I digerovaného pDX.ES.
Ligadni smés byla elektroporovana do E. coli (kompetentni buriky
eLEKTROMAXT™ DpH10B™; GIBCO BRL, Gaithersburg, MD), s pouZitim
pulzaéniho pristroje 0,2 cm kyvety (gene pulser/pulse controller,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) s nastavenim 0,2 KV, 400 ohm
a 25 wFAD. Bunky byly zfedény v 1,5 ml Luriovy pudy a inkubovany
pfFi 37°C po 45 minut, s néasledujicim pridanim 0,75 ml 50 3
glycerolu. Transfekované buriky byly rozalikvotovdny a skladovany
pfi -70°C do doby pouZiti. Z osmdesati fmold cDNA vzniklo vice
ne? 700 000 nezadvislych rekombinantnich plasmidi.

Priklad 7
Hodnoceni exprese v 24-11-5 cDNA knihovné na MPL aktivitu

24-11-5 #3 cDNA knihovna byla nanesena na pribliZné dva
tisice misek o pruméru 10 cm s Luriovym Zivnym agarem, doplnénym
100 pg/ml ampicilinu. Hustota nandseni byla mezi 200 a 250
bakteriidlnimi koloniemi na misky. Plasmidovd DNA pro transfekci
do bunék BHK 570 se pripravila 2z kaiZde bakteridlni misky
s pouZitim DNA purifikaéni pryskyrfice MAGIC MINIPREPSTM (Promega
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Corp.) podle vyrobcovych instrukeci. Plasmidové DNA skladovany pri
-20°C do doby transfekce BHK 570 bunék.

Vzorky (pools] plasmidi 24-11-5 #3 cDNA, kazdy obsahujici
pribliZzné 200 aZ 250 cDNA klonu, byly transfekovany do bunék
BHK 570 s pouZitim 3 : 1 liposomového pfipravku 2z 2,3-dioleyloxy-
N-[2(sperminkarboxyamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium
trifluoracetatu a dioleylfosfatidylethanolaminu ve vodé
(LIPOFECTAMINETM; GIBCO BRL). Dvacet ul 30 ng/ml DNA bylo pfidano
k 20 pl 1:10 zfedéného roztoku LIPOFECTAMINETM a inkubovano pfi
pokojové teploté po 30 minut. Po inkubaci se ke smési
DNA/LIPOFECTAMINETM pridalo 160 ul bezsérového média (Hams F12:
Dulbeccovo NEM (1 : 1), doplnéné 2 mM‘L-glutaminem, 110 pg/ml
pyruvdtu sodného, 5 ug/ml insulinu, 5 pug/ml fetuinu, 10 pg/ml
transferinu, 2 ng/ml kysliéniku seleniéitého a 25 mM HEPES
pufrem) a smés se prenesla do 24 jamkové mikrotitrac¢ni desticky
obsahujici ~-100 000 bunék BHK 570. Bunky byly inkubovany pri
37°C pod 5 % CO, po 4 hodiny a poton bylo pridano 200 pl BHK
rustového média (Dulbeccovo modifikované Eaglesovo médium
doplnéné 2 mM L-glutaminem, 0,11 mg/ml pyruvdtu sodného, 5 %
tepelné inaktivovaného fetdlniho teleciho séra a 100x PSN
antibiotiky (GIBCO BRL)). Buiiky se inkubovaly po 16 hodin. Média
byla odstranéna a nahraZena 0,5 ml gerstvého BHK rustového média,
jez se pred testovanim na MPL aktivitu kondicionovalo po
48 hodin.

K detekci pritomnosti MPL aktivity v kondicionovanych
médiich bunék BHK 570 transfekovanych knihovnou se pouZil test
bunééné proliferace. Sto ul kondicionovaného média se pridalo
ke 100 ul 106/ml promytych bunék BaF3/MPLR1.1 Vv RPMT médiu
(JRH Bioscience Inc., Lenexa, KS) doplnéném 2 mM L-glutaminem
a PSN antibiotiky (GIBCO BRL), 0,00036 % 2-merkaptoethanolu
a 10 ¥ tepelné inaktivovaného fetdlniho teleciho séra. Pred
testovanim na proliferaci byly buiiky inkubovany po 3 dny pri
37°C pod 5 % CO,. '

Bunééna proliferace v pritomnosti MPL byla kvantifikovana.
s pouzitim kolorimetrického testu zaloZeného na metabolickém
rozkladu 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dfenyl tetrazolium
bromidu (MTT) (Mosman, J. Immunol. Meth. 65: 55-63, 1983).
Dvacet pl 10 mg/ml roztoku MIT (Polyscience, Inc., Warrington,
PA) se pridalo k 100 pl testovnych bunék BaF3/MPLR1.1 a buriky se
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inkﬁbovaly pfi 37°C. Po 4 hodinach se pridalo 200 il 0,04 N HCl
v isopropanolu, roztok se promichal a absorbance vzorku se
zmérila prfi 570 nM na ELISA &tedce modelu EL320 (Bio-Tek
Instruments Inc., Highland Park, VT).

Do bunék BHK 570 byl transfekovdn Jjeden vzorek spojenych
plasmida [pool], jenz byl shledadn pozitivni a oznaden T1081.
Supernatanty téchto transfektantu davaly pozitivni signal v MTT
proliferadnim testu. PCR a pokusy s neutralizaci protildtkami
ukazaly, Ze tato aktivita nabyla zplisobena IL-3 nebo IL-4.

Plasmidy tohoto pozitivniho vzorku se pouzili k transformaci
E. coli DH10B a buﬁky se nanesly na misky (42 misek s ptiblizné
15 - 20 koloniemi na misku, 10 misek s pfibliZné 90 koloniemi na
misku a 8 misek s pribliZné 250 koloniemi na misku). Pripravily
se repliky vSech misek a uloZily se pri 4°C. Kolonie origindlnich
misek se seskrably a nechaly narust v tekuté kulture jesté
nékolik hodin v tekuté kultufe a pak se pripravila DNA.

plasmidova DNA 2z téchto mensich vzorku [sub-pools] byla
transfekovdana do bunék BHK 570 a bunééné supernatanty byly
sebrany a testovany jako shora. Po pribliZné dvou hodinach byl
jeden vzorek (#22) zhodnocen Jjako pozitivni mikroskopickym
prohliZenim (prodlouZeny tvar bunék). O nékolik hodin pozdéji
byly dva dalsi vzorkyv(#19 a #28) také zhodnoceny jako pozitivni.
Zbyvajici supernatanty 2 kazdého pozitivniho vzorku byly
testovany s kontrolnimi BaF3 burikami a nebyla u nich shledéna
3adna aktivita. Navic: U aktivita z téchto tri pozitivnich vzorku
bylo nalezeno, Ze je inhibovéna rozpustnym receptorem typu I.

Misky s replikami ze tfi pozitivnich vzorkl byly ponechany
rist po nékolik hodin, pak byly vypichnuty jednotlivé kolonie
a pouZity k inokulaci 3-ml kultur. Kultury se rozrustaly
pribliZné 8 hodin p¥i 37°C, pak se pripravila DNA "miniprepovym"
zpusobem popsanym shora. Plasmidovad DNA byla transfekovdna do
bunék BHK 570 a bundéné byly sebrany pribliZné& po 10 hodinach
a testovany na aktivitu. Jeden klon (oznadeny T1081-19-215
a odpovidajici vzorku #19) byl hodnocen po jedné hodiné jako
pozitivni. Tento klon byl znovu nanesen k ziskani jednotlivych
kolonii. Z dvanActi kolonii byla pripravena DNA a transfekovéana
do bunék BHK 570. VSech dvanact transfektanti bylo pozdéji
v testu shledéno jako pozitivni. DNA 2z  jedné =z dvanacti
pozitivnich kolonii byla transformovéna do E. coli DHPa. Tento
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plasmid byl ozna¢en pZGmpl-108l. Tento transformant byl uloZen
14. dnora 1994 u American Type Culture Collection, 12301 Parklawn
Drive, Rockville, MD, pod p¥istupovym &islem 69566.

Byla stanovena nukleotidova sekvence cDNA kédujici
hematopoetickou bilkovinu (thrombopoietin) (Vzorec III). Analyza
kédované aminokyselinové sekvence (Vzorec I) ukazovala, ze
amino-konec maturni. bilkoviny je u aminokyselinového zbytku 45.
Dva methioninové kodony, v pozicich 105 a 174 ve Vzorci III se
zdaji byt inicia¢nimi kodony, s hlavnim mistem iniciace

oSekdvanym v pozici 174.

Priklad 8
Hematopoeticka aktivita rekombinantniho thrombopoietinu.

7 femurti a tibii samiéich CD-1 post-pregnantnich mysi byla
vzata dren do 25 ml CATCH pufru (99 mg theofylinu, 0,75 g citratu
sodného, 75 mg adenosinu, 20 ml 10x Hankova vyvazZeného solného
roztoku bez ca't a Mg++ na 200 ml v dH,0; pH 7,4). Bunky byly
suspendovany na suspenzi jednotlivych bunék pipetovanim 25 ml
pipetou. Objem byl nastaven CATCH pufrem na 50 ml a buiky byly
peletovany pfi 1000 rpm po 7 minut. Peleta byla resuspendovana
v 25 ml CATCH pufru a inkubovana v T75 lahvich pro tkanove
kultury k prvnimu kolu adheze Kk plastu po 2 hodiny pri 37°C.
Neadherované buiiky byly sebrdny a centrifugovany p¥i 1000 rpm po
7 minut k 2zpeletovani bunék. Peleta byla resuspendovana v 15 ml
alfa-NEM + 10 % FBS (+ L-glutamin, Na-pyruvat a PSN antibiotika)
a inkubovdana v T75 1lahvich pro tkanové kultury k druhému kolu
adheze k plastu jak je popsano shora pro prvni kolo. Po findlni
centrifugaci a resuspendovani byly bunky poéitany. Jedna polovina
bunék o 576 000 burikich/ml byla nanesena do 24-jamkovych
kultivadnich desticek, spolu se vzorkem média z kontrolnich BHK
bunék nebo s kondicionovanym médiem z BHK bunék transfekovanych
pZGmpl-1081. Po trfech dnech inkubace pti 37°C byly buiiky sebrany
a barveny jak se popisuje shora.

2 kontrolni jamky se standardnim kondicionovanym médiem se
vzalo 150 pl bunék. 2 jamek s kondicionovanym médiem z BHK bunék
transfekovanych p2Gmpl-1081 se bralo 50 pl bunék. Tyto vzorky
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byly stodeny a byla pripraveny standardni mikroskopické
preparéaty.

Preparaty byly fixovany v 100 %-nim methanolu, pak omyvany
1 : 1 Wrightovym roztokem (0,5 g Wrightova parviva v 300 ml
methanolu) / H,0 po 6 minut, promyty vodou a ususeny. Preparaty
byly pak omyvany V parvivu Giemsa (Sigma Chemical Corp.)
v Sorensenové pufru (2,28 g KHyPO, / 2,38 g NaPO, v 250 ml H,0),

myty vodou a ususeny.
Po vztaZeni na pouzité objemy, vzorek s médiem

BHK/pZGmpl-1081 obsahoval 120 megakaryocytﬁ na 150 pl objem ve
srovnani s 9 megakaryocyty na 150 pl objem u kontrolniho média.
Navic bylo u megakaryocytu vzorku s experimentalnim pusobeninm
mikroskopicky pozorovdno, Ze jsou rozmérové vyznamné vétsi a Ze -
maji vyznamné vyssi barveni na polynuklearni obsah.

Kondicionovana média z mutantni linie BaF3/MPLR1.1
24-11-5 #3 bylo sebréno a zkoncentrovano 20 krat na filtraénim
zarizeni Amicon Inc. s mezi 10 kDa (Beverly, MA). Vzala se dren
z mysSich femurd a suspendovala vV Iscoveové modifikovaném
Dulbeccové médiu (GIBCO BRL) + 15 % fetalniho teleciho séra
(FCS). Po suspendovani byly bunky s jadry spocéitdny a naneseny
s 0,9 ml/misku pfi 75 000 bunék/ml, v médiu nastaveném tak, aby
obsahovalo 50 % methylcelulosy, 15 % FCS, 10 % BSA a 0,6 % PSN
(polotuhé médium), na 1-ml misky pro tkanové kultury. Pridala se
rizna kondicionovanid média a kontrolni vzorky tak, aby se celkovy
objem dostal na 1 ml. Misky se inkubovaly pri 37°C / 5 % CO, po
6 dni a pak se prohliZely mikroskopicky ke stanoveni poc¢tl
kolonii granulocyti/magrofigl (GM) . U misek inkubovanych
v pritomnosti kondicionovaného média 24-11-5 #3 se pozorovalo, Ze
maji slabou aktivitu podobnou  GM-CSF, produkujici pocet
kolonii 25, ve srovnani s nulovym poctem pro vzorek negativni
kontroly a podétem 130 pro misku stimulovanou s pozitivni
kontrolou (kondicionované médium sleziny stimulované repkovym
mitogenem (PWMSCM), pripravené inkubaci rozdrcené mySi sleziny po
jeden tyden v pritomnosti repkového mitogenu (ziskaného od
Boehringer Mannheim, Indianopoiis, IN) + 2 jednotky/ml
erythropoietinu).

vzala se drei 2z mySich femurl a suspendovala Vv Iscoveové
modifikovaném Dulbeccové médiu (GIBCO BRL) obsahujicim 15 % FCS
a buiiky s jadry byly spoiitdny a naneseny na polotuhé médium jak
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je popsano shora. Tyto buiiky se pouZivaly k testovani aktivity
bilkoviny, kédované inzertem pZGmpl-1081, ve tvorbé kolonii
megakaryocytu.

Populace (pool] bunék BHK 570 stabilné transfekovanych
pZGmpl-1081 se kultivovala Vv nepfitomnosti séra, a sbiralo se
kondicionované médium. Toto Kkondicionované médium se testovalo
jako takové a v kombinaci s kondicionovanym médiem sleziny
a Frepkového mitogenu, rekombinantnim mys$im IL-3, IL-6 (Genzyme
Corp., Cambridge, MA), IL-11 (Genzyme Corp.) nebo s kombinacemi
téchto faktorti. PWMSCM se pouZivalo Jjako pozitivni kontrola.
Jako negativni kontrola se pouzivalo nekondicionované kultivaéni
- médium.

Testované nebo kontrolni vzorky se pridavaly ke kulturam
dfené tak, aby nastavily koneény objem na 1 ml. Misky se
inkubovaly pfi 37°C v 5 % CO, po 6 dni a pak se prohlizZely
mikroskopicky ke stanoveni poétu kolonii megakaryocyti. Vysledky
jsou ukazany v Tabulce 4. Pro souhrn: Kondicionované médium
BHK/pZGmpl-1081 vykazovalo aktivitu podporujici tvorbu kolonii
megakaryocytu, jez byla zesilovéana v pritomnosti rychle
pusobicich faktoru na hladiny znacné vy3si neZ hladiny dosahované
s kterymkoli rychle pusobicim faktorem samotnym.
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Tabulka 4
Vzorek Kolonii
megqakaryocytu
Negativni kontrola 0
PWMSCM
BHK/pZGmpl-1081 2
BHK/pZGmpl-1081 + PWMSCM 15
IL-3 1
IL-3 + BHK/pZGmpl-1081 8
IL-6 0
IL-6 + BHK/pZGmpl-1081 6
IL-11 1
IL-11 + BHK/pZGmpl-1081 6
IL-3 + IL-6 2
IL-3 + IL-6 + BHK/pZGmpl-1081 9
IL.-3 + IL-11 5
15

IL-3 + IL-11 + BHK/pZGmpl-1081

In vivo aktivita kondicionovaného média BHK/pZGmpl-1081 byla
testovana na mysich. Bezsérové médium bylo sebrano
a zkoncentrovdno 5 Kkrat filtraéniho zarizeni s mezi 10 kDa
(Amicon Inc., Beverly, MA). Kontrolni (nekondicionované) médium
bylo zkoncentrovdno podobnym 2zpusobem. Na Sest mys$i BALB/c
- (Simonsen Laboratories, Inc., Gilroy, CA) se pusobilo denné sedmi
intraperitonedlnimi injekcemi 0,5 ml bud kontrolniho nebo
kondicionovaného média. Vzorky krve byly odebirany ve dnech O,
3 a7, abyl v nich spoéitan obsah destidek. Vysledky, ukazané
v Tabulce 5, predvadéji, zZe kondicionované médium 2z bunék
BHK/pZGmpl-1081 m& thrombopoetickou aktivitu.
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Tabulka 5

Pocet destiéek’(104/ul)

Pusobeni den 0 den 3 den 7

Kontrola 141 141 87
Kontrola 159 149 184
BHK/p2Gmpl-1081 157 160 563
BHK/pZGmpl-1081 169 154 669
BHK/pZGmpl-1081 139 136 492
BHK/pZGmpl-1081 135 187 554

Priklad 9
Izolace lidského thrombopoietinového genu

Amplifikovana Lambda FIxR genomicka knihovna lidskych plic
(Stratagene Cloning Systems) byla probiradna k nalezeni genu
kédujiciho lidsky thrombopoietin s pouZitim myS$i cDNA ligandu mpl
receptoru jako sondy. Knihovna byla ztitrovana a 30 150-mm misek
s inokulovanych burikami E. coli kmene LE-392 (Stratagene Cloning
Systems) bylo infikovdno s 4 X 104 jednotek tvorby plaki (PFU).
Misky byly inkubovadny pres noc pri 37°C. Vyzvednuti plaku na
filtry se provedlo s pouZitim HYBOND-NTM membran (Amersham) podle
postupu doporucovaného  vyrobcen. Filtry  Dbyly zpracovany
denaturaci v roztoku obsahujicim 1,5 M NaCl a 0,5 M NaOH po
7 minut pri pokojové teploté. Filtry byly kratce odsaty na
filtraénim papiru k odstranéni prebytku denaturaéniho roztoku, po
demZ nasledovala neutralizace po 5 minut v 1 M Tris-HC1l (pH 7,5)
a 1,5 M NaCl. Fagova DNA byla fixovadna na filtry s 1 200 pJouly
UV energie v pristroji STRATALINKERR UV crosslinker (Stratagene
Cloning Systems). Po fixaci se filtry predmyly trikrat v 0,25
X 8SC, 0,25 % SDS a 1 mM EDTA pri 65°C. Po predmyti byly filtry
prehybridizovdny v hybridizaénim roztoku (5x SSC, 5x Denhardtav
roztok, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA), jenZ byl zfiltrovan pres 0,45'um
filtr. Tepelné denaturovand DNA lososiho spermatu (konec¢na
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koncentrace 100 wg/ml) byla priddna tésné pred pouzitim. DNA
filtry se prehybridizovaly pres noc pri 65°C.

TPO cDNA plné délky z pZGmpl-1081 byla oznacena 32p pomoci
startovani ndhodnymi primery s pouZitim systému MEGAPRIMETM DNA
Labelling System (Amersham). Prehybridizaéni roztok byl odstranén
a nahrazen Gerstvym hybridizaénim roztokem obsahujicim priblizZné
1 x 10° cpm sondy a hybridizace byla ponechédna pfes noc pri
65°C. Po hybridizaci byl hybridizaéni roztok odstranén a kazdy
filtr byl &tyfi- nebo pétkrat ponofen do promyvaciho roztoku
obsahujiciho 0,25 x Ssc, 0,25 % SDS, 1 mM EDTA. Po ponorenich
byly filtry promyty osmi po sobé nasledujicimi mytimi
v promyvacim roztoku pfi 55°C. Po poslednim myti byly filtry
exponovadny na autoradiograficky film (XAR-5; Eastman Kodak Co.,
Rochester, NY) s intenzifikaéni félii po 4 dny pfi -70°C.

| Prohlidka autoradiogrami odhalila nékolik set mist, jez
hybridizovala se znaenou sondou. Ze 100 mist byly vypichnuty
agarové véaledky a ponofeny do SM obsahujiciho 1 % (obj./0obj.)
chloroformu (Maniatis et al., vyd., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY, 1982). Po inkubaci
pfes noc byly fagy z kaZdého agarového vdlecku zredény 1. : 1 000
v SM. Alikvoty 5 pl byly nandseny na burky E. coli kmene LE-392.
Misky byly inkubovény pfes noc pfi 37°C a vyzvednuti plaku na
filtry, prehybridizace, hybridizace, promyvani a autoradiografie
se provedly jak je popsano shora.

Prohlidka vyslednych autoradiogrami odhalila silné pozitivni
signaly z dvou primadrnich izolati a slabé signaly z osmnacti
dalsich. 2 pozitivnich oblasti vS8ech dvaceti Signélﬁ' byly
vypichnuty agarové vale&ky. Tyto -agarové valecky byly zpracovany
jak je popsdno shora. Fagy 2z kaZdého agarového valecku byly
zfedény 1 : 100 v SM a alikvoty 1 ul byly nandsSeny na bunky
E. coli kmene LE-392. Misky byly inkubovany, a vyzvednuti plaki
a hybridizace se provedly 3jak je popsano shora. Filtry se
promyvaly v promyvacim pufru pfi 55°C. Autoradiogramy téchto
filtrd odhalily mista hybridizace odpovidajici jednotlivym,
oddélenym fagovym plakim ze t¥i puvodnich izolatu, 8-3-2, 10-1-1
a 29-2-1.

Fagové izolaty 8-3-2, 10-1-1 resp. 29-2-1 byly oznac¢eny jako
NZGmpl-H8, \ZGmpl-H10 resp. MZGmpl-H29. DNA z izoldtd )\ZGmpl-HS,
AZGmpl-H10 a  \Z2Gmpl-H29 byla <¢isténa s pouzitim fagového
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adsorbentu LAMBDASORBTM'(Promega Corp., Madison, WI) podle navodu
vyrobce. Inzerty lidské genomické DNA ve fagu byly od fagové
vektorové DNA separovany digesci Xba I a vycistény gelovou
elektroforézou. Vsechny t¥i fagové izolaty obsahovaly sekvence,
které hybridizovaly se sondou mySi cDNA ligandu mpl receptoru,
jak ukdzala Southernova analyza (Maniatis et al., 1ibid.). Byl
analyzovan fag \ZGmpl-H8 a pro hybridizujici oblasti \ZGmpl-H8 se
nalezlo, Ze sidli ve trech Xba I DNA fragmentech o délkach
9,5 kb, 2,5 kb a 1 kb. Fragment 2,5-kb délky byl subklonovan do
Xba I digerovaného fagemidu BLUESCRIPTR II SK+ (Stratagene
Cloning Systems) za vzniku plasmidu pZGmpl-H82.5.

Priklad 10
Izolace cDNA lidského thrombopoietinu plné délky

cDNA plné délky, kdédujici lidsky TPO, byla izolovana
polymerasovou fetézovou reakci z templatové cDNA lidskych jater
a ledvin s pouZitim specifickych primeri odvozenych od exonovych
sekvenci identifikovanych Vv pZGmpl-H82.5 a od konzervované
5' neprekladané sekvence mySi TPO cDNA.

K syntéze prvniho vldkna se pouZily poly d(T)-selektované
poly(A)+ RNA lidskych ledvin, jater a plic (Clontech, Palo Alto,
CA). Kazdd reakce se pripravila s pouzitim ¢&ty¥ mikrogrami
poly(A)T RNA smichanych s 1 ug oligo d(T);g (bez 5' fosfatu) mRNA
primeru (New England Biolab, Beverly, MA) v kone¢ném objemu
19 pl. Smési byly zahrfivadny na 65°C po pét minut a ochlazeny
chlazenim na ledu. Syntéza cDNA byla spusténa pridanim 8 pl
5x SUPERSCRIPT™™ pufru (GIBCO BRL), 2 pl 100 mM dithiothreitolu,
2 1l roztoku deoxynukleotid trifosfati obsahujiciho po 10 mM
dATP, dGTP, dTTP a dCTP (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.,
Piscataway, NJ), 2 uCi 1 pCi/pl 32p_gdcTP (Amersham, Arlington
Heights, IL) a 8 pl 200 jednotek/ul SUPERSCRIPTM reversni
transkriptasy (Gibco BRL) ke kazde smési RNA-primer. Reakce byly
inkubovany pfi 45°C po 1 hodinu a byly zredény na 120 pl pomoci
TE (10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA). cDNA byly sraZeny dvakrat
pridanim 50 pl 8 M octanu amonného a 160 pl isopropanolu.
Vysledné cDNA pelety byly resuspendovany v 10 pl TE. vytéZek cDNA
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prvniho vlakna byl pro kazZdou reakci stanoven 2z hladiny
inkorporace 32p_qdcTP.

cDNA prvniho vldkna z jaterni, plicni a ledvinové mRNA byla
pouzita ke generovani dvou segmenti cDNA, N-koncové tretiny
a C-koncovych dvou tretin sekvence, za pouziti separatnich
polymerasovych fetézovych reakci. Do cDNA segmentl bylo zavedeno
Kpon I restrikéni misto pomoci zamény 3jediné béze genomické
sekvence s pouZitim PCR mutagenesy vyuZivajici primery 2C7422
(GGAAGCTGGG TACCAAGGAG GCT) a ZC7423 (AGCCTCCTTG GTACCCAGCT TCC).
Vyslednd nukleotidovd zaména vytvorila spoleéné Kpn I restrikéni
misto bez zmény v predikovaném kdédovani aminokyselin.

N-koncovy segment byl amplifikovdn v 50 pl reakci obsahujici
5 ng  templatové cDNA (v oddé&lenych reakcich pro cDNA ledvin,
jater a plic), po 80 pmolech obou oligonukleotidd 2C7424
(TTAGACACCT GGCCAGAATG) a ZC7422 (GGAAGCTGGG TACCAAGGAG GCT),
5 wl 2,5 mM roztoku deoxynukleotid trifosfatu (Cetus Corp.,
Emeryville, CA), 5 pl 10 x CPR pufru (Promega Corp., Madison, WI)
a 2,5 jednotky Taq polymerasy (Boehringer Mannheim). Retézova
reakce byla nechdna béZet po 35 cyklad (1 minuta pfi 94°C,
1 minuta pfi 58°C, a 1,5 minuty pFi 72°C), s nésledujici
10 minutovou inkubaci p¥i  72°C. "Sense"  primer  ZC7424
(TTAGACACCT GGCCAGAATG) pokr?val 5' neprekladanou sekvenci- mys$iho
ligandu mpl receptoru a zahrnoval iniciaéni kodon ATG.
"Antisense" primer 2C7422 (GGAAGCTGGG TACCAAGGAG GCT) zahrnoval
sekvence z oblasti odpovidajicich exonim 4 a 5 lidské genomické
TPO DNA. ,
~ C-koncovy segment byl amplifikovdn v 50 ul reakci obsahujici
5 ng templdtové cDNA (lidskych ledvin, jater nebo plic'jak je
popsdno shora), po 80 pmolech obou oligonukleotidd 2ZC7423
(AGCCTCCTTG GTACCCAGCT TCC) a ZC7421 (TGATGTCGGC AGTGTCTGAG
AACC), 5 pl 2,5 mM roztoku deoxynukleotid trifosfatd (Cetus
Corp.), 5 ul 10 x CPR pufru (Promega Corp.) a 2,5 jednotky Taq
polymerasy (Boehringer Mannheim). RetézovA reakce byla nechana
béZet po 35 cyklu (1 minuta pfi 94°C, 1 minuta pfi 65°C, a 1,5
minuty p¥i 72°C), s nasledujici 7 minutovou inkubaci pfi 72°C.
"Sense"  primer ZC7423 (AGCCTCCTTG GTACCCAGCT TCC) zahrnoval
sekvence z oblasti odpovidajicich exonim 4 a 5 lidské genomickeé
TPO DNA. "Antisense" primer 2C7421 (TGATGTCGGC AGTGTCTGAG AACC)
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zahrnoval sekvenci z oblasti odpovidajici 3' nekédujici sekvence
lidského genu a obsahoval translaéni terminaéni kodon.

Amplifikované produkty PCR byly analyzovany primym
sekvenovanim DNA a subklonovany do pGEM-T (Promega Corp.) k dalsi
analyze porovndvanim s mySi cDNA sekvenci a lidskymi genomickymi
sekvencemi. DNA sekvence kdédujici 1lidsky TPO je wukazana ve
Vzorci IV a kédovand aminokyselinovd sekvence je ukdzana ve
Vzorci II. Sekvenéni analyza ukazuje, e misto osStépeni
signalniho peptidu se nachazi u aminokyseliny 22 (Vzorec II)
a %e maturni bilkovina za¢ina u aminokyseliny 22 (Vzorec II).

Lidské N-terminalni a C-termindlni PCR fragmenty byly vynaty
z pGEM-T jako EcoRI-KpnI fragmenty a zaligovany do EcoRI mista
vektoru exprese Zem229R. Tento plasmid byl transfekovan do bunék
BHK 570 s pouzitim . LipofectamineTM (GIBCO BRL). 24 hodin po
transfekci bylo kultivaéni médium (DMEM + PSN + 10 % FCS)
nahrazeno céerstvym médiem a bunky byly inkubovany po 48 hodin bez
selekénich ¢&inidel. Kondicionovana média byla testovdna na
proliferadni aktivitu s pouZitim bunék BaF3/MPLR1.1 jak bylo
popsano drive. vVysledky jasné ukazaly, Ze lidsky TPO
v kultivaénim nmédiu stimuluje proliferaci  bunék BaF3
exprimujicich mysi MPL receptor.

cDNA se pripravila jak z 1lidské jaterni, tak z lidské
ledvinové mRNA (ziskanych z Clontech Laboratories, 1Inc.)
s pouZitim SUPERSCRIPTIM reversni transkriptasy (GIBCO BRL) podle
vyrobcovych specifikaci. Klony lidské TPO DNA odvozené z Jjater
a z ledvin byly pak pfipraveny s pouzitim dvou PCR reakci
(podminky ukdzané v Tabulce 6). Reakce byly nechany bézZet po 35
cykll pfi 94°C po 1 minutu, 58°C po 1 minutu, 72°C po 1,5 minuty;
s nasledujici 7 minutovou inkubaci p¥i 72°C.
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Tabulka 6

Reakce ¢. 1

5 ng CcDNA jater nebo ledvin

4 pl oligonukleotidu ZC7454 (CCGGAATTCT TAGACACCTG
GCCAGAATG) (20 pM/pl), zavadi EcoRI misto 5' od ATG

4 pl oligonukleotidu 2C7422 (GGAAGCTGGG TACCAAGGAG GCT)
(20 pM/pl), vytvari Asp718 misto

5 w1 dNTP roztoku obsahujiciho 2,5 mM dATP, 2,5 mM 4GTP,
2,5 mM ACTP a 2,5 mM 4TTP

5 w1 10 x Taq pufru (Boehringer Mannheim)

1 pl Taq polymerasy (Boehringer Mannheim)

30 u1  H5O

Reakce ¢. 2

5 ng cDNA jater nebo ledvin

4 pl oligonukleotidu ZC7423 (AGCCTCCTTG GTACCCAGCT TCC)
(20 pM/ul), vytvarl Asp718 misto

4 pl oligonukleotidu ZC7453 (CCGGAATTCT GATGTCGGCA
GTGTCTGAGA ACC) (20 poM/ul), zavadi EcoRI misto 3'
od TGA

5 pl dNTP roztoku obsahujiciho 2,5 mM dATP, 2,5 mM dGTP,

2,5 mM ACTP a 2,5 mM 4ATTP

‘5 w1l 10 x Taq pufru (Boehringer Mannheim)

1 pl Taq polymerasy (Boehringer Mannheim)

30 ul H,0

Produkty PCR byly zpracovany fenolem/chloroformem/
isoamylalkoholem a sraZeny 95 % EtOH, usuSeny a resuspendovany
v 20 ul H,0. Kazdy produkt pak byl §tépen restrikénimi enzymy
Asp718 a EcoRI a podroben elektroforéze v gelu 1 % agarosy.
410 bp fragmenty (jatra a ledviny) 2z reakce &. 1 a 699 bp
fragmenty (jatra a ledviny) z reakce &. 2 byly vyriznuty z gelu
a eluovany z rezli gelu centrifugaci pres nylonovou vatu.
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PCR produkty reakce ¢. 1 a reakce ¢&. 2 byly zaligovany dohromady
s vektorem Zem229R (uloZenym u American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 28. zari 1993 pod
pristupovym &islem 69447), JjenZ byl otevien EcoRI, 2za spojeni
téchto dvou produktu ve  vytvoreném Asp718 misté. Vysledné
plasmidy byly oznadeny #10 (obsahuje cDNA odvozenou 2z ledvin)
a #29 (obsahuje cDNA odvozenou z jater).

Pri sekvenovani téchto DNA byla nalezena jedina
PCR-generovand chyba 5' resp. 3' od unikatniho AvrII nmista
plasmidd #28 resp. #10. Pro vytvoreni bezchybné TPO DNA byl
izolovan 826 bp EcoRI-AvrII 5' fragment z plasmidu #10 a 283 bp
AvrII-EcoRI 3' fragment z plasmidu #28. Tyto dav fragmenty byly
zaligovany dohromady s vektorem Zem229R, jenZ byl otevien EcoRI.
Tento plasmid byl uloZen u American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 4. kvétna 1994 jako E. coli

DH10b transformant pod pristupovym ¢islem 69615.

Priklad 11
Knihovna cDNA megakaryocytu

K amplifikaci prekursoru megakaryocytu in vivo bylo 20 mySim
intraperitonedlné injikovano denné 40 000 aktivitnich Jednotek
(jednotky jsou definovany tak, Ze 50 jednotek/ml je potrebnych
u bunék BaF3/MPLR1.1 v MIT testu (Priklad 7) k  ziskéani
proliferaéni rychlosti rovné poloviné maximalni) rekombinantniho
mysiho thrombopoietinu (koncentrovaného bezsérového
kondicionovaného média 2z bunék BHK 570 stabilné transfekovanych
my3i thrompoietinovou cDNA). V paty den injekci byly vynaty
sleziny a dany do CATCH pufru + HEPES (10x Hankuv vyvaZeny solny
roztok bez vapniku a hoféiku, 10 mM HEPES (GIBCO BRL), 1,4 mM
adenosin, 2,74 nM theofylin (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MO) a 0,38 % citrat sodny, pH nastaveno hydroxidem sodnym na 7,
40). Sleziny byly zpracovdvany po péti tak, Ze na kaZdé se
provedly fezy a buriky z nich byly vytladeny mezi dvémi nerezovymi
sitkami do CATCH pufru + HEPES. Po rozvolnéni uréitych chuchvalcu
bunék 25 ml pipetou byl objem =zvysSen na 50 ml a buriky byly
stoéeny pfi 208 x g po 7 minut v centrifuze Sorval TJ-7. Kazda
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bunéénd peleta byla resuspendovdna v 10 ml CATCH pufru + HEPES
a filtrovdna pres 130 um nylonovou sitku k ziskdni suspenze
jednotlivych bunék. Objemy byly zvySeny na 50 ml CATCH pufrem +
HEPES a buiiky byly stoéeny pri 33 x g po 10 minut. Bunédné pelety
byly resuspendovdany v 10 ml CATCH pufru + HEPES a navrstveny na
tristupriovy gradient Percollu (Pharmacia LKB Biotechnology AB,
Uppsala, 8védsko) (gradient 65, 40 a 27 % v 1 x CATCH pufru +
HEPES, 12 ml kazZdého v 50 ml centrifugaéni Kkyveté)
a centrifugovany pri 833 x g po 45 minut. Byly sebrany burnky mezi
vrstvami 40 a 5 % Percollu a objemy byly zvysSeny na 50 ml CATCH
pufrem + HEPES. Bunky byly stodeny pfi 208 x g po 7 minut
a resuspendovdny Vv 50 ml megakaryocytového ruUstového meédia
(alfa modifikace minimdlniho esencialniho média, bez
ribonukleosidu a desoxyribonukleosidu), s 15 % tepelné
inaktivovaného fetdlniho bovinniho séra, 2 mM L-glutamatem
(slozky médii =ziskdny od JRH Bioscience Inc., Lenexa, KS), 1 mM
pyruvitem sodnym (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) 1 x PSN smési
antibiotik (GIBCO BRL) a pfidanymi 1 000 aktivitnimi jednotkami

rekombinantniho mysiho thrombopoietinu/ml (koncentrovaného
bezsérového kondicionovaného média 2z bunék BHK 570 'stabilné
transfekovanych my&i thrompoietinovou cDNA). Buiiky pak byly

naneseny na 150 mm misky pro tkanové kultury pri 106
monojadernych burikdach/ml a neéhény rist v plné 2zvlhéovaném
inkubdtoru s 6,0 % CO, ve vzduchu p¥i 37°C. Po t¥ech dnech ristu
byly neadherované buriky sebrany do 50 ml centrifugaénich Kkyvet
a ochlazeny na ledu. Velké buriky byly peletovany centrifugaci pri
33 x g po 15 minut pri 4°C. Bunééné pelety byly resuspendovany
v 50 ml CATCH pufru + HEPES za pokojové teploty a stoceny pfi
33 x g po 10 minut. (VSechny dalsi kroky se provddéji za pokojové
teploty). Toto promyti se zopakovalo s cilem ziskat vy$si Cistotu
maturnich megakaryocytu. 2Zbyvajici buiky se resuspendovaly
v 15 ml CATCH pufru + HEPES (spojeny objem) a navrstveny na tri
stupriové gradienty fetidlniho bovinniho séra (JRH Biosciences)
(65 a 40 % v CATCH pufru + HEPES) k sedimentaci pri 1 x g po
30 minut. Spodnich 5 ml z 65 %-nich frakci se spojilo, zredilo na
50 ml CATCH pufrem + HEPES a sto&ilo prfi 33 x g po 10 minut.
Pelety obsahovaly vic neZ 107 bunék. Buiiky byly testovany na
acetylcholinesterasu metodou Bursteina et al., (J. Cell. Physiol.
©122:159-165, 1985) a byly stanovény jako maturni megakaryocyty
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o Cistoté .vyééi nez 99 %. Peletované buiikky byly pak lyzovén§
v roztoku guanidinium thiokyandtu/2-merkaptoethanolu k izolaci
RNA centrifugaci v hustotnim gradientu chloridu césného.

Z megakaryocytové RNA se cDNA pfiprévi tak, jak je uvedeno
v Prikladu 6, shora.

Priklad 12

Mapovani lidského thrombopoietinového genu fluorescenéni

in situ hybridizaci.

Do 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavky na 1ledu byly pridany
nisledujici sloZky: 1 ug AZGmpl-H8, AZGmpl-H10 nebo A\ZGmpl-H29
obsahujiciho lidsky thrombopoietinovy gen, 5 wl 10 x
"nick-translaéniho" pufru (0,5 M Tris-HCl, 50 mM MgCl, ,
0,5 mg/ml BSA (prostého nukleas)), 5 pl ANTP roztoku obsahujiciho
0,5 mM dATP, 0,5 mM d4dGTP a 2,5 mM dcTP, 5 1 5 mM Bio-11~dUTP
(5-(N-[N-biotinyl-e-aminokaproyl]-3-aminoallyl)-2'-deoxyuridin
5'-trifosfat, Sigma Chemical Co.), 5 ul 100 mM DTT, 5 Wl DNasy
(1000 x redéni ze zasobniho roztoku 10 U/pl, Boehringer Mannheim,
RNasy prosta), 2,5 ul DNA polymerasy I (5 U/ul, Boehringer
Mannheim), H,0 do kone&ného objemu 50 pl. Po smichdni byly reakce
inkubovdny p¥i 15°C po 2 hodiny Vv chladici mikrolazni typu
Boekel. Reakce byly zastaveny priddni 5 ul 0,5 M EDTA, PpH 7,4.
Sondy byly vy&istény s pouZitim DNA-purifikaénich centrifugaénich
kolonek SephadexR G-50 (Worthington Biochemical Corporation,
Freehold, NJ) podle vyrobcovych instrukci. K ovéreni velikosti
znadenych sond bylo 5 - 10 pl Kkazdé vyéisténé sondy smichano
s 5 pl naklddaciho gelového pufru (12,5 % ficoll, a 0,2 %
bromfenolova modf¥, 0,2 M Tris-acetdt, 0,1 mM octan sodny, 1 mM
EDTA) a nechadno béZet na mini-gelu 0,7 % agarosy pri 80 V. Jako
markery velikosti v parech bazi (bp) se pouzily X-Hind III
fragmenty (GIBCO BRL) a ¢X-Hae III fragmenty (GIBCO BRL) .
Digoxigeninem znacena centromericka sonda specifickd pro
chromosom 3 (D321) byla ziskdna od firmy Oncor (Gaithersburg,
MD).

Metafazové chromosomy byly ziskdny z kultury bunék HEL. Do
média v pouzivané 100 x 15 mm Petriho misce se pridalo 100 pl
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colcemidR (GIBCO BRL, zdsobni roztok 10 pg/ml) a bunéénd kultura
se inkubovala pri 37°C. Po 2,5 - 3 hodinach se z Petriho misky
s pouzitim 10 ml sterilni plastové pipety odebralo médium
a preneslo do 15 ml polypropylenové kdénické zkumavky (Blue MaxTM,
Becton Dickinson). Na Petriho misku se pridalo s pouZitim 5 ml
sterilni plastové pipety k opldchnuti 2 ml 1 x PBS (140 mM NacCl,
3 mM KCl, 8 mM NajHPO, , 1,5 mM KH,PO, , PH 7,2) a preneslo do
kénické zkumavky. Do Petriho misky se s pouZitim 5 ml sterilni
plastové pipety pfidalo 2 ml trypsinu (GIBCO BRL, zasobni roztok)
a Petriho miskou se jemné zakyvalo a dala se na 3 - 5 minut do
37°C-inkubatoru. Buifky se pak s pouZitim 5 ml sterilni plastoveé
pipety smyly 2z Petriho misky a daly do zkumavky s médiem.
Kultivaéni zkumavka se centrifugovala pri 250 x g po '8 minut
a cely supernatant aZ na 0,5 ml byl odstranén. Peleta se
resuspendovala poklepanim a pak se pomalu a jemné pridalo 8 ml
0,075 M KCl1 (predehfatého na 37°C). Suspenze se jemné promichala
a umistila ve vodni 1lazni o 37°C na 10 minut. Roztok se
centrifugoval pfi 250 x g po 5 minut a cely supernatant aZ na
0,5 ml nad peletou byl odstranén. Peleta se resuspendovala
poklepdnim na zkumavku. K fixovani bunék se po kapkach pridaly
‘dva ml studené smési methanol/kyselina octova (3 : 1). Celkové se
takto pridalo 8 ml fixaéni smési. Zkumavka se na 20 minut
umistila do lednice, s naslednou centrifugaci po 5 minut pri
250 x g. Supernatant byl znovu odtaZen a fixaéni proces opakovan
jesté dvakrat. U naneseni metafdzovych natéru na 25 x 75 mm
preddisténd matovanid skli¢ka (VWR Scientific, Media, PA) se na
kazdé sklicko bodové naneslo pomoci 20 pl pipetoru PipetmanTM
(Gilson Medical Electronics, Inc., Middleton, WI) 5 pl 50 %
kyseliﬁy octové a nasledné 5 pl suspenze bunék. Sklic¢ka - byla
ponechana uschnout na vzduch a pak pfed pouZitim nechana "dozrat"
pres noc v 42°C-picce (Boekel Industries, Inc., Philadelphia,
PA). Na sklidkdch se s pouzitim mikroskopu vybaveného kondensorem
pro fazovy kontrast spoéitaly vhodné metafdzové natéry. Nékteré
preparace matafdzovych chromosomi byly pred pouzZitim
k hybridiza&nim experimentim vybarveny na G-pruhy Gurrovym
vylepsenym R66 Giems barvivem (BDH Ltd., Dorset, Anglie),
fotografovany a odbarveny. Preparovand sklicka s natéry lidskych
metafizovych chromosomi byla inkubovana po 2 hodiny v 2 x SSC (o,
3-M NacCl, 0;03 M citrat sodny, PpH 7,0), ponorena krdtce do H,0
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a barvena Vv Gorrové Giemsa barvivu, 3jeZz bylo pfed pouZitim
zFredéno 1 : 4 Giemsa pufrovacim roztokem, pH 6,5 (BDH Ltd.)
a zfiltrovano pres filtr Whatman #1. Nékteré preparaty byly pred
inkubaci v SSC napfed inkubovany po 45 minut aZ 1 hodinu v picce
pri 90°C a ponechany vychladnout. Preparaty pak byly rozliseny
v pufrovaném roztoku Giemsa, oplachnuty H,0 a ususeny na vzduchu.
Vhodné natéry metafidzovych chromosomi s G-pruhy fotografovany na
mikroskopu Olympus s pouzitim inverzniho filmu Kodak
EktachromeT™ 400, a digitalizovany a uloZeny s pouzitim barevného
video-kamerového systému Optronics (Goleta, CA) 2ZVS-47E CCD RGB
a software Optimus (od BioScan Inc., Edmonds, WA). Preparaty byly
pred daldim pouzitim odbarveny po asi 20 min. v 100 % EtOH
a usuSeny na vzduchu. Nepouzité preparaty sklicek s metafazovymi
chromosomy byly skladovany prfi =-70°C.

Hybridizacéni smési se pripravovaly v 1,5 ml
mikrocentrifugaénich zkumavkach smichanim 2,5 pl kompetitorovée
DNA (Cot-1 DNA, GIBCO BRL) 40 - 60 ng biotinylem znaceného faga
AZGmpl-HS, \ZGmpl-H10 nebo  AZGmpl-H29 (obsahujiciho lidsky
thrombopoietinovy gen), 7 ug nosidové DNA (denaturovana DNA
lososich testes, Sigma Chemical Co.), 1 ml 3 M NaOAc a 2 objemi
ethanolu; byly vakuové odpareny Vv koncentratoru typu Speedvac.
Pelety byly rozpustény v 10 pl hybridazaéniho roztoku,
sestiavajiciho z 10 % dextran sulfatu, 2 x SSC a 50 % formamidu
(EM Science, Gibbstown, NJ). DNA sondy a kompetitorova DNA byly
denaturovany pfi 70 - 80°C po 5 minut, ochlazeny na ledu
a predhybridizovany pri 37°C po 1 - 2 hodiny. Denaturace
chromosomi se provedla ponorenim kazdého sklidka do 70 %
formamidu, 2 x SSC pfi 70 - 80°Cna 5 minut, s nasledujicim
okamZitym ochlazenim v ledové chladném 70 % ethanolu, pak
v 100 % ethanolu, pokazdé po 5 - 10 minut. Pak byla skliéka tésné
pred tim, neZ na né byly pomoci 20 ul pipetoru Gilson PipetmanTM
pipetovany hybridizadéni smési, ususena na vzduch a zahrata na
42°C. Hybridizaé&ni smési a chromosomy pak byly pokryty 18 x 18 mm
krycimi sklié&ky No. 1 (VWR Scientific). Hybridizace probihala ve
vlhké komirce pfi 37°C pfes noc. V nékterych pripadech se po
priblizné 6 hodinach hybridizaéniho ¢asu pridalo k preparatim
5 - 10 ng denaturované, digoxigeninem znaéené centromerické sondy
D321 (v hybridizaénim roztoku 10 % dextran sulfatu, 2 x SSC

a 50 % formamidu).
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Po odstranéni krycich sklidek se skli¢dka s preparaty
promyvala 3 x 5 minut v 50 % formamidu, 2 x SSC pri 42°C, 3 x 5
minut v 2 x SSC pri 42°C, al x 3 minuty v 4 x SsC, 0,05 %
monolaurdtu polyoxyethylensorbitanu (Tween-20, Sigma Chemical
Co.). Toto bylo nasledovdno 20 minutovou inkubaci s 4 x SSC,
5 $ netuéného suZeného mléka ve vlhké komirce (100 pl pod krycim
sklem 24 x 50 mm). Pro preparace které zahrnovaly centromerickou
sondu D3Z1 pro chromosom 3 se pak provadéla 45-minutova inkubace
s 1 : 100 fedénim biotinem znadené mys$i anti-digoxinoveé
protilatky (Sigma Chemical Co.) v4 x SSC / 5 % BSA, nasledovana
trikrat 3-minutovym mytim v 4 x SSC, 0,05 % Tween-20. Pak pro
vSechny preparace nasledovaly post-hybridizaéni kroky,
s 20 minutami inkubace s fluorescein-znacenym avidinem
(Fluorescein Avidin, DCS, Vector Laboratories, Burlingame, CA)
(100 pl, 5 pg/ml, Vv 4 x SSC, 5 % netuéného suseného mléka) pod
krycim sklem 24 x 50 mm. Skli¢ka pak byla myta 3 Xx 3 minuty
v 4 x Ssc, 0,05 % Tween-20, s nasledujici 20 minutovou inkubaci
s biotinylovanou ov&i protilatkou proti avidinu D (afinitné
purifikovanou, Vector Laboratories) (5 pg/ml v 4 X SSC, 5 %
netuéného suseného mléka) pod krycim sklem 24 x 50 mm. Sklicka
pak byla znovu myta 3 x 3 minuty v 4 x SsSC, 0,05 % Tween-20,
s nasledujici daldi inkubaci s fluorescein-znacenym avidinem
(100 w1, 5 pg/ml, v 4 x SSC, S % netuéného suSeného mléka) pod
krycim sklem 24 x 50 mm. V nékterych ptfipadech byl tento postup
amplifikace signdlu zopakovdn jesté jednou. Findlni promyti bylo
2 x 3 minuty v 4 x SSC, 0,05 % Tween-20 alx 3 minuty v 1 x PBS.
Skli¢ka byla upevnéna na protistinici médium sestavajici
z 9 dild glycerolu obsahujiciho 2 % 1,4-diazobicyklo-(2,2,2)-
oktanu (DABCO, rozpustén pri 70°C) a 1 dilu 0,2 M Tris-HCl, pH 7,
5, a 0,25 az 0,5 ug/ml propidium jodidu. Skliéka byla prohlizZena
na mikroskopu Olympus BH2 vybaveném BH2-RFC pfidavnym zarizenim
pro fluorecsenci v odraZeném svétle, PM-10 ADS automatickym
fotomikrografickym systémemnm, ZVS-47E CCD RGB  barevnym
video-kamerovym systémem Optronics, a sadou filtri FITC/Texas
Red, Chroma Technology Corp. (Brattlebow, VT), k vizualizaci
FITC. Obrazy natért metafazovych chromosomi byly digitalizovany
a uloZeny s pouZitim barevného video-kamerového systému Optronics
a software Optimus.
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PredbéZné vysledky 2z postupu fyzikdlniho mapovani ukézaly,
3¢ lokus lidského thrombopoietinového genu je distalni k oblasti

3q26 ramene g chromosomu 3.

Priklad 13

Exprese nysi TPO cytokinové domény V Saccharomyces

cerevisiae

Plasmid pABJ3-5 obsahuje promotor S. cerevisiae TPII,
sekrecni zavadéci sekvenci a-faktoru, mysi TPO kéujici sekvenci
(Vzorec III) od bp 237 po 692, translaéni termindtor TPI1,
2u sekvence pro replikaci v kvasinkdch a triosofosfat isomerasovy
gen Schizosaccharomyces pombe (POT1 gen) k selekci v kvasinkach.
Tento plasmid byl uréen k F¥izeni sekrece mysi TPO bilkoviny
obsahujici aminokyseliny 45 - 196 ze Vzorce I.

Pro konstrukci pBJ3-5 byl pMVR1l (Obrazek 2) digerovan SphI
a XbaI, a byl ziskan zaklad vektoru, obsahujici 5' ¢ast promotoru
TPI1 a termindtor TPI1. Do zakladu vektoru byly vloZeny
nasledujici fragmenty:

1) SphI/HindIII fragment odvozeny z pBS114, jenZz obsahuje

3' @ast TPI1 promotoru a zavadéci sekvenci a-faktoru.
Plasmid pBS114 je kvasinkovy prehazovaci ([shuttle]
vektor, Jjeni obsahuje promotor TPI1 a zavadéci
sekvenci a-faktoru, nasledovanou sekvenci poly-spojky,
kterd zahrnuje HindIII misto.

2) PCR-generovany HindII/Sall fragment obsahujcici HindII

misto, uréené k tomu, aby bylo ve stejném ¢tecim ramci
s HindIIT mistem v zavadéci sekvenci a-faktoru, Kex2
misto protolytického Stépeni a mysi TPO sekvenci od
bp 237 po 335 ze Vzorce III.

3 SalI/EcoRI fragment obsahujici my$i TPO pary bazi od
336 po 692 ze Vzorce III, jenzZ byl odvozen z plasmidu
pSL-MPL~-100 (zkonstruovaného amplifikaci pZGmpl-1081
s pouZitim primerd 2C7319 (ACACTGAATT CTTCTCCACC
CGGACAGAGT) a ZC7318 (TACCGAATTC TAGACACAGA
GGGTGGGACC TTC), digesci EcoRI a zaklonovanim
fragmentu obsahujiciho cytokinovou doménu
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a 5' nekédujici sekvenci do EcoRI mista Zem229R
[ATCC 694471). Tento fragment byl zaménén na Sall/Xbal
fragment jeho klonovanim do pIC19H, ktery byl predtim
digerovan Sall a EcoRI. ‘

Vysledny plasmid, oznadeny pBJ3 (Obrazek 2), byl pak
digerovan BglII a XhoI pro uvolnéni celé kazety exprese
obsahujici promotor, zavadéci sekvenci, TPO kédujici sekvenci
a terminator. Tento BglII/XhoI fragment byl vloZen do pRPOT
(zvefejnéného v US patentu &. 5 128 321, jenZ Jje zde zahrnut
odkazem) digerovaného BamHI a XhoI. Vysledny plasmidlbyl oznacen
pBJ3-5.

S. cerevisiae kmene JG134 (MATa ura3-52 leu2- A2 pep4- Al
Atpil::URA3 [cir®]) byly transformovdny pBJ3-5 a pRPOT lithium
acetatovym postupem (jak Je obecné zverejnéno Itoem et al.,
J. Bactériol. 153: 163-168, 1983). Transformanty se selektovaly
pomoci rustu na médiich obsahujicich glukosu. JG134/pBJ3-5
a JG134/pRPOT se nechaly rust na tekutém médiu YEPD po tri dny.
Kultivaéni média byla separovana od bunék centrifugaci
a analyzovana V testu bunéc¢né proliferace s BaF3 buikami
obsahujicimi MPL receptor. Média =z kmene JG134/pBJ3-5 obsahovala
5000 - 7000 jednotek/ml TPO aktivity, zatim co negativni kontrola
JG134/pRPOT neméla Zadnou aktivitu. Tento stiedek ukazuje, Ze
kvasinky mohou secernovat bilogicky aktivni formu TPO.

Priklad 14
Aktivita rekombinantniho lidského TPO

Plasmidova DNA ze dvou bakteridlnich kultur s pZGmpl-124
kultivovanych pfes noc byla pripravena pomoci alkalické lyze
bunék, nasledované navazanim DNA k néplni pri vysoké soli
(s pouzitim soupravy Magic MiniprepsTM Sampler od Promega Corp.).
DNA byla eluovdna 75 pl 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0.

Kultury bunék BHK 570 byly pfi 50 000 burikdch/ml
transfekovany pZGmpl-124 DNA. 20 pl redéni 1 : 10 LIPOFECTAMINETM
(GIBCO BRL) se pridalo k 20 pl plasmidové DNA a 160 wl
bezsérového média (F/DV médium [smés 1 : 1 DMEM a Ham F12]
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doplnéné 10 pg/ml fetuinu, 2 ng/ml selenu, 5 pg/ml insulinu,
10 pg/ml transferinu, 2 mM L-glutaminem, 110 pg/ml pyruvatu
sodného, 25 mM HEPES a 0,1. mM roztokem neesencialnich
aminokyselin (GIBCO BRL)) pfi pokojoveé teploté na 30 minut pred
pridanim bunék BHK 570 a inkubovalo 4 hodiny p¥i 37°C. Pak se
pridalo 200 pl rustového média (DMEM (Biowhittaker) doplnéného
110 wug/ml pyruvatu sodného, 0,05 mg/ml penicilinu, 0,05 mg/ml
streptomycinu, 0,01 mg/ml neomycinu, 25 mM HEPES, 10 % fetdlniho
teleciho séra a bufiky se inkubovaly pfi 37°C pfes noc. Kultivaéni
médium se nahradilo rustovym médiem obsahujicim 5 % fetdlniho
teleciho séra a buiky se inkubovaly 4 hodiny pri 37°C.
Kondicionovana média 2z transfektantu bunék BHK 570 se
testovala na schopnost zpusobit proliferaci bunék exprimujicich
my$i MPL receptor. Burky rostly v BaF3 médiu (RPMI 1640 médium
(JRH Biosciences) doplnéné 10 fetalniho teleciho séra, 2 mM
L-glutaminem, 1 mM pyruvatem sodnym, 10 mM HEPES, 57 uM
f-merkaptoethanolen, 0,05 mg/ml penicilinu, 0,05 mg/ml
streptomycinu, 0,01 mg/ml neomycinu, 4 % (obj./obj.)
kondicionovaného média z WEHI-3 bunék (kultivac¢ni pridavek mySiho
interleukinu-3, Collaborative Biomedical Products)). Pred testem
se BaF3 bunky 2zfedily a resuspendovaly v BaF3 médiu bez IL-3 na
10 000 bunék/100 pl. Pridalo se 100 ul kondicionovaného média
z bunék BHK 570 transfekovanych pZGmpl-124 a Kkultury se
inkubovaly pfi 37°C. Po 30 minutdch a po 24 hodinach byly bunky
vizudlné prohlizeny 2zda se prodluzuji. Testovala se rovnéz
negativni kontrola, sestavajici z BaF3 média bez IL-3,
a pozitivni kontrola kondicionovaného média 2z BHK 570 bunék
transfekovanych my$i TPO DNA. Vysledky ukazaly chybéjici
prodluzovani bunék BaF3 u negativni kontrole, urcéité prodluZovani
bunék u pozitivni kontroly a vyznamné prodluZovdni bunék pro

pZGmpl-124-transfekované burky.
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Priklad 15
Afinitni precipitace receptoru

150 mm misky pro tkarové kultury, 6bsahujici buriky, jez
produkuji TPO nebo normalni builky BHK, se 2znac¢ily po 18 hodin
s 10 ml Dulbeccova MEM bez methioninu, obsahujiciho 2 mM
L-glutamin, antibiotika a 200 uwCi preparatu 35S-Express
(Amersham, Arlington Heights, IL).

Po inkubaci pres noc byla pouzita média sebrana
a zkoncentrovana 15 krat s pouZitim koncentratoru Centriprep?loTM
(Amicon, Inc.). Vyslednych 0,7 ml koncentrovaného supernatantu se
smichalo s 40 pl rozpustného MPL receptoru, majiciho pripojeny
poly-histidin, ktery byl navazan podle navodu dodavatele
k CNBr-Sepharose 4B (Pharmacia). Smés byla za tfepéani inkubovéna
dvé hodiny na ledu.

Buiiky byly promyty jedenkrat s PBS, pak lyzovany 1 ml RIP A
pufru (10 mM Tris, pH 7,4, 1 % desoxycholdt, 1 % Triton X-100,
0,1 % SDs, 5 mM EDTA, 0,15 M NaCl). Lyzat se zcentrifugoval
k odstranéni nerozpustného materidlu a pridalo se 40 ul
MPL-Sepharose jako shora.

MPL-Sepharose pak byla usazena centrifugaci pfi malych
obratkdch a pouzZitd média nebo bunééné lyzaty se odstranily.
Peleta se myla c&tyFikrat s PBS obsahujicim 0,5 M NaCl. Po
poslednim myti se PBS odstranil a pridalo se 40 ulyz x vzorkového
pufru (10 % glycerol, 4 % SDS, 50 mM Tris, pH 7,0, 1 mM EDTA,
a 0,05 % bromfenolova modr) obsahujiciho 4 %
beta-merkaptoethanolu. '

Vzorky se vafily po 5 minut a po 18 pl z kaZzdého vzorku se
naneslo na 10 - 20 % gradientovy mini~gel (Integrated Separation
Systems), a pak podrobilo elektroforéze pri 100 V po dvé hodiny.
Gel byl fixovan po 30 minut (v 40 % methanolu, 16 % ledové
kyseliné octové v destilované vodé), pak namoéen do roztoku
AmplifyTM (Amersham) na dvacet minut.

Po usuSeni byl gel pfes noc exponovan na film. -70 kDa pruh
byl silné viditelny v draze odpovidajici v pouZitych médiich z
bunék transfekovanych TPO cDNA. Tento pruh nebyl pritomen
v pouZitych médiich 2z BHK bunék nebo v bunéé&nych lyzatech Zadné
bunécéné linie. '




Z predchoziho bude rozpozndno, Ze i kdyZ zde byla pro ucéele
vysvétlovani popsédna konkrétni provedeni vyndlezu, mohou se bez
odklonu od ducha a rozsahu vyndlezu provadet razné modifikace
vyndlezu. V souladu s tim neni tento vynalez omezen jinak nezZ
pripojenymi naroky.

Seznam sekvenci:

Vzorec I
Met Ala Pro Gly Lys Ile Gln Gly Arg Gly Pro [Te GIn Gly Ala Thr
1 5 10 15

Ser Val Arg His Leu Ala Arg Met Glu Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala
20 25 30

Ala Met Leu Leu Ala Val Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Val Ala
35 40 45

Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg'Asp Ser His
50 55 60

Leu Leu His Ser Arg Leu Ser GIn Cys Pro Asp Val Asp Pro Leu Ser
65 70 75 80

Ile Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys
85 90 95

Thr Gln Thr Glu Gln Ser Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser
100 105 110

Leu Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly GIn Leu Glu Pro Ser
115 120 125




(pokr. Vzorce I)

Cys Leu Ser Ser

130

Leu Gly
145

Arg Thr
Gln Léu
Thr Leu

Thr Ser
210

Leu Leu
225

Leu Leu
Leu Asn
ArQ Thr
Ser Leu

290
Lys Gly
305
Ser Leu

Pro Thr

Pro Ser

Tyr Pro
370

Ala

Thr

Leu

Cys

195

GIn

Glu

Ser

Gin

His

275

Gln

Ser

Ala

Thr

Thr

355

His

Leu
Ala
Arg
180
Val
Leu
Thr
Arg
Thr
260
Gly
Thr
Leu
Pro
His
340

Thr

Leu

Gln

His

165

Gly

Arg

Leu

Asn

Leu

245

Ser

Pro

Leu

Ala

Asp

325

Gly

Met

Pro Arg

Leu

Gly

150

Lys

Lys

Arg

Thr

Phe

230

Gln

Arg

Val

Glu

Phe

310

Gly

Ser

Pro

Asn

Gly
135
Leu
Asp
val
Thr
Leu
215
Ser
Gly
Ser
Asn
Ala
295
Asn
His
Pro

Asn

Leu
375

Gln

Leu

Pro

Arg

Leu

200

Asn

Val

Phe

Pro

Gly

280

Ser

Leu

Thr

Pro

Ser
360

77

Leu

Gly

Asn

Phe

185

Pro

Lys

Thr

Arg

Val

265

Thr

Asp

Gln

Pro

Gln

Ser

Thr

Ala

170

Leu

Thr

Phe

Ala

Val

250

GIn

His

[le

Gly

Phe

330

Leu

345

Thr

Ser Gln

Ala

Glu

Gly
Gin
155
Leu
Leu
Thr
Pro
Arg
235
Lys
Ile
Gly
Ser
Gly
315
Pro

His

Pro

Thr

Gln

140

Leu

Phe

Leu

Ala

Asn

220

Thr

[le

Ser

Leu

Pro

300

Leu

Pro

Pro

His

Val

Pro

Leu

Val

Val

205

Arg

Ala

Thr

Gly

Phe

285

Gly

Pro

Ser

Leu

Pro
365

Arg

Leu

Ser

Glu

190

Pro

Thr

Gly

Pro

Tyr

270

Ala

Ala

Pro

Leu

Gln

Leu

175

Gly

Ser

Ser

Pro

Gly

255

Leu

Gly

Phe

Ser

Leu
G1y‘
160
GIn
Pro
Ser
Gly
Gly
240
GIn
Asn
Thr

Asn

Pro
320

Pro Ala Leu

335

Phe Pro Asp

350

Val Thr Met




Vzorec

Met Glu

II

Leu Thr

1

Arg

Leu

Gin

Val

65

Ala

Ala

Gin

Leu

Pro

145

Arg

Pro

Asn

Ala

Leu

Ser

Cys

50

Asp

Gln

Ala

Leu

Gly

130

Asn

Phe

Pro

Glu

Ser
210

Thr

Lys

35

Pro

Phe

Asp

Arg

Ser

115

Thr

Ala

Leu

Thr

Leu
195

Leu

20

Leu

Glu

Ser

Ile

Gly

100

Gly

Gln

Met

Thr
180

Glu

Ser

Leu

Val

Leu

Leu

85

Gin

Gln

Leu

Phe

Leu

165

Ala

Leu

Ser

Arg

His

Gly

70

Gly

Leu

Val

Pro

Leu

150

Val

Val

Pro Asn Arg

Ala Arg Thr Thr

Leu

Pro

Asp

Pro

55

Glu

Ala

Gly

Arg

Pro

135

Ser

Gly

Pro

Thr

Gly
215

Leu

Ala

Ser

40

Leu

Trp

Val

Pro

Leu

120

GIn

Phe

Gly

Ser

Ser
200
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Val Val Met

10

Pro Pro Ala

25

His

Pro

Lys

Thr

Thr

105

Leu

Gly

Gln

Ser

Arg

185

Gly

Ser Gly

Val

Thr

Thr

Leu

90

Cys

Leu

Arg

His

Thr

170

Thr

Leu

Leu

Leu

Pro

Gln

75

Leu

Leu

Gly

Thr

Leu

155

Leu

Ser

Leu

Leu

Leu

Cys

His

Val

60

Met

Leu

Ser

Ala

Thr

140

Leu

Cys

Leu

Glu

Lys
220

Leu

Asp

Ser

45

Leu

Glu

Glu

Ser

Leu

125

Ala

Arg

Val

Val

Thr

205

Trp

Leu

Leu

30

Arg

Leu

Glu

Gly

Leu

110

Gin

His

Gly

Arg

Leu

190

Asn

Gln

Thr Ala

15

Arg

Leu

Pro

Thr

Val

95

Leu

Ser

Lys

Lys

Arg

175

Thr

Phe

GIn

val
Ser
Ala
Lys
80
Met
Gly
Leu
Asp
Val
160
Ala
Leu

Thr

Gly
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(pokr. Vzorce II)

Phe Arg Ala Lys Ile Pro Gly Leu Leu Asn GIn Thr Ser Arg Ser Leu
225 230 235 240

Asp Gin IT1e Pro Gly Tyr Leu Asn Arg Ile His Glu Leu Leu Asn Gly
245 250 255

Thr Arg Gly Leu Phe Pro Gly Pro Ser Arg Arg Thr Leu Gly Ala Pro
260 265 270

Asp Ile Ser Ser Gly Thr Ser Asp Thr Gly Ser Leu Pro Pro Asn Leu
275 280 285

G1n Pro Gly Tyr Ser Pro Ser Pro Thr His Pro Pro Thr Gly Gln Tyr
290 295 300

Thr Leu Phe Pro Leu Pro Pro Thr Leu Pro Thr Pro Val Val Gln Leu
305 310 315 320

His Pro Leu Leu Pro Asp Pro Ser Ala Pro Thr Pro Thr Pro Thr Ser
325 330 335

Pro Leu Leu Asn Thr Ser Tyr Thr His Ser Gln Asn Leu Ser Gln Glu
340 345 350

/

P
.

Gly

Vzofec III

CCTCGTGCCG GTCCTGAGGC CCTTCTCCAC CCGGACAGAG TCCTTGGCCC ACCTCTCTCC 60

CACCCGACTC TGCCGAAAGA AGCACAGAAG CTCAAGCCGC CTCC ATG GCC CCA GGA 116
Met Ala Pro Gly |

1

AAG ATT CAG GGG AGA GGC CCC ATA CAG GGA GCC ACT TCA GTT AGA CAC 164
Lys I1e Gln Gly Arg Gly Prd Ile GIn Gly Ala Thr Ser Val Arg His
5 10 15 20

CTG GCC AGA ATG GAG CTG ACT GAT TTG CTC CTG GCG GCC ATG CTT CTT 212
Leu Ala Arg Met Glu Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala Ala Met Leu Leu
25 30 35




GCA GTG GCA AGA
Ala Val Ala Arg

cce
Pro

CGA
Arg

CTG
Leu
85

CAG
Gln

GGA
Gly

CTC
Leu

CAG
Gln

CAC
His
165

GGA
Gly

AGA
Arg

CTG
Leu
70

cCcT
Pro

AGC
Ser

GTG
Val

CTG
Leu

GGC
Gly
150

AAG
Lys

AAG
Lys

CTC
Leu
55

AGT
Ser

GCT
Ala

AAG
Lys

ATG
Met

GGA
Gly
135

CTC

Leu

GAC
Asp

GTG
Val

AGA CGG ACC
Arg Arg Thr

40

CTA
Leu

CAG
Gin

GTG
Val

GCA
Ala

GCA
Ala
120

CAG
Gln

CTA
Leu

cccC
Pro

CGC
Arg

CTG
Leu
200

CTA ACT

Leu

AAT
Asn

TGT
Cys

GAC
Asp

CAG
Gln
105

GCA
Ala

ciT
Leu

GGA
Gly

AAT
Asn

T1C
Phe
185

Thr

AAA
Lys

ccc
Pro

177
Phe
90

GAC
Asp

CGA
Arg

TCT
Ser

ACC
Thr

GCC
Ala
170

CcTG
Leu

CTG
Leu

CcTG
Leu

GAC
Asp
75

AGC
Ser

ATT
Ile

GGA
Gly

GGG
Gly

CAG
Gln
155

cTC

Leu

CTT
Leu

- 80 -

TCC AGC
Ser Ser
45

CTG CGT
Leu Arg
60

GTC GAC
Val Asp

CTG GGA
Leu Gly

CTA GGG
Leu Gly

CAG TTG
Gin Leu
125

CAG GTT
GIn Val
140

CTT CCT

Leu Pro

TTC TTG
Phe Leu

CTG GTA
Leu Val

CCA ACC ACA GCT GTC
Pro Thr Thr Ala Val

205

ccc
Pro

GAC
Asp

CcCT
Pro

GAA
Glu

GCA
Ala
110

GAA
Glu

CGC
Arg

CTA
Leu

AGC
Ser

GAA
Glu
190

GTA GCT CCT

Val

TCC
Ser

176
Leu

TGG
Trp
95

GTG
Val

ccc
Pro

CTC
Leu

CAG
Gin

176G
Leu
175

GGT
Gly

Ala Pro

CAC CTC
His Leu
65

TCT ATC
Ser Ile
80

AAA ACC
Lys Thr

TCC CTT
Ser Leu

TCC TGC
Ser Cys

CTC 176
Leu Leu
145

GGC AGG
Gly Arg
160

CAA CAA
Gln Gln

CCC ACC
Pro Thr

CCA AGC AGT ACT
Pro Ser Ser Thr

GCC TGT GAC

Ala
50

CTT
Leu

cCcT
Pro

CAG
Gln

CTA
Leu

CTC
Leu
130

GGG
Gly

ACC
Thr

CTG
Leu

CTC
Leu

TCT
Ser
210

Cys

CAC
His

GTT
Val

ACG
Thr

CTG
Leu
115

TCA
Ser

GCC
Ala

ACA

Asp

AGC
Ser

CTG
Leu

GAA
Glu
100

GAG
Glu

TCC
Ser

CT6
Leu

6CT

Thr Ala

CTT
Leu

TGT
Cys
195

CAA
Gin

CGG
Arg
180

GTC

Val

CTC
Leu

260

308

356

404

452

500

548

596

644

692

740



CTC ACA CTA
Leu Thr Leu
215

AAC TTC AGT
Asn Phe Ser
230

CTT CAG GGA
Leu GIn Gly
245

TCC AGG TCC
Ser Arg Ser

CCT GTG AAT
Pro Val Asn

CTG GAA GCT
Leu Glu Ala
295

GCA TTC AAC
Ala Phe Asn
310

GAT GGA CAC
Asp Gly His
325

GGA TCT CCA
Gly Ser Pro

ATG CCT AAC
Met Pro Asn

AGG AAT TTG
Arg Asn Leu
375

AAC AAG
Asn Lys

GTC ACA
val Thr

TTC AGA
Phe Arg

CCA GTC
Pro Val
265

GGA ACT
Gly Thr
280

TCA GAC
Ser Asp

CTC CAG
Leu &ln

ACx CCC
Tr- Pro

CCC CAG
Pro Gin
345

TCT ACC
Ser Thr
360

TCT CAG
Ser GIn

TT7C
Phe

GCC
Ala

GTC
Val
250

CAA
Gin

CAT
His

ATC
Ile

GGT
Gly

TTC
Phe
330

CTC

Leu

GCC
Ala

- 81 -

CCA AAC AGG ACT TCT GGA TTG TTG
Pro Asn Arg Thr Ser Gly

220

AGA ACT GCT GGC
Arg Thr Ala Gly

235

AAG ATT ACT CCT
Lys Ile Thr Pro

ATC TCT GGA TAC
[le Ser Gly Tyr

CCT GGA
Pro Gly
240

GGT CAG
Gly Gln
255

CTG AAC
Leu Asn
270

GGG CTC TTT GCT GGA ACC
Gly Leu Phe Ala Gly Thr

285

TCG CCC GGA GCT TTC AAC
Ser Pro Gly Ala Phe Asn

300

GGA CTT CCT CCT TCT CCA
Gly Leu Pro Pro Ser Pro

315

320

CCT CCT TCA CCT GCC TTG
Pro Pro Ser Pro Ala Leu

335

CAC CCC CTG TTT CCT GAC
His Pro Leu Phe Pro Asp

350

Leu Leu
225

CTT CTG
Leu Leu

CTA AAT
Leu Asn

AGG ACA
Arg Thr

TCA CTT
Ser Leu
290

AAA GGC
Lys Gly
305

AGC CTT

Ser Leu

CCC ACC
Pro Thr

CCT TCC
Pro Ser

GAG ACG
Glu Thr

AGC AGG
Ser Arg

CAA ACC
6In Thr
260

CAC
His
275

GGA
Gly

CAG
Gln

ACC
Thr

TCC CTG
Ser Leu

GCT
Ala

CcCcT
Pro

ACC CAT
Thr His
340

ACC ACC
Thr Thr
355

CCT CAT CCA GTC ACA ATG TAC CCT CAT CCC
Pro His Pro Val Thr Met Tyr Pro His Pro

365

370

GAA ACA TAGCGCGGGC ACTGGCCCAG TGAGCGTCTG

Glu

Thr

~

788

836

884

932

980

1028

1076

1124

1172

1220

1271
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(pokr. Vzorce ITI)

CAGCTTCTCT CGGGGACAAG CTTCCCCAGG AAGGCTGAGA GGCAGCTGCA TCTGCTCCAG
ATGTTCTGCT TTCACCTAAA AGGCCCTGGG GAAGGGATAC ACAGCACTGG AGATTGTAAA

ATTTTAGGAG CTATTTTTTT TTAACCTATC AGCAATATTC ATCAGAGCAG CTAGCGATCT

TTGGTCTATT TTCGGTATAA ATTTGAAAAT CACTA

Vzorec IV

ATG GAG CTG ACT GAA TTG CTC CTC GTG GTC ATG CTT CTC CTA ACT GCA
Met Glu Leu Thr Glu Leu Leu Leu Val Val Met Leu Leu Leu Thr Ala
1 5 10, 15

AGG CTA ACG CTG TCC AGC CCG GCT CCT CCT GCT TGT GAC CTC CGA GTC
Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val
20 25 30

CTC AGT AAA CTG CTT CGT GAC TCC CAT GTC CTT CAC AGC AGA CTG AGC
Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu Ser
35 40 45

1331
1391
1451

1486

48

144




-

(pokr. Vzorce 1IV)

CAG
Gln

GTG
val
65

GCA
Ala

GCA
Ala

CAG
Gln

CTT
Leu

cce
Pro
145

CGT
Arg

CCA
Pro

AAC
Asn

GCC TCA GCC AGA ACT ACT
-Ala Ser Ala Arg Thr Thr

TGC CCA GAG GTT CAC

Cys Pro
50

GAC TTT
Asp Phe

CAG GAC
Gln Asp

GCA CGG
Ala Arg

CTT TCT
Leu Ser
115

GGA ACC
Gly Thr
130

AAT GCC
Asn Ala

TTC CTG
Phe Leu

CCC ACC
Pro Thr

GAG CTC
Glu Leu
195

~210

Glu

AGC
Ser

ATT
Ile

GGA
Gly
100

GGA
Gly

CAG
Gin

ATC
Ile

ATG
Met

ACA
Thr
180

CCA
Pro

Val His

TTG GGA
Leu Gly
.70

CTG GGA
Leu Gly
85

CAA CTG
GIn Leu

CAG GTC
Gln Val

CTT CCT
Leu Pro

TTC CTG
Phe Leu
150

CTT GTA
Leu Val
165

GCT G6TC
Ala Val

AAC AGG
Asn Arg

CCT TTG
Pro Leu
58

GAA TGG
Glu Trp

GCA GTG
Ala Val

GGA CCC
Gly Pro

CGT CTC
Arg Leu
120

CCA CAG
Pro GIn
135

AGC TTC
Ser Phe

GGA GGG
Gly Gly

CCC AGC
Pro Ser

ACT TCT
Thr Ser
200

GGC TCT
Gly Ser
215

- 83 -

CCT ACA CCT
Pro Thr Pro

AAA ACC CAG
Lys Thr GIn
75

ACC CTT CTG
Thr Leu Leu
90

ACT TGC CTC
Thr Cys Leu
105

CTC CTT GGG
Leu Leu Gly

GGC AGG ACC
Gly Arg Thr

CAA CAC CTG
GIn His Leu
155

TCC ACC CTC
Ser Thr Leu
170

AGA ACC TCT
Arg Thr Ser
185

GGA TTG TTG
Gly Leu Leu

GGG CTT CTG
Gly Leu Leu

GTC CTG CTG CCT GCT
val Leu Leu Pro Ala

60

ATG GAG GAG ACC AAG

Met Glu Glu

CTG GAG GGA
Leu Glu Gly

TCA TCC CTC
Ser Ser Leu
110

GCC CTG CAG
Ala Leu Gin
125

ACA GCT
Thr Ala
140

CTC CGA GG
Leu Arg Gly

TGC GTC AGG
Cys Val Arg

CTA GTC CTC
Leu Val Leu
190

GAG ACA AAC
Glu Thr Asn
205

AAG TGG CAG
Lys Trp GIn
220

Thr

GTG
Val
95

CTG
Leu

AGC
Ser

ARG
Lys

RAG
Lys

CGG
Arg
175

ACA
Thr

T7C
Phe

Lys
80

ATG
Met

GGG
Gly

CTC
Leu

GAT
Asp

GTG
Val
160

GCC
Ala

CcTG
Leu

ACT
Thr

CAG GGA

GIn

Gly

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672 .




(pokr. Vzorce IV)

T7C
Phe
225

GAC
Asp

ACT
Thr

GAC
Asp

CAG
Gin

ACG
Thr
305
CAC

His

CCcT
Pro

GGG
Gly

- 84 -

AGA GCC AAG ATT CCT GGT CTG CTG AAC CAA ATC TCC AGG TCC CTG

Arg Ala

CAA ATC
Gln Ile

CGT GGA
Arg Gly

ATT TCC
Ile Ser
275

CCT GGA
Pro Gly
290

CTC TTC
Leu Phe

CCC CTa
Pro Leu

Lys Ile Pro
230

CCC GGA TAC
Pro Gly Tyr
245

CTC TTT CCT
Leu Phe Pro
260

TCA GGA ACA
Ser Gly Thr

TAT TCT CCT
Tyr Ser Pro

CCT CTT CCA
Pro Leu Pro
310

CTT CCT GAC
Leu Pro Asp
325

Gly Leu Leu Asn GIn Thr Ser Arg Ser Leu
235 240

CTG AAC AGG ATA CAC GAA CTC TTG AAT GGA
Leu Asn Arg Ile His Glu Leu Leu Asn Gly
250 255

GGA CCC TCA CGC AGG ACC CTA GGA GCC CCG
Gly Pro Ser Arg Arg Thr Leu Gly Ala Pro
265 270

TCA GAC ACA GGC TCC CTG CCA CCC AAC CTC
Ser Asp Thr Gly Ser Leu Pro Pro Asn Leu
280 285

TCC CCA ACC CAT CCT CCT ACT GGA CAG TAT
Ser Pro Thr His Pro Pro Thr Gly Gln Tyr
295 300

CCC ACC TTG CCC ACC CCT GTG GTC CAG CTC
Pro Thr Leu Pro Thr Pro Val Vz' GIn Leu
315 320

CCT TCT GCT CCA ACG CCC ACC CCT ACC AGC
Pro Ser Ala Pro Thr Pro Thr Pro Thr Ser
330 . 335

CTT CTA AAC ACA TCC TAC ACC CAC TCC CAG AAT CTG TCT CAG GAA
Leu Leu Asn Thr Ser Tyr Thr His Ser GIn Asn Leu Ser Gln Glu

TAA

340. _

345 350

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1062
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Vzorec V

CTTTCTTGCT. TTCTTTCTTT CTTTCTTTCT TTCTTTTTTT TTTTTGAGAC GGAGTTTCAC

TCTTATTGCC CAGGCTGGAG TGCAATGGTG CGATCTCGGC TCACCACAAC CTCCGCCTCC

CAGGTACAAG CGATTCTCCT GTCTCAGCCT CCCAAGTAGC TTGGATTACA GGCATGAACC
ACCACACCCT GCTAGTTTTT TTGTATTTCG TAGAGCCGGG GTTTCACCAT GTTAGTGAGG
CTGGTGGCGA ACTCCTGACC TCAGGTGATC CACCCGCCTT GGACTCCCAA AGTGCTGGGA
TTACAGGCAT GAGCCACTGC ACCCGGCACA CCATATGCTT TCATCACAAG AAAATGTGAG
AGAATTCAGG GCTTTGGCAG TTCCAGGCTG GTCAGCATCT CAAGCCCTCC CCAGCATCTG
TTCACCCTGC CAGGCAGTCT CTTCCTAGAA ACTTGGTTAA ATGTTCACTC TTCTTGCTAC
TTTCAGGATA GATTCTTCAC CCTTGGTCCG CCTTTGCCCC ACCCTACTCT GCCCAGAAGT
GCAAGAGCCT AAGCCGCCTC CATGGCCCCA GGAAGGATTC AGGGGAGAGG CCCCAAACAG
GGAGCCACGC CAGCCAGA.A CCCCGGCCAG A ATG GAG CTG ACT G GTGAGAACAC
Met Glu Leu Thr
1
ACCTGAGGGG CTAGGGCCAT ATGGAAACAT GACAGAAGGG GAGAGAGAAA GGAGACACGC
TGCAGGGGGC AGGAAGCTGG GGGAACCCAT TCTCCCAAAA ATAAGGGGTC TGAGGGGTGG
ATTCCCTGGG TTTCAGGTCT GGGTCCTGAA TGGGAATTCC TGGAATACCA GCTGACAATG
ATTTCCTCCT CATCTTTCAA CCTCACCTCT CCTCATCTAA G AA TTG CTC CTC
Glu Leu Leu Leu
5
GTG GTC ATG CTT CTC CTA ACT GCA AGG CTA ACG CTG TCC AGC CCG GCT
Val Val Met Leu Leu Leu Thr Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Ala
10 15 20
CCT CCT GCT TGT GAC CTC CGA GTC CTC AGT AAA CTG CTT CGT GAC TCC

Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser
25 30 35 40

60 -

120

180

240

300

360

. 420

480

540

600

654

714

774

. 834

886

934

982
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CAT GTC CTT CAC AGC AGA CTG GTGAGAACTC CCAACATTAT CCCCTTTATC
His Val Leu His Ser Arg Leu

45
CGCGTAACTG GTAAGACACC CATACTCCCA GGAAGACACC ATCACTTCCT CTAACTCCTT
GACCCAATGA CTATTCTTCC CATATTGTCC CCACCTACTG ATCACACTCT CTGACAAGGA
TTATTCTTCA CAATACAGCC CGCATTTAAA AGCTCTCGTC TAGAGATAGT ACTCATGGAG
GACTAGCCTG CTTATTAGGC TACCATAGCT CTCTCTATTT CAGCTCCCTT CTCCCCCCAC
CAATCTTTTT CAACAG AGC CAG TGC CCA GAG GTT CAC CCT TTG CCT ACA

Ser GIn Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr

50 55

CCT GTC CTG CTG CCT GCT GTG GAC TTT AGC TTG GGA GAA TGG AAA ACC
Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr

60 65 70
CAG ATG GTAAGAAAGC CATCCCTAAC CTTGGCTTCC CTAAGTCCTG TCTTCAGTTT
GIn Met
75

CCCACTGCTT CCCATGGATT CTCCAACATT CTTGAGCTTT TTAAAAATAT CTCACCTTCA
GCTTGGCCAC CCTAACCCAA TCTACATTCA CCTATGATGA TAGCCTGTGG ATAAGATGAT
GGCTTGCAGG TCCAATATGT GAATAGATTT GAAGCTGAAC ACCATGAAAA GCTGGAGAGA
AATCGCTCAT GGCCATGCCT TTGACCTATT CCCGTTCAGT CTTCTTAAAT.TGGCATGAAG
AAGCAAGACT CATATGTCAT CCACAGATGA CACAAAGCTG GGAAGTACCA CTAAAATAAC
AAAAGACTGA ATCAAGATTC AAATCACTGA AAGACTAGGT CAAAAACAAG GTGAAACAAC
AGAGATATAA ACTTCTACAT GTGGGCCGGG GGCTCACGCC TGTAATCCCA GCACTTTGGG
AGGCCGAGGC AGGCAGATCA CCTGAGGGCA GGAGTTTGAG AGCAGCCTGG CCAACATGGC
GAAACCCCGT CTCTACTAAG AATACAGAAT TAGCCGGGCA TGGTAGTGCA TGCCTGTAAT
CCCAGCTACT TGGAAGGCTG AAGCAGGAGA ATCCCTTGAA CCCAGGAGGT GGAGGTTGTA

GTGAGCTGAG ATCATGCCAA TGCACTCCAG CCTGGGTGAC AAGAGCAAAA CTCCGTCTCA

1033

1093
1153
1213
1273

1322

1370

1426

1486
1546
1666
1666
1726
1786
1846
1906
1966
2026

2086
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AAAAGAAAAA AAAATTCTAC ATGTGTAAAT TAATGAGTAA AGTCCTATTC CAGCTTTCAG
GCCACAATGC CCTGCTTCCA TCATTTAAGC CTCTGGCCCT AGCACTTCCT ACGAAAAGGA
TCTGAGAGAA TTAAATTGCC CCCAAACTTA CCATGTAACA TTACTGAAGC TGCTATTCTT
AAAGCTAGTA ATTCTTGTCT GTTTGATGTT TAGCATCCCC ATTGTGGAAA TGCTCGTACA
GAACTCTATT CCGAGTGGAC TACACTTAAA TATACTGGCC TGAACACCGG ACATCCCCCT
GAAGACATAT GC%AATTTAT TAAGAGGGAC CATATTAAAC TAACATGTGT CTAGAAAGCA
GCAGCCTGAA CAGAAAGAGA CTAGAAGCAT GTTTTATGGG CAATAGTTTA AAAAACTAAA
ATCTATCCTC AAGAACCCTA GCGTCCCTTC TTCCTTCAGG ACTGAGTCAG GGAAGAAGGG
CAGTTCCTAT GGGTCCCTTC TAGTCCTTTC TTTTCATCCT TATGATCATT ATGGTAGAGf
CTCATACCTA CATTTAGTTT ATTTATTATT ATTATTTGAG ACGGAGTCTC ACTCTATCCC
CCAGGCTGGA GTGCAGTGGC. ATGATCTCAA CTCACTGCAA CCTCAGCCTC CCGGATTCAA
GCGATTCTCC TGTCTCAGTC TCCCAAGTAG CTGGGATTAC AGGTGCCCAC CACCATGCCC
AGCTAATTTG TGTATTTGTG GTAGAGATGG GGTTTCACCA TGTTGGGCAG GCTGATCTTG
AACTCCTGAC CTCAGGTGAT CCACCTGCCT CAGCCTCCCA AAGTGCTGGG ATTACAGGCG
TGAGCCACTG CACCCAGCCT TCATTCAGTT TAAAAATCAA ATGATCCTAA GGTTTTGCAG
CAGAAAGAGT AAATTTGCAG CACTAGAACC AAGAGGTAAA AGCTGTAACA GGGCAGATTT

CAGCAACGTA AGAAAAAAGG AGCTCTTCTC ACTGAAACCA AGTGTAAGAC CAGGCTGGAC

TAGAGGACAC GGGAGTTTTT GAAGCAGAGG CTGATGACCA GCTGTCGGGA GACTGTGAAG

GAATTCCTGC CCTGGGTGGG ACCTTGGTCC TGTCCAGTTC TCAGCCTGTA TGATTCACTC
TGCTGGCTAC TCCTAAGGCT CCCCACCCGC TTTTAGTGTG CCCTTTGAGG CAGTGCGCTT
CTCTCTTCCA TCTCTTTCTC AG GAG GAG ACC AAG GCA CAG GAC ATT CTG GGA

Glu Glu Thr Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly
80 85

2146

2206

2266

2326

2386

2446

2506

2566

2626

2686

2746

2806

2866

2926

2986

3046

3106

3166

3226

3286

3338
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GCA GTG ACC CTT CTG CTG GAG GGA GTG ATG GCA GCA CGG GGA CAA CTG
Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met Ala-Ala Arg Gly GIn Leu
90 95 100

GGA CCC ACT TGC CTC TCA TCC CTC CTG GGG CAG CTT TCT GGA CAG GTC
Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly GIn Leu Ser Gly Gln Val
105 . 110 115

CGT CTC CTC CTT GGG GCC CTG CAG AGC CTC CTT GGA ACC CAG
Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu GlIn Ser Leu Leu Gly Thr Gln
120 . 125 130

GTAAGTCCCC AGTCAAGGGA TCTGTAGAAA CTGTTCTTTT CTGACTCAGT CCCCCTAGAA
GACCTGAGGG AAGAAGGGCT CTTCCAGGGA GCTCAAGGGC AGAAGAGCTG ATCTACTAAG

AGTGCTCCCT GCCAGCCACA ATGCCTGGGT ACTGGCATCC TGTCTTTCCT ACTTAGACAA

GGGAGGCCTG AGATCTGGCC CTGGTGTTTG GCCTCAGGAC CATCCTCTGC CCTCAG

CTT CCT CCA CAG GGC AGG ACC ACA GCT CAC AAG GAT CCC AAT GCC ATC
Leu Pro Pro GIn Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Ile
135 140 145

TTC CTG AGC TTC CAA CAC CTG CTC CGA GGA AAG GTG CGT TTC CTG ATG
Phe Leu Ser Phe Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Met
150 155 160

CTT GTA GGA GGG TCC ACC CTC TGC GTC AGG CGG GCC CCA CCC ACC ACA
Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr
165 170 175 180

GCT GTC CCC AGC AGA ACC TCT CTA GTC CTC ACA CTG AAC GAG CTC CCA
Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu Leu Pro
185 190 195

AAC AGG ACT TCT GGA TTG TTG GAG ACA AAC TTC ACT GCC‘TCA GCC AGA
Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn Phe Thr Ala Ser Ala Arg
200 205 210

ACT ACT GGC TCT GGG CTT CTG AAG TGG CAG CAG GGA TTC AGA GCC AAG
Thr Thr Gly Ser Gly Leu Leu Lys Trp GIn Gln Gly Phe Arg Ala Lys
215 220 225

3386

3434

3476

3536

3596

3656

3712

3760

3808

3856

3904

3952

4000
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(pokr. Vzorce V)

ATT CCT GGT CTG CTG AAC CAA ACC TCC AGG TCC CTG GAC CAA ATC cCC
Ile Pro Gly Leu Leu Asn GIn Thr Ser Arg Ser Leu Asp Gln Ile Pro
230 ) 235 240

GGA TAC CTG AAC AGG ATA CAC GAA CTC TTG AAT GGA ACT CGT GGA CTC
Gly Tyr Leu Asn Arg Ile His Glu Leu Leu Asn Gly Thr Arg Gly Leu
245 250 255 .. 260

TTT CCT GGA CCC TCA CGC AGG ACC CTA GGA GCC CCG GAC ATT TCC TCA
Phe Pro Gly Pro Ser Arg Arg Thr Leu Gly Ala Pro Asp Ile Ser Ser
: 265 270 275

GGA ACA TCA GAC ACA GGC TCC CTG CCA CCC AAC CTC CAG CCT GGA TAT
Gly Thr Ser Asp Thr Gly Ser Leu Pro Pro Asn Leu Gln Pro Gly Tyr
280 285 290

TCT CCT TCC CCA ACC CAT CCT CCT ACT GGA CAG TAT ACG CTC TTC CCT
Ser Pro Ser Pro Thr His Pro Pro Thr Gly Gin Tyr Thr Leu Phe Pro

295 300 305
CTT CCA CCC ACC TTG CCC ACC CCT GTG GTC CAG CTC CAC CcC CTG CTT
Leu Pro Pro Thr Leu: Pro Thr Pro Val Val Gln Leu His Pro Leu Leu

310 315 320
CCT GAC CCT TCT GCT CCA ACG CCC ACC CCT ACC AGC CCT CTT CTA AAC
Pro Asp Pro Ser Ala Pro Thr Pro Thr Pro Thr Ser Pro Leu Leu Asn
325 330 - 335 340
ACA TCC TAC ACC CAC TCC CAG AAT CTG TCT CAG GAA GGG TAAGGTTCTC
Thr Ser Tyr Thr His Ser Gln Asn Leu Ser Gln Glu Gly
345 350

AGACACTGCC GACATCAGCA TTGTCTCGTG TACAGCTCCC TTCCCTGCAG GGCGCCCCTG
GGAGACAACT GGACAAGATT TCCTACTTTC TCCTGAAACC CAAAGCCCTG GTAAAAGGGA
TACACAGGAC TGAAAAGGGA ATCATTTTTC ACTGTACATT ATAAACCTTC AGAAGCTATT
TTTTTAAGCT ATCAGCAATA CTCATCAGAG CAGCTAGCTC TTTGGTCTAT TTTCTGCAGA

AATTTGCAAC TCACTGATTC TCAACATGCT CTTTTTCTGT GATAACTCTG CAAAGACCTG

4048
4096
4144
4192
4240
4288
4336
4385
4445
4505
4565

4625

4685
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(pokr. Vzorce V)

GGCTGGCCTG GCAGTTGAAC AGAGGGAGAG ACTAACCTTG AGTCAGAAAA CAGAGGAAGG 4745

GTAATTTCCT TTGCTTCAAA TTCAAGGCCT TCCAACGCCC CCATCCCCTT TACTATCATT 4805

CTCAGTGGGA CTCTGATC 4823

Vzorec VI

Met Pro Ser Trp Ala Leu Phe Met Val Thr Ser Cys Leu Leu Leu Ala
1 5 10 15

Leu Pro Asn GIn Ala Gln Val Thr Ser Gln Asp Val Phe Leu Leu Ala
20 25 30

Leu Gly Thr Glu Pro Leu Asn Cys Phe Ser GIn Thr Phe Glu Asp Leu
35 40 45

Thr Cys Phe Trp Asp Glu Glu Glu Ala Ala Pro Ser Gly Thr Tyr Gln
50 55 60

Leu Leu Tyr Ala Tyr Arg Gly Glu Lys Pro Arg Ala Cys Pro Leu Tyr
65 70 75 80




(pokr. Vzorce VI)

Ser Gln
Ala GIn
Asn Val

Ser Val
130

Ser Gln
145

Iie Ser
Ser Asn
Cys Cys

Pro Pro
210

Thr Ser
225

Cys Leu
Arg Ser
Ser Phe

Leu Gln
290

Gln GIn
305

Ser
Asp
Ser
115
Gly
Pro
Asp
Ala
Pro
195
Cys
Pro
Val
GIn
Pro
275

Cys

Asp

Val
Glu
100
Lgu
Leu
Gly
Phe
Thr
180
Thr
Val
Ala
Ser
Pro
260

Val

Phe

Pro

85

Val

Asn

Pro

Glu

Leu

165

Ala

Leu

His

Gly

Gly

245

Asp

Thy

Thr

Thr

Arg

Gln

Ala

Leu

150

Arg

Pro

Trp

Pro

Glu

230

Leu

Gly

Val

Leu

Arg Thr Ser

310
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Phe

Leu

Thr

Pro

Gly Thr Arg Tyr

Phe

Leu
120

Pro

135

Gln

His

Ser

Met

Thr

215

Ala

Gln

Val

Asp

Asp

295

Ser

Ile

Glu

Val

Pro

200

Ala

Pro

Ala

Ser

Leu

280

Leu

Gln

Phe

105

Ile

Arg

His

Leu

Ile

185

Asn

Ser

Phe

Gly

Leu

265

Pro

Lys

90

Pro

GIn

Val

Trp

Arg

170

GIn

Pro

Gln

Leu

Lys

250

Arg

Gly

Met

Gly Phe

Leu

Arg

Ile

Glu

155

Tyr

Leu

Val

Pro

Thr

235

Ser

Gly

Asp

Val

Val

His

Val

Lys

140

Ala

Gly

Leu

Pro

His

220

Val

Tyr

Ser

Ala

Thr
300

Cys
Leu
Leu
125
Ala
Pro
Pro
Ser
Val
205

Gly

Lys

Trp

Val
285

Cys

-

Phe Arg His

315

G1n Phe Pro
95

Trp Val Lys
110

Phe Val Asp
Arg Gly Gly
Ala Pro Glu

160

Thr Asp Ser
175

Thr Glu Thr
190

Leu Asp Gln
Pro Val Arg

Gly Gly Ser
240

Leu Gin Leu
255

Gly Pro Trp
270

Thr Ile Gly

Gln Trp GIn-

Ser Arg Thr
320




(pokr. Vzorce VI)

Arg Cys

Glu Glu

Phe Lys

355

Thr Ala Gln

370

His GIn Ala
385

Ser Ser Gly

Ala GIn Glu

Asp Trp Lys

435

Glu Leu
450

Arg

Asn Gly Pro

465

Arg Val Ser

Leu

Leu Leu

Gln
515

Lys Trp

Pro Ser Leu

530

Thr Ala Ala
545
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325

340

Ser Arg Asn Asp

Gly Ala Val
Val Leu Leu
390

Arg Leu Glu
405

Thr Cys Tyr
420

Val Leu Glu
Pro Arg Ala
Thr Tyr GlIn

470

Thr Gly Ser
485

Val Leu Ser
500

Phe Pro Ala

Pro Asp Leu

Leu Ser Pro
550

Pro Arg Pro Gly Ser

Ser
His
375
Pro
Leu
Gln
Pro
Arg
455
Gly
Glu
Leu
His
His
535

Ser

Cys Pro Thr Asp Arg Asp Pro

Gln Pro
345

Val Ile
360

Ser Tyr
Thr Pro
Glu Trp

Leu Arg
425

Ser Leu
440

Tyr Ser
Pro Trp
Thr Ala
Ser Ala

505

Tyr Arg
520

Arg Val

Lys Ala

Thr Trp
330

Ala Leu

His Ile
Gly

Leu

Leu
395

Ser

GIn
410

His

Tyr Thr

Gly Ala

Leu GIn

Ser Ala

475
Trp Ile
490

Leu Leu

Arg Leu

Leu Gly

Thr Val
555

Glu Lys Cys

Val Ser Arg

350

Leu Val
365

Glu

Ser Pro Phe

380

His Trp Arg

Gln Ser Ser

Gly Glu Gly
. 430

Arg Gly Gly

445
Leu Arg Ala
460

Trp Ser Pro

Thr Leu Val

Gly Leu Leu

510
Arg His Ala
525

GIn Tyr Leu
540

Thr Asp Ser

Glu

335

Cys

Val

Trp

Glu

Trp

415

Arg

Thr

Arg

Pro

Thr

495

Leu

Leu

Arg

Cys

Glu

His
Thr
Ile
Val
400
Ala
Glu
Leu
Leu
Ala
480
Ala
Leu
Trp

Asp

Glu
560
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(pokr. Vzorce VI)

Glu Val Glu Pro Ser Leu Leu Glu Ile Leu Pro Lys Ser Ser Glu Ser
565 570 575

Thr Pro Leu Pro Leu Cys Pro Ser Gln Pro Gin Met Asp Tyr Arg Gly
580 585 590

Leu Gln Pro Cys Leu Arg Thr Met Pro Leu Ser Val Cys Pro Pro Met
595 600 605

Ala Glu Thr Gly Ser Cys Cys Thr Thr His Ile Ala Asn His Ser Tyr
: 610 615 620

Leu Pro Leu Ser Tyr Trp Gln Gin Pro
625 630




- 94 -
Vzorec VII

Met Glu Leu Thr Glu Leu Leu Leu Val Val Met Leu Leu Leu Thr Ala
1 5 10 15

Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val
20 25 30

Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu Ser
35 40 45

GIn Cys Pro Giu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu Pro Ala
50 55 60

Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr GIn Met Glu Glu Thr Lys
65 70 75 80

Ala GIn Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met
85 90 95

Ala Ala Arg Gly GIn Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly
100 105 110

GIn Leu Ser Gly Gin Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu GIn Ser Leu
115 120 125

Leu Gly Thr GIn Leu Pro Pro GIn Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp
130 135 140

Pro Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe GIn His Leu Leu Arg Gly Lys Val
145 150 . 55 160

Arg Phe Leu Met Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala
165 , 170 175

Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser Leu Val Leu Thr Leu
180 185 190

Asn Glu Leu Pro Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn Phe Thr
195 200 205

Ala Ser Ala Arg Thr Thr Gly Ser Gly Leu Leu Lys Trp Gln Gln Gly
210 215 220 :

Phe Arg Ala Lys Ile Pro Gly Leu Leu Asn GIn Thr Ser Arg Ser Leu

225 230 235 240




(pokr. Vzorce
Asp Gin
Thr Arg
Asp Ile
Gin Pro

290
Thr Leu
305
His Pro

Pro Leu

Gly

VII)
Ile Pro
Gly Leu

260

Ser Ser
275

Gly Tyr
Phe Pro

Leu Leu

Leu Asn
340

Gly

245

Phe

Gly

Ser

Leu

Pro

325

Thr
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Tyr Leu

Pro Gly

Thr Ser

Pro Ser
295

Pro Pro
310

Asp Pro

Ser Tyr

Asn Arg Ile
250

Pro Ser Arg
265

Asp Thr Gly
280

Pro Thr His

Thr Leu Pro

Ser Ala Pro
330

Thr His Ser
345

His

Arg

Ser

Pro

Thr

315

Thr

GIn

Glu

Thr

Leu

Pro

300

Pro

Pro

Asn

Leu

Leu

Pro

285

Thr

Val

Thr

Leu

Leu Asn
255

Gly Ala
270

Pro Asn

Gly GIn

vVal Gln

Pro Thr
335

Ser Gln
350

Gly

Pro

Leu

Tyr

Leu

320

Ser

Glu
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PATENTOVE NAROKY

1. Izolovanad bilkovina, vybranad ze skupiny sestavajici z

a) bilkovin obsahujicich sekvenci aminokyselin Vzorce I od
aminokyselinového zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek 196;

b) bilkovin obsahujicich sekvenci aminokyselin Vzorce I od
aminokyselinového zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek 206;

c) bilkovin obsahujicich sekvenci aminokyselin Vzorce II od
aminokyselinového zbytku 22 po aminokyselinovy zbytek 173;

d) bilkovin obsahujicich sekvenci aminokyselin Vzorce II od
aminokyselinového zbytku 22 po aminokyselinovy zbytek 175;

e) alelickych variant a), b), c) a d); a 2

f) druhovych homologu a), b), c), d) a e), pricemz bilkovina
stimuluje proliferaci a diferenciaci myeloidnich nebo lymfoidnich

prekursori.

2. Izolovana bilkovina podle naroku 1, pricemZ recena
bilkovina obsahuje sekvenci aminokyselin  Vzorce I od
aminokyselinového zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek 379.

3. TIzolovana bilkovina podle naroku 1, pricemz fecend
bilkovina obsahuje sekvenci aminokyselin Vzorce II od
aminokyselinového zbytku 22 po aminokyselinovy zbytek 353.

4. Izolovand bilkovina podle naroku 1, pticemZ fecCena

bilkovina je mys$i bilkovina.

5. TIzolovana bilkovina podle naroku 1, pricemZ recena
bilkovina je lidskd bilkovina.

6. Izolovand bilkovina podle naroku 1, pricemZ recena

bilkovina obsahuje:

sekvenci aminokyselin ukazanou ve Vzorci I od
aminokyselinového zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek 379,
sekvenci aminokyselin ukdzanou ve Vzorci I od

aminokyselinového zbytku 24 po aminokyselinovy zbytek 196,
sekvenci aminokyselin ukazanou ve Vzorci I od




aminokyselinového zbytku 24 po
sekvenci aminokyselin
aminokyselinového zbytku 24 po
sekvenci aminokyselin
aminokyselinového zbytku 1 po
sekvenci aminokyselin
aminokyselinového zbytku 1 po
sekvenci aminokyselin

aminokyselinového zbytku 1 po

7. Izolovand bilkovina
bilkovina obsahuje:
sekvenci aminokyselin
aminokyselinového zbytku 1 po
sekvenci aminokyselin
aminokyselinového zbytku 1 po
sekvenci aminokyselin
aminokyselinového zbytku 1 po
sekvenci aminokyselin

aminokyselinového zbytku 22 po

8. Izolovana bilkovina
vybrané ze skupiny zahrnujici:
sekvenci aminokyselin

aminokyselinového zbytku 45 po

sekvenci aminokyselin
aminokyselinového zbytku 45 po
sekvenci aminokyselin

aminokyselinového zbytku 45 po
sekvenci aminokyselin
aminokyselinového zbytku 22 po
sekvenci aminokyselin

aminokyselinového zbytku 22 po
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aminokyselinovy zbytek 206,

ukdzanou ve Vzorci I
aminokyselinovy zbytek 379,
ukazanou ve Vzorci I
aminokyselinovy zbytek 196,
ukazanou ve Vzorci I
aminokyselinovy zbytek 206,
ukdzanou ve Vzorci I

aminokyselinovy zbytek 379.

podle ndroku 1, pricemZz ¢
uké&zanou ve Vzorci II
aminokyselinovy zbytek 173,
ukazanou ve Vzorci II
aminokyselinovy zbytek 175,
ukazanou ve Vzorci II
aminokyselinovy zbytek 353,
ukazanou ve Vzorci II

aminokyselinovy zbytek 353.

od

od

od

od

od

od

od

sestavajici v podstaté ze sekvence

ukdzanou ve Vzorci I
aminokyselinovy zbytek 196,
ukazanou ve Vzorci I
aminokyselinovy zbytek 206,
ukazanou ve Vzorci I
aminokyselinovy zbytek 379,
ukazanou ve  Vzorci II
aminokyselinovy zbytek 175,
ukdzanou ve Vzorci II

aminokyselinovy zbytek 353.

od

od

od

od
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9. Izolovana bilkovina, jeiZ stimuluje proliferaci
a diferenciaci myeloidnich nebo lymfoidnich prekursori, pricemz
fedena bilkovina obsahuje usek, jenZz 3je na udrovni aminokyselin
alespoii z 80 % identicky s aminokyselinovou sekvenci Vzorce I od
aminokyselinového zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek 196, nebo
se sekvenci aminokyselin Vzorce II od aminokyselinového zbytku
22 po aminokyselinovy zbytek 173.

10. Izolovana polynukleotidovd molekula kédujici bilkovinu

podle naroku 1.

11. TIzolovanid polynukleotidovd molekula podle naroku 10,
priéemZz redend molekula Jje DNA molekula, obsahujici kédujici
vldkno, Jjez obsahuje nukleotidovou sekvenci Vzorce III od
nukleotidu 237 po nukleotid 692.

12. Izolovand polynukleotidovd molekula podle néaroku 10,
pricdemz fedend molekula Jje DNA molekula, obsahujici kédujici
v1lakno, jeZz obsahuje nukleotidovou sekvenci Vzorce IV od
nukleotidu 64 po nukleotid 519.

13. Izolovana polynukleotidové molekula podle néaroku 10,
pricemz fecena molekula kéduje aminokyselinovou sekvenci
Vzorce I od aminokyselinového zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek
196.

14. Izolovanid polynukleotidovd molekula podle naroku 10,
pridemz redenad molekula kdéduje aminokyselinovou sekvenci
Vzorce II od aminokyselinového zbytku 22 po aminokyselinovy
zbytek 173.

15 1Izolovanod polynukleotidovd molekula vybrana ze skupiny
sestdvajici z

a) DNA molekul kédujicich hematopoetickou bilkovinu
a obsahujicich sekvenci nukleotidi ukazanou ve vzorci III od
nukleotidu 237 po nukleotid 692,

b) DNA molekul kédujicich hematopoetickou bilkovinu
a obsahujicich sekvenci nukleotidu wukazanou ve Vzorci IV od
nukleotidu 64 po nukleotid 519, '
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c) alelickych variant a) nebo b),

d) DNA molekul kédujicich hematopoetickou bilkovinu, jez je
v aminokyselinové sekvenci alespon z 80 % identicka
s bilkovinami kédovanymi v a), b) nebo c)

e) molekul komplementdrnich k a), b), ¢) nebo 4d).

16. TIzolovand polynukleotidovda molekula podle naroku 15,
priéemZ redend molekula kéduje hematopoetickou bilkovinu, jez je
v aminokyselinové sekvenci alespon z 90 % identicka s bilkovinami

kédovanymi v a), b) nebo c).

17. Izolovana polynukleotidovd molekula podle naroku 15,
pri¢em? redend molekula zahrnuje nukleotid 237 aZ nukleotid 722
ze Vzorce III nebo nukleotid 64 aZ nukleotid 525 ze Vzorce Iv.

18. Izolovanou DNA molekula vybrana ze skupiny sestdvajici z

a) EcoRI-Xhol inzertu plasmidu pZGmpl-1081 (ATCC 69566),

b) alelické varianty a), a

c) DNA molekul kédujicich bilkovinu, jei je ve své
aminokyselinové sekvenci alespon z 80 % identickd s bilkovinou
kédovanou a) nebo b), pfiéemZz redenad izolovana DNA molekula

kéduje bilkovinu, majici hematopoetickou aktivitu.

19. Izolovand polynukleotidovd molekula podle naroku 18,
pric¢emz redenda molekula kéduje polypeptid, jenZz obsahuje
aminokyselinovou sekvenci  Vzorce I od aminokyselinového
zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek 196.

20. Vektor exprese, jenZz obsahuje nasledujici funkéné
spojené prvky:

promotor transkripce;

isek DNA, vybrany ze skupiny zahrnujici

"a) usek DNA kédujici hemetopoetickou bilkovinu a obsahujici

nukleotidovou sekvenci jak je ukazana ve Vzorci III od nukleotidu
237 po nukleotid 692; ,

b) tGsek DNA kédujici hemetopoetickou bilkovinu a obsahujici
nukleotidovou sekvenci jak je ukézana ve Vzorci IV od nukleotidu
64 po nukleotid 519;
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A

a

-!.0

¢) alelické varianty a) nebo b),

d) DNA uUseky kdédujic!{ hematopoetickou
sekvenci alesporti

své aminokyselinové
s bilkovinou kédovanou a),

transkripdn{ termindtor.

b) nebo ¢): a

20, pridemZ releny usek DNA

Vektor exprese podle niroku
aminokyselinové

21.

kéduje
sekvenci alespoifi =z 90 %

hematopoetickou bflkovinu, jez Jje wv
identick4d s bflkovinami kédovanymi v a),

b) nebo c¢).

22. Vektor exprese podle naroku 20, pri%emZ ¥eleny usek DNA
zahrnuje nukleotid 237 a% nukleotid 722 =2ze Vzorce III nebo
nukleotid 64 aZ nukleotid 525 ze Vzorce IV.

exprese podle nidroku 20 obsahujcf dile sekvenci

23. Vektor
funk&n& spojenou s Fe&enym utsekem DNA.

gsigndlu sekrece

24. Zpusob pripravy hematopoet ické bflkoviny
vyznaduij fcf se t {m Z2e =zahrnuje
zaveden vektor exprese podle

bundk, do nichZ byl

kultivaci
hematopoet ickou

ndroku 20,
bflkovinu kédovanou Pfedenym lUsekem DNA a

hematopoet ické bflkoviny.

pri&en® Yelené buriky exprimuji

zi{skdnl!
bilkoviny podle

hematopoet ické
% e hematopetickd

25. ZpUsob pY{pravy
s e t I m,

ndroku 24, vy znadd¢uijfifci
bflkovina je Pe&enymi bufikami secernovdna a je z{skdvana z média,

v ném2 se re&end bufiky kultivuif.

vyznaduijilciIi s e

Farmaceuticky prostifedek
1 v kombinaci

26.
bilkovinu podle

t f m, 2 e obsahuje
s farmaceuticky prijatelnym nosiem.

naroku

27. Protil&tka, je% ge vdS%e k epitopu bilkoviny podle

ndroku 1.

alespoii 14

28. Sonda, kterd obsahuje oligonukleotid o
Pe¥eného oligonuklotidu je alespoii

nukleot.idech, pri&mZ2 sekvence

AT s
Ay ey
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2 80 ¥ identickd k ¢4asti o steiné délce =
a) Vzorce III
b) Vzorce IV
¢) Vzorce V
d) sekvenci komplementdrnfch k sekvencinm Vzorce III,

Vzorce IV nebo Vzorce V

29. Zpusob Pro detekci DNA molekuly, kéduijfct
thrombopoietin, ve sm&si DNA molekul, v y z2zna&uijcii
s e t {fm 2 e zahrnuje sondovan{ smési DNA molekul sondou,
kterd obsahuje oligonukleotid o alespoit 14 nukleotidech, pri&mZ
sekvence #edeného oligonuklotidu je alespofi = 80 % identicka
k &4sti o stejné délce =

a) Vzorce III

b) Vzorce IV

c) Vzorce V

d) sekvencf komplementdrnich k sekvencim Vzorce I1I,

Vzorce IV nebo Vzorce V
a detekci DNA molekul, s nimi2 relend sonda hybridizuje.

30. Zpisob stimulace bund&&né proliferace
vyznaduiji{ci{i se L {m 2 e se ke kultivovanym buiikam
kostn{ drené& in vitro pridavd i=zolovani bilkovina podle naroku

1 v mnoZstvi postadujficim ke stimulaci buné&né proliferace.

31. Zpsob podle ndroku 30 vy znad&uijfci s e
t f m, 2 e Ye&ené bufiky Jjsou megakaryocyty nebo prekursory

megakaryocyt(.

32. Zpisob <&isté&n{ thrombopoietinu v y zna &ugijfcii
s e L {m 2 e obsahuje '

vystavenf{ roztoku obsahujfcfho thrombopoietin protilitce
navidzané na pevnou podloZku, priZem2 {reZend protildtka se viaZe
k epitopu bflkoviny podle néroku 1,

promyt { reZené protildtky k odstran&ni{ nenavizanych
kontaminujfcfch l4&tek,

eluci navidzaného thrombopoietinu =z re&ené protilitky, a

zi{gkdn{ eluovaného thrombopoietinu.
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3!? Farmaceuticky prostfedek v y z n a gdujici s e
tim, 2Ze obsahuje bilkovinu podle ndroku 1 Vv kombinaci

s farmaceuticky prijatelnym nosicen.

3$? Protilatka, JjeZ se vaZe k -epitopu bilkoviny podle

naroku 1.

3$f' Zplsob stimulace tvorby krevnich desticek u savce,

vyznaéujic i se tim, Ze fedenému savci se podava
terapeuticky uU¢inné mnoZstvi hematopoetické bilkoviny, vybrané ze
skupiny sestavajici z '

a) bilkovin obsahujicich sekvenci aminokyselin Vzorce I od
- aminokyselinového zbytku 45 po aminokyselinovy zbytek 196;

c) bilkovin obsahujicich sekvenci aminokyselin vzorce II od
aminokyselinového zbytku 22 po aminokyselinovy zbytek '173;

c) alelickych variant a) nebo b), a

d) druhovych homologi a), b), nebo c),

prigemz redend bilkovina stimuluje proliferaci
a diferenciaci myeloidnich nebo lymfoidnich prekursoru,
v kombinaci s farmaceuticky pfijatelnym nosicem.

3Y€ Sonda, ktera obsahuje oligonukleotid o alespon 14
nukleotidech, pfriémZ sekvence redeného oligonuklotidu je alespon
z 80 % identicka k &asti o stejné délce z

a) Vzorce III

b) Vzorce IV

c) Vzorce V

d) sekvenci komplementdrnich k sekvencim Vzorce III,
Vzorce IV nebo Vzorce V
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