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(57) Anotace:

Neurotroficky faktor odvozeny od glidlni bu-
né¢né linie /GDNF/, silny neurotrofin, ktery
vykazuje $iroké spektrum biologickych aktivit
na mnoho typt bunék jak centralniho, tak z
periferniho nervového systému. Klonovani a
charakterizace receptoru pro GDNF s vysokou
afinitou. Tato molekula byla pojmenovéna
GDNF receptor /GDNFR/, protoZe je prvni
znamou slozkou receptorového systému. Jsou
popsény sekvence nukleovych kyselin a ami-
nokyselin pro GDNFR proteinové produkty.
Hydrofobmi doména s vlastnostmi signalniho
peptidu se naléza na amino-konci, zatimco
druh4 hydrofobni doména na karboxy-konci
se fndéastni vazby receptoru na bunéénou
membranu. Chybéni transmemranové domé-
ny a cytoplasmického regionu ukazuje, Ze
GDNFR vyZaduje jednu nebo vice dal$ich mo-
lekul pro transmembréanovy pienos signalu.
GDNFR mRNA je rozsahle distribuovéna jak v
nervovém systému, tak v non-neutrilnich
tkanich, coz je v souladu s distribuci zjiste-
nou pro GDNF.
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Reéeptor pro neurotroficky faktor odvozeny od glidlni bunddné
linie

Oblagt techniky

P¥edkléddany vyndlez se tykd receptord pro neurotroficky faktor
odvozeny od glidlni bun&®né linie (GDNF) a poskytuje sekvence
nukleovych kyselin a aminokyselin kodujici receptor pro GDNF
(GDNFR) . Predklédany vyndlez se také tykd terapeutickych technik
pro 1lé&bu stavll reagujicich na GDNF.

Dogsavadni gtav techniky

Neurotroficky faktor odvozeny od glidlni bun&&né linie

Neurotroficky faktor odvozeny od glidlni bun&lné linie (GDNF)
byl poprvé izolovén a klonovén z krysich B49 bun&k jako silny
neurotroficky faktor, ktery zvyduje pfeZivéni dopaminergnich
neurond st¥edniho mozku (Lin et al., Science, 260: 1130 - 1132,
1993) . Nové&j8i studie naznalili, Ze tato molekula vykazuje razné
dal8i biologické aktivity a Ze plsobi na nékolik typl neuronld jak
z centrdlniho, tak z periferniho nervového systemu. V centrdlnim
nervovém systému (CNF) bylo prokédzano, Ze GDNF brani axotomii
indukované smrti sav&ich facidlnich a miZnich motorickych neuront
(Li et al., Proceedings Of The National Academy Of Sciences, USA,
92: 9771 - 9775, 1995; Oppenheim et al., Nature, 373: 344 - 346,
1995; Yan et al., Nature, 373: 341 - 344, 1995; Henderson et al.,
Science, 366: 1062 - 1064, 1994; Zurn et al., Neuroreport 6: 113
- 118, 1994) a Ze brani programované bun&®né smrti u ptadich
motorickych neuronti (Oppenheim et al., vye). Bylo prokédzéno, Ye
lokdlni podédni GDNF chréni dopaminergni neurony substantia nigra




pred axotomii indukovanou (Kearns and Gash, Brain Research, 672:
104 - 111, 1995; Beck et al., Nature, 373: 339 - 341, 1995) nebo
neurotoxinem indukovanou degeneraci (Sauer et al., Proceedings Of
The National Academy Of Sciences, USA, 92: 8935 - 8939, 1995;
Tomac et al., Nature 373: 335 - 339, 1995). Krom& toho, bylo
ukédzano, ze lokdlni podani GDNF indukuje rast vyb&Zkd z
dopaminergnich neuroni, zvySuje hladiny dopaminu, noradrenalinu a
serotoninu a zlep8uje motoriku (Tomac et al., vyde).

Nov&ji bylo popsdno, Ze GDNF je silnym trofickym faktorem pro
mozkové noradrenergni neurony a pro Purkytiovi butiky. P¥enos
fibroblasth ektopicky exprivujicich GDNF brénil degeneraci
indukované 6-hydroxydopaminem a zpisoboval in vivo fenotyp
dospélych noradrenergnich neuront (Arenas et al., Neuron, 15:
1465 - 1473, 1995), zatimco exogenné aplikovany GDNF G&inné&
zplisoboval pfeZivéni a morfologickou diferenciaci Purkyn&ho bun&k
in vitro (Mount et al., Proceédings Of The National Academy Of
Sciences, USA, 92: 9092 - 9096, 1995) . V perifernim nervovém
systemu bylo uk&z&no, Ze GDNF podporuje preZivani neurond v
nodosnich, cilidrnich a sympatickych gangliich, stejn& jako
pfeZivani malé populace embryondlnich sensorickych neurond v
gangliich zadnich kofenl (DRG) a v trigemindlnim gangliu (Trupp
et al., Journal of Cell Biology, 130: 137 - 148, 1995; Ebendal et
al., Journal of Neuroscience Research, 40: 276 - 284, 1995;
Oppenheim et al., 1995, vySe; Yan et al., 1995, vySe; Henderson
et al., 1994, vySe). Bylo také popséno, Ze GDNF zvySuje expresi
mMRNA vazoaktivniho intestin&lniho peptidu a preprotachykinu—A v
kultivovanych neuronech horniho kr&niho ganglia (SCG) a tak
zplsobuje fenotyp SCG neuronl a indukuje rist svazkdm podobnych
vyb&Zkad (Trupp et al., 1995, vyse).




Exprese GDNF byla také pozorovédna v mnoha riznych bun&fnych
typech v nervovém systému. V CNS byla exprese GDNF mRNA
pozorovédna pomoci reversni transkriptasové polymerasové fet&zové
reakce (RT-PCR) jak ve vyv?jejicim se, tak v dospélém krysim
striatu, hlavnim cily nigralni dopaminergni inervace, a ve
znadném mnoZstvi také v dalSich oblastech, v&etn& hippocampu,
kGiry, thalamu, septa, mozedku, michy a prodlouZené michy (Arenas
et al., vySe; Poulsen et al., Neuron, 13: 1245 - 1252, 1994;
Springer et al., Experimental Neurology 127: 167 - 170, 1994;
Stroenberg et al., Experimental Neurology 124: 401 - 412, 1993;
Schaar et al., Experimental Neurology 124: 368 - 371, 1993). U
1idi byly GDNF transkripty také detekovany ve striatu, s
nejvy&simi hladinami v nucleus caudatus a niZ8imi hladinami v
putamenu. Detekovatelné hladiny byly také nalezeny v hippocampu,
ktre a mife, ale nikoliv v mozedku (Schaar et al., Experimental
Neurology 130: 387 - 393, 1994; Springer et al., 1994, vySe). Na
pefiferii byla exprese GDNF mRNA také popséna v DRG a SCG u krys
v den 1 po narozeni, v ischiadickém nervu a v primdrnich
kulturdch neonatdlnich Schwanovych bunék (Trupp et al., 1995,
vy%e; Hoffer et al., Neuroscience Letters, 182: 107 - 111, 1994;
Henderson et al., 1994, vy8e; Springer et al., 1994, vySe). Krom&
toho, nedavné studie ukézaly, Ze GDNF transkripty jsou také ve
znatné mi¥e exprivovany v perifernich non-nervovych organech,
v&etnd postnatdlnich varlat a ledvin, embryondlnim ochlupeni a
kG¥i. Exprese miZe byt detekovédna v nizkych hladinédch v
embryondlnim svalu, adrendlni Zl&ze a konletinovych pupenech a v
postnatdlnich plicich, jatrech a vajeCnicich (Trupp et al., 1995
vy&e; Henderson et al., 1994, vySe). Doposud nicméné neni
biologicky vyznam non-neurondlni exprese GDNF jasny.

Podrobny popis p¥ipravy a charakterizace GDNF proteinovych




produktd mife byt nalezen v U.S. patentové p¥ihlasSce &. 08/182183
podané 23.5.1994 a jejich souvisejicich p¥ihlaSkdch (viz téZ
PCT/US92/07888, WO 93/06116 podand 17.9.1992 a Evropskd patentova
ptihla&ka &. 92921022.7, publikace &. EP 610254), jejich¥ objevy
jsou zde uvedeny jako odkaz. Dal&i GDNF proteinové produkty jsou
popsdny v souvisejici U.S. patentové pfihldsce €. 08: 535681
podané 28.9.1995, jejiZ objev je zde uveden jako odkaz. Jak je
zde pouZito zahrnuje termin "GDNF proteinovy produkt" biologicky
aktivni syntetické nebo rekombinantni GDNF proteiny a analogy,
stejn& jako jeho chemicky modifikované derivéty. GDNF analogy
zahrnuji dele&ni varianty jako jsou zkrdcené GDNF proteiny,
stejnd jako inser®ni nebo substituéni varianty GDNF. Také jsou
zde zahrnuty GDNF proteiny, které jsou vyznamné& homologni s
lidskym GDNF proteinem.

Terapie GDNF

Terapie GDNF je u¥itednd v 1é%b& poSozeni nervi zplsobené
stavy, které ohroZfuji p¥eZivani a/nebo sprédvnou funkci jednoho
nebo vice typl nervovych bun&k. Takové nervové pofkozeni se miZe
vyskytnout v didsledku mnoha rdznych pfi€in: (1) fyzikdlniho
poskozeni, které zplisobuje degeneraci axondlnich vyb&zkl a/nebo
t&1 nervovych bun&k pobliZ mista poskozeni; (2) p¥echodného nebo
trvalého zpomaleni toku krve k Castem nervového systému, jako je
tomu u mrtvice; (3) z&mérné nebo ndhodné expozice neurotoxintm,
jako jsou chemoteraputické p¥ipravky (nap¥. cisplatina) pro lécbu
nddort nebo dideoxycytidin (ddC) pro 1&&bu AIDS; (4) chronickych
metabolickych onemocn&ni, jako je diabetes nebo dysfunkce ledvin;
nebo (5) neurodegenerativnich onemocné&ni jako je Parkinsonova
nemoc, Alzheimerova nemoc a amyotrofickd laterdlni sklerosa
(ALS), které vznikaji v disledku degenerace specifickych




neuronédlnich populaci.

N&kolik studii nazna&ilo, Ze terapie GDNF je zejména uZitelné
pro l1é&Zbu neurodegenerativnich stavi jako je degenerace
dopaminergnich neuront substantia nigra u Parkinsonovi nemoci.
Jediné soudasné zplsoby 1é&by pro Parkinsonovu nemoc jsou 1é&Cby
paliativni, zam&¥ené na zvySeni hladin dopaminu ve striatu.
O%ekédvanym Glinkem terapie GDNF neni pouze produkce zvySeni
dopaminergni neurotransmise v zakon&enich dopamiergnich nerva ve
striatu (cof povede ke zmirn&ni p¥iznaki), ale také zpomaleni,
nebo i zastaveni, progrese degenerativniho procesu a reparace
poskozené nigrostriatdlni dréhy a obnoveni jeji funkce. GDNF miZe
byt také pouZit pro lé&bu jinych forem poskozeni nebo nespréavni
funkce dopaminergnich nervovych bun&k u lidskych pacientd. Takové
poSkozeni nebo malfunkce se miZe vyskytovat u schizofrenie a u
jingch forem psychos. Jedinou soulasnou 1lé&cbou takovych stavl je
1é%ba symptomatickd a vyZaduje 1éky, které plsobi na dopaminergni
receptory nebo na mista vychyt&dvéni dopaminu, coz je v souladu s
nizorem, %e nespravnd funkce dopaminergnich neuronli, které
inervuji tuto neurondlni populaci nesouci receptory, miZe byt
jednou z p¥i¥in tohoto onemocnéni.

Receptory

Bylo charakterizovdno a molekuldrn& klonovano mnoho receptord,
které zprostfedkuji vazbu a odpové&d na proteinové faktory, vietné
receptor pro insulin, destidkovy rustovy faktor, epidermalni
ristovy faktor a jeho p¥ibuzné, fibroblastové rastové faktory,
razné interleukiny, hematopoetické rustové faktory a cilidrni
neurotroficky faktor (U.S. 5426177). Vysledky studii naznacfuji,
%e n&které receptory mohou vazat vice (p¥ibuznych) ristovych




faktort, zatimco v jingch p¥ipadech se miZe stejny faktor véazat
na a aktivovat vice (p¥ibuznych) receptortt (nap¥iklad Lupu et
al., Science 249: 1552 - 1555, 1990; Dionne et al., EMBO J., 9:
2685 - 2692, 1990; Miki et al., Science 251: 72 - 75, 1991).
vétSina receptorl miZe byt obecné charakterizovéna tak, Ze mé
extraceluldrni d&st nebo doménu odpové&dnou za specifickou vazbu
proteinového faktoru, transmembrénovou doménu, kteréd preklenuje
bun&&nou membrédnu a intraceluldrni doménu, kterd je casto
zapojena do iniciace p¥enosu signdlu po vazbé& proteinového
faktoru na extraceluldrni &&ast receptoru. Alkoliv mnoho receptori
je sloZeno z jednoho polypeptidového retézce, dal8i receptory
jasné& vyZaduji dv& nebo vice separdtnich podjednotek pro vazbu
jejich proteinového faktoru s vysokou afinitou a pro umoZné&ni
funk&ni odpovédi po vazbé (napriklad Hempstead et al., Science
243: 373 - 375, 1989; Hibi et al., Cell 63: 1149 -1157, 1990).

Extraceluldrni a intraceluldrni ¢asti daného receptoru mohou
mit spole&né strukturdlni motivy s regiony korespondujicimi jinym
receptorim, co¥ ukazuje na evoluéni a funkéni vztahy mezi riznymi
receptory. Tyto vztahy mohou byt &asto dosti vzdalené a mohou
jednodule odraZet opakované pouZiti uréitych obecnych doménovych
struktur. Nap¥iklad, mnoho ruznych receptord, které vazi
nep¥ibuzné faktory, vyuZiva ve své extraceluldrni casti
"imunoglobulinové" domény, zatimco jiné reecptory vyuzivaji
ve svych vazebnych regionech pro faktor domény "cytokinovych
receptorG" (napriklad Akira et al., The FASEB J., 4: 2860 - 2867,
1990) . Velké mnoZstvi receptori s odlisnymi extracelulé&rnimi
vazebnymi doménami (které proto vé&Zi rizné faktory) obsahuje
pribuzné intracytoplasmatické domény kodujici tyrosin specifické
protein kinasy, které jsou aktivovény v odpovédi na vazbu faktoru
(nap¥iklad Ullrich and Schlessinger, Cell, 61: 203 - 212, 1990).




Mechanismy, kterymi vazba faktoru aktivuje proces p¥enosu
signdlu, jsou mdlo zné&mé, i v p¥ipad€ tyrosin kinas. Pro jiné
receptory, ve kterych koduje intraceluldrni doména doménu neznamé
funkce nebo ve kterych se vazebnd sloZka asociuje s druhym
proteinem neznamé funkce (nap¥iklad Hibi et al., Cell, 63: 1149 -

1157, 1990) neni aktivace p¥enosu signdlu dob¥e charakterizovéna.

Zpusob G&¢inku GDNF in vivo neni v oboru jednozna&n& vyhodnocen,
Zastelné z divodh absence informaci o receptoru pro GDNF. Dvé&
skupiny nezévisle zjistily, Ze Ze do striata injikovany
(**%1I)-znaleny GDNF miZe byt retrogradné& transportovan
dopaminergnimi neurony substantia nigra (Tomac et al.,
Proceedings Of The National Academy Of Sciences, USA, 92: 8274 -
8278, 1995; Yan et al., 1995, vySe). Byl také pozorovan
retrogradni transport (**®I)-GDNF mifnimi motorickymi neurony,
DRG sensorickymi neurony a neurony v B vrstvé retindlniho
ganglia. Tento fenomen retrogradniho transportu miZe byt vidy
specificky inhibovan 100-ndsobnymi nebo vy§8imi koncentracemi
neznafeného GDNF, coZz ukazuje na saturovatelny, receptory
zprost¥edkovany transportni proces. In vitro bylo ukédzéno, Ze
GDNF zvy8uje preZivani a navozuje vychytadvani dopaminu u
kultivocvanych dopamiergnich neurond p¥i velmi nizkych
koncentracich. Pozorovand poloviéni maximdlni G&inn& koncentrace
(EC_,) GDNF pro tyto neurony je 0,2 az 1,6 pM (Lin et al., vySe).
Bylo také ukézéano, Ze GDNF podporuje p¥ezivani disociovanych
motorickych neurond p¥i velmi nizkych koncentracich. Popsand EC__
GDNF pro motorické neurony, v rozmezi 5 aZ 10 fM, je jesSt& niZsi
neZ pro dopaminergni neurony (Henderson et al., 1994, vySe).

Dohromady tato pozorovani naznaduji, Ze receptor(y) pro GDNF
exprivovany na téchto butlkdch md velmi vysokou afinitu pro
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ligand. Podobné jako pro &leny TGFR rodiny, naznaduje Siroce
diversifikovand tkainova distribuce a rhzné biologické funkce GDNF
na razné populace bunék, Ze mohou existovat rizné typy receptorl
nebo receptorovych kompex pro GDNF. Saturovany rovnovaZny stav a
kompetitivni vazba (**®I) GDNF na E10 ku¥eci sympatické neurony
ukdzaly, Ze tyto neurony exprivuji vazebnd mista pro GDNF, kterd
se 1i81 od mist pozorovanych na dopaminergnich a motorickych
neuronech. Polovi&ni maximdlni saturadni koncentrace a polovidéni
maximdlni inhibidéni koncentrace GDNF na t&chto vazebnych mistech
je v rozmezi od 1 do 5 nM (Trupp et al., 1995, vySe). Podobng&,
EC__ GDNF v podporovani pfeZivani sympatickych neurond z P1
krysich SCG byla také popsédna v ¥adu nanomold (Trupp et al.,
1995, vyse). | |

Pro lep8i pochopeni mechanism, kterymi aktivuje GDNF p¥enos
signédlu pro zpasobeni jeho G&inkd na builkky bude vyhodné
| identifikovat receptory, které zprost¥edkuji vazbu a odpovéd na
tento proteinovy faktor. Pro terapii GDNF bude také vyhodné
identifikovat a umoZnit produkci dal8ich molekul, které umoZni
zlep$it GDNF signdlni pf¥enos. Kromé& toho, identifikace
proteinového receptoru pro GDNF umoZni vyznamné aplikace v
diagnostice, nap¥iklad pro urleni jedinch, pro které bude
p¥inosnéd terapie GDNF proteinem. D&le, proteinovy receptor pro
GDNF miZe byt klifovou sloZkou testu pro identifikaci dal$ich
molekul, které se vadZou na receptor a vedou k poZadované
biologické aktivité.

Podstata vyndlezu

P¥edkladany vyndlez poskytuje sekvence nukleovych kyselin,
které koduji proteinovy receptor pro neurotroficky faktor majici




aminokyselinovou sekvenci jak je uvedena na obrdzku 2 a 4 (SEQ ID
NO: 2 a SEQ ID NO: 4), stejné& jako biologicky aktivni analogy.
Proteinovy receptor pro neurotroficky faktor a proteinové
produkty podle predkladaného vyndlezu jsu zde oznadeny jako
(GDNFR) proteinovy receptor pro neurotroficky faktor odvozeny od
glidalni buné&&né linie (GDNFR) a proteinové produkty. Nové GDNFR
jsou funkéné charakterizovany schopnosti specificky vézat GDNF s
vysokou afinitou a plsobit jaké &ast molekulového komplexu, ktery
zprost¥edkuje nebo zvySuje signdlni p¥enos G&inkd GDNF. GDNFR
proteinové produkty jsou typicky poskytnuty jako solubilni
receptorovy protein a jsou poskytnuty ve vyznamn& p¥eliit&né
formé.

V jednom aspektu p¥edkladany vyndlez poskytuje produkci GDNFR
proteinovych produktli rekombinantnimi technikami genového
‘inZenyrstvi. V alternativnim provedeni jsou GDNFR proteiny
sYntetizovény chemickymi technikami, nebo kombinaci
rekombinantnich a chemickych technik.

V jiném aspektu predkladaného vyndlezu mohou byt GDNFR
proteiny vyrobeny v glykosylované nebo v neglykosylované formé&.
Derivaty GDNFR proteinu typicky obsahuji p¥ipojeni GDNFR proteinu
na polymer rozpustny ve vodé&. Nap¥iklad, GDNFR protein miZ%e byt
konjugovan na jednu nebo vice molekul polyethylenglykolu pro
sniZeni srdZeni GDNFR proteinového produktu ve vodném prost¥edi.

JeSt& jiny aspekt predkladaného vyndlezu obsahuje rizné
polynukleotidy kodujici GDNFR proteiny. Tyto sekvence nukleovych
kyselin jsou pouZity v expresi GDNFR v eukaryotickych a
prokaryotickych hostitelskych builkdch, kde expresni produkt nebo
jeho derivat je charakterizovén schopnosti vazat GDNF a tak




tvorit komplexy schopné zprost¥edkovani aktivity GDNF, jako je
zvySeni vychytdvédni dopaminu dopaminergnimi butikami.
Polynukleotidy mohou byt také pouzity v aplikacich bunélné
terapie nebo genové terapie. Vhodné sekvence nukleovych kyselin
zahrnuji ty, které jsou specificky uvedeny na obrédzcich stejné
jako degenerované sekvence, prirozené alelické variace a
modifikované sekvence podle predkladaného vyndlezu.

P¥iklady sekvenci nukleovych kyselin zahrnuji sekvence
kodujici proteinovy receptor pro neurotroficky faktor obsahujici
aminokyselinovou sekvenci ukézanou na obrédzkédch 2 a 4 (SEQ ID NO:
2 a SEQ ID NO: 4) schopnou tvorby komplext s neurotrofickym
faktorem odvozenym od glidlni bunééné linie (GDNF) a
zprost¥edkovani bun&&né odpov&di na GDNF a jejich biologicky
ekvivaletni analogy. Takové sekvence zahrnuji: (a) sekvence
uvedené na obrézku 1 (SEQ ID NO: 1) obsahujici nukleotidy
kodujici Met® a¥ Ser*c® nebo na obrézku 3 (SEQ ID NO: 3)
obsahujici nukleotidy kodujici Met™ aZ Ser®®® kodujici receptor
pro neurotroficky faktor (GDNFR) schopny tvorby komplexl
g neurotrofickym faktorem odvozenym od glidlni buné&fné linie
(GDNF) a zprost¥edkovani bun&&né odpov&di na GDNF; (b) sekvenci
nukleové kyseliny, kterd (1) hybridizuje s komplementdrni
sekvenci (a) a (2) koduje aminokyselinovou sekvenci s GDNFR
aktivitou; a (c¢) sekvenci nukleové kyseliny, kterd i pfes
degeneraci genetického kodu miZfe hybridizovat s komplement&rni
sekvenci (a) a (2) koduje aminokyselinovou sekvenci s GDNFR
aktivitou. Také jsou zde popsany vektory takovych sekvenci
nukleovych kyselin, ve kterych jsou sekvence typicky operativné
navazény na jeden nebo vice operaldnich elementl schopnych
zptisobeni amplifikace nebo exprese sekvence nukleovych kyselin.
Také jsou uvedeny hostitelské buiiky obsahujici takové vektory.




Typicky je hostitelskd@ buiika vybréana ze sav&ich buné&k a
bakteridlnich bun&k, jako jsou COS-7 buiiky nebo E. coli, v
p¥islu$ném poradi.

Dal8i aspekt predkladaného vynédlezu obsahuje vektory
obsahujici polynukleotid kodujici GDNFR proteiny operativné
navazany na amplifikadni a/nebo kontrolni expresni sekvence. Jak
prokaryotickd, tak eukaryotickd hostitelskd builka miZe byt
stabiln& transformovdna nebo transfektovéna takovymi vektory tak,
aby exprivovala GDNFR proteiny. Predklédany vyndlez dédle obsahuje
rekombinantni produkci GDNFR proteinu, p¥i které jsou takové
transformované nebo transfektované hostitelské builky kultivovany
ve vhodném Zivném mediu a GDNFR exprivovany té&mito butikami je,
voliteln&, izolovédn z hostitelskych bun&k a/nebo Zivného media.
P¥edkléadany vyndlez ddle obsahuje pouZiti polynukleotidd
kodujicich GDNFR a vektord obsahujicich takové polynukleotidy v
genové terapii nebo v bund¥né terapii.

Hostitelsk& butika miZe byt vybréna tak, aby byla vhodnd pro
implantaci u 1idi, p¥i které implantované bullky exprivuji a
secernuji receptor pro neurotroficky faktor podle predkladaného
vyndlezu. Hostitelskd bulika miZe byt také uzaviena v
semipermeabilni membrané vhodné pro implantaci u 1lidi. _
Hostitelskéd builka miZe byt transformovana nebo transfektovéna ex
vivo. Priklady prost¥edkd pro lé¢bu nervového poSkozeni zahrnuji:
(a) semipermeabilni membrénu vhodnou pro implantaci; a (b) buiky
obalené membrénou, kde butiky exprivuji a secernuji receptor pro
neurotroficky faktor jak je zde popsdn. Membrina je vybrédna z
materidlu, ktery je permeabilni pro proteinovy receptor ro
neurotroficky faktor, ale ktery je nepropustny pro materidly
8kodlivé pro uzav¥ené builky.




Také jsou popsény zplUsoby pro rekombinantni produkci receptoru
pro neurotroficky faktor podle pfedkladaného vyndlezu. P¥ikladné
zptisoby obsahuji: (a) kultivaci hostitelské buifiky obsahujici
sekvenci nukleové kyseliny kodujici receptor pro neurotroficky
faktor podle predklédaného vyndlezu, jako je aminokyselinova
sekvence zobrazend na obrézkdch 2 a 4 (SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO:
4) schopné tvorby komplexll s neurotrofickym faktorem odvozenym od
glidlni bun&¥né linie (GDNF) a schopnd zprostfedkovat biologickou
odpov&d na GDNF, nebo jeji biologicky ekvivalentni analogy; (b)
udrfovani uvedenych hostitelskych bun&k v podminkdch vhodnych pro
expresi uvedeného receptoru pro neurotroficky faktor uvedenou
hostitelskou buiikou; a (¢) voliteln&, izolaci uvedeného receptoru
pro neurotroficky faktor exprivovaného uvedenou hostitelskou
buiikou. Hostitelskd butika miZe byt prokaryotickd butika nebo
eukaryotickd bufika. Pokud je pouZita bakteridlni exprese, pak
mife zpisob ddle obsahovat krok znovusloZeni receptoru pro
neurotroficky faktor. '

PYedkliddany vyndlez dile obsahuje izolovany a preldistény
protein obsahujici aminokyselinovou sekvenci jak je zobrazena na
obrézkéach 2 a 4 (SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 4) schopnou tvorby
komplexl s neurotrofickym faktorem odvozenym od glidlni bunééné
linie (GDNF) a schopnou zprost¥edkovat biologickou odpov&d na
GDNF, a jeji biologicky ekvivalentni analogy. P¥iklady analogu
zahrnuji, ale nejsou omezeny na, proteiny obsahujici
aminokyselinovou sekvenci Ser®® a%¥ Pro*“€, Asp®® aZ Leu®*” a
Cys®® a% Cys*?*?, jak jsou zobrazeny na obrdzku 2 (SEQ ID NO: 2),
stejnd jako proteiny obsahujici aminokyselinovou sekvenci Met*”
a¥ Pro®**® a Cys3® a¥ Cys**® jak jsou zobrazeny na obrdzku 4 (SEQ
ID NO: 4). Proteiny podle predkladaného vyndlezu mohou byt
glykosylované nebo neglykosylované a mohou byt produkovany




rekombinantni technologii nebo chemickou syntesou. P¥edklddany
vyndlez ddle obsahuje sekvence nukleovych kyselin kodujici
. receptorovy protein obsahujici takové aminokyselinové sekvence.

Také jsou zde popsédny farmaceutické p¥ipravky obsahujici
proteinovy receptor podle pfedkléddaného vynélezu v kombinaci s
farmaceuticky p¥ijatelnym nosidem. Pro usnadnéni vyroby,
skladovéni, manipulace poddni a/nebo G&innosti miZe byt pouZito
mnoho jin?ch materidld pro formulace.

Jiny aspekt p¥edklédaného vyndlezu obsahuje terapeutické
pou¥iti GDNFR genl a proteint. Nap¥iklad, cirkulujici nebo
solubilni GDNFR proteinovy produkt miZe byt pouZit samostatné
nebo spolu s GDNF pro 1éZ¢bu onemocn&ni nebo poran&ni nervového
systému tim, Ze zvyBuje aktivitu transmembranové signalizace
GDNF. Tak mohou byt proteiny a farmaceutické pIipravky podle
pfedklédaného vyndlezu pouZity pro léfbu nespravné fungujicich
dopaminergnich nervovych bun&km Parkinsonovi nemoci, Alzheimerovi
nemoci a amyotrofické laterdlni sklerosy. Alternativné,
rekombinantni GDNFR gen miZe byt insertovédn do bunék nebo do
tkani, které budou mit zisk ze zvySené sensitiity k GDNF, jako
jsou motorické neurony u pacientl trpicich amyotrofickou
laterdlni sklerosou. V jedt& jiném provedeni miZe byt GDNFR
pouZit pro blokovéni aktivity GDNF v p¥ipadech, kde se aktivita
GDNF povafuje za ¥kodlivou. GDNFR miZe byt pouZit k potvrzeni
toho, %e pozorované G¢inky GDNF jsou zpisobeny GDNFR.

V jedt& jiném aspektu vyndlezu mohou byt GDNFR sondy pouZity k
identifikaci bun&k a tkéni, které reaguji na GDNF za normédlnich
okolnosti nebo za patologickych stavi. Alternativn&, sondy mohou
byt pouZity pro detekci zm&n v expresi GDNFR u pacientd trpicich




onemocnénimi spojenymi s GDNFR.

V je&té& jiném provedeni mohou byt GDNFR sondy, vcetné
nukleokyselinovych, stejné jako protil&tkovych sond, pouZity pro
identifikaci molekul p¥ibuznych GDNFR. Nap¥iklad, pF¥edkl&adany
vyndlez poskytuje takové molekuly, které tvori komplexy s GDNFR a
tak se Gfastni na funkci GDNFR. Jako jiny p¥iklad, predkladany
vyndlez poskytuje receptorové molekuly, které jsou homologni nebo
antigenné& zk¥iZen& reaktivni, ale ne identické&, s GDNFR.

Predkladany vyndlez také poskytuje vyvoj jak vazebnych, tak
funk&nich testl pro GDNF na podkladé& receptoru. Nap¥iklad,
testovaci systém pro detekovani aktivity GDNF miZe obsahovat
buttky, které exprivuji vysoké hladiny GDNFR a které jsou proto
extrémné sensitivni i na velmi nizké koncentrace GDNF nebo
GDNF-podobnych molekul. V jedt& jiném provedeni miZe byt
solubilni GDNFR pouﬁit pro vazbu nebo detekci GDNF nebo
GDNF-podobnych molekul.

Krom& toho, p¥edkladany vyndlez poskytuje experimentdlni
modelové systémy pro studium fyziologické role GDNF. Takové
systémy obsahuji testy obsahujici anti-GDNFR protilétky nebo
oligonukleotidové sondy, stejn& jako zvi¥eci modely, jako jsou
transgenni zvifata exprivujici vysoké hladiny GDNFR a proto
hypersensitivni na GDNFR nebo zvi¥ata upravenad za pouZiti
technologie embryondlnich kmenovych bunék, u kterych byly
endogenni geny pro GDNFR deletovany z genomu. Anti-GDNFR
protilatky se budou vézat na peptidovou &ast proteinovych
receptorlt pro neurotroficky faktor. Protilétky zahrnuji
monoklondlni a polyklondlni protildtky. Alternativné, pro detekci
mohou byt na DNFR protein p¥ipojeny imunologické smy&ky, proti




kterym jiZ existuji protilatky. Takové smy&ky zahrnuji, ale
nejsou omezeny na, Flag (IBI/Eastman Kodak) a myc sekvence. Dalsi
smy&kové sekvence jako je polyhistidinovd sekvence mohou byt také
pouZity pro detekci a prelisténi na kolondch chelatujicich kovy.

Dalii aspekty a vyhody p¥edkladaného vyndlezu budou odbornikim
v oboru z¥ejmé z ndsledujiciho popisu, ktery upfesfiuje provedeni
p¥edkladaného vyndlezu.

Popigs obrézkl na p¥ipojenych vykresech

Obrézek 1 znédzoriiuje sekvenci nukleovych kyselin (SEQ ID NO:
1) kodujici receptor pro neurotroficky faktor odvozeny od
glidlni bun&¥né linie (GDNFR). Aminokyselinovad sekvence
kompletniho GDNFR proteinu je kodovand nukleovymi kyselinami 540
az 1934.

Obrazek 2 znédzoriiuje aminokyselinovou sekvenci (SEQ ID NO: 2)
kompletniho lidské&ho GDNFR proteinu.

Obréazek 3 znazoriiuje sekvenci nukleovych kyselin (SEQ ID NO:
3) kodujici krysi GDNFR. Aminokyselinovad sekvence
kompletniho GDNFR proteinu je kodovand nukleovymi kyselinami 302
az 1705.

Obrézek 4 znézoriuje aminokyselinovou sekvenci (SEQ ID NO: 4)
kompletniho krysiho GDNFR proteinu.

Obréazek 5 znazoriiuje se¥azeni a srovnéni &&sti GDNFR cDNA
sekvenci produkovanych v rGznych klonech, stejn& jako
konsensudlni sekvence pro lidsky GDNFR.
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Obrazek 6 znazormnuje identifikaci Neuro-2A odvozené buné&dlné
linie exprivujici GDNFR.

Obrézky 7A a 7B zndzoriiuji vysledky rovnovainé vazby
(*25I)GDNF na builky exprivujici GDNFR.

Obrazek 8 znazoriiuje vysledky chemické zk¥iZené vazby (*3°I)
GDNFR na GDNFR a Ret exprivované v buiikdch exprivujicich GDNFR.

Obrédzek 9 zndzoriiuje vysledky indukce c-Ret autofosforylace
zpGsobené GDNF v buiikdch exprivujicich GDNFR.

Obrazek 10 znazoriiuje vysledky indukce c-Ret autofosforylace
zplisobené GDNF a solubilnim GDNFR.

Obrézek 11 zndzorfuje vysledky indukce c-Ret autofosforylace
zplisobené Ret-Fc flsnim proteinem.

Obréazek 12 znazoriluje vysledky indukce c-Ret autofosforylace
zpusobené GDNF v motorickych neuronech.

Obréazek 13 znazoriluje model pro GDNF signalizaci
zprost¥edkovanou GDNFR a Ret.
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Neurotroficky faktor odvozeny od glidlni buné&lné linie (GDNF)
je silnym neurotrofickym faktorem vykazujicim Siroké spektrum
biologickych aktivit na rtzné typy buné&k z centrdlniho i-
periferniho nervového systému. Je to glykosylovany, disulfidové
vazany dimer, ktery je vzdalené p¥ibuzny (méné neZ 20% homologie)
rodin& transforma&niho rdstového faktoru B (TGFB). Schopnost GDNF
zvySovat p¥eZivani dopaminergnich neurontt a dal&ich neuronovych
populaci demonstruje jeho terapeuticky potencidl pro 1léZbu
Parkinsonovi nemoci, stejné jako pro jiné formy nervového
podkozeni nebo chybné funkce.

Oproti rozsdhlym studiim tykajicim se distribuce a biocaktivity
GDNF neexistovaly Zadné zpravy t¥kajici se identifikace receptoru
nebo receptord, které zprost¥edkuji vazbu GDNF na builky a tak
pYendfeni extraceluldrni signdl a zprost¥edkuji buné&&nou odpoved'.
ptedklddany vyndlez je zaloZen na objevu vysokoafinitniho
receptoru poprvé objeveného na povrchu kultivovanych retindlnich
bun&k od postnatdlnich krys. Tyto receptory m&ly vazebnou afinitu
pro GDNF srovnatelnou s afinitou receptort nalezenych v
dopaminergnich a motorickych neuronech; dopaminergnich neuronech
st¥edniho mozku (Lin et al., 1993, vySe; Sauer et al., 1995,
vy8e; Kearns and Gash, 1995 , vyZe; Beck et al., 1995, vy¥e;
Tomac et al., 1995, vy8e), facidlnich a miZnich motorickych
neuronech (Li et al., 1995, vy8e; Oppenheim et al., 1995, vySe;
Yan et al., 19945, vySe; Zurn et al., 1994, vySe; Henderson et
al., 1994, vyBe). Receptorovd molekula byla pojemenovéna GDNF
receptor (GDNFR), protoZe je prvni zndmou sloZkou receptorového
systému pro GDNF. P¥edkladany vyndlez také poskytuje prvni popis
expresniho klonovani a charakterizace GDNFR proteinu. Builky
modifikované tak, aby exprivovaly rekombinantni receptor, vézZzou
GDNF s vysokou afinitou.
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Za pouziti testu vychytévani dopaminu a (**®I) GDNF vazby na
kultivované butiky byly vysoce afinitni receptory pro GDNF
detekovany na povrchu krysich fotoreceptoroV?ch bunék Jak je dale
popsdno v prikladech, studium fotoreceptorovych bun&k vedlo k
izolaci cDNA klonu expresnimklonovanim GDNF receptoru. Sekvence
nukleovych kyselin pro GDNFR koduje protein o 468 aminokyselindch
s 31 cysteinovymi zbytky a t¥emi potencidlnimi N-glykosyla&nimi
misty. Dale, sekvence nukleovych kyselin z krysiho cDNA klonu
byla pouZita pro izolaci lidské&ho homologu, ktery je, jak bylo
zjisténo, témé¥ identicky s krysim receptorem na aminokyselinové
{irovni. Lidsk& GDNFR cDNA sekvence koduje protein o 465
aminokyselindch s konzervativnim umisté&nim v8ech cysteinovych
zbytkl a potencidlnich N-glykosylaénich mist vzhledem ke krysimu
receptoru. Tento vysoky stupenl konzervace primdrni sekvence
ukazuje na vyznamnou roli tohoto receptoru v biologickém Gdinku
GDNF .

Jak bylo uvedeno vySe, v&t&ina receptorl md t¥i hlavni domény:
extraceluldrni nebo povrchovou doménu odpovédnou za specifickou
vazbu proteinového faktoru; transmembrdnovou doménu, kteréd
pfeklenuje bunéénou membrénu; a intraceluldrni nebo
cytoplasmatickou doménu, které je typicky zapojena v iniciaci
p¥enosu signdlu po vazb& proteinového faktoru na extracelulérni
doménu. Bylo nicméné urceno, Ze GDNFR neni p¥ibuzny z hlediska
sekvence nebo strukturdlnich charakteristik jakémukoliv znamému
proteinu (jako jsou konsensudlni sekvence nachézené v
receptorovych kinasdch nebo v cytokinovych receptorech), nemd
cytoplasmatickou doménu, nemd C-koncové nabité zbytky
charakteristické pro transmembridnovou doménu a je zakotven v
bun&éné membrané glykosy-fosfatidylinositolovou vazbou, jak je
podrobné&ji popséno dale. Ackoliv absence intracelul&rni
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katalytické domény ukazuje na p¥imou roli v transmembrénové
signalizaci, vysokd vazebnd afinita a silnd evolu&ni konzervace
sekvence naznaluji, Ze tento receptor byl vyznamny pro funkci
GDNFR.

GDNFR nemé& cytoplasmatickou doménu a proto se soudilo, Ze tento
receptor musi G&inkovat ve spojeni s jednou nebo vice pomocnymi
molekulami, které méji Glohu v transmembranové signalizaci. potom
bylo zjisté&no, Ze transgenni my$i, které nemaji gen pro GDNF,
umiraji a nemaji ledviny. Transgenni my$i, které nemaji gen pro
c-ret protoonkogen (Schuchard et al., Nature 367: 380 - 383,
1994) maji podobny fenotyp. c-ret protonkogen koduje receptorovou
tyrosin kinasu (RTK), jejiZ normdlni funkce nebyla dosud urlena.
V8echny RTk maji podobnou topologii: maji extraceluldrni vazebnou
doménu pro ligand, transmembranovou doménu a cytoplasmaticky
segment obsahujici katalytickou protein tyrosin kinasovou doménu.
Vazba ligandu vede k aktivaci kinasové domény a k fosforylaci
specifickych substratd v buiice, teré zprost¥edkuji intracelulérni
signalizaci. P¥edkladany vyndlez obsahuje objev toho, Ze
solubilni forma GDNFR miZe byt pouZita ke zprost¥edkovani vazby
GDNF na c-ret protoonkogen a tak miZe vyvolat bun&dnou odpovéd na
GDNF, stejné& jako modifikovat jeho bunélnou specificitu.

Podobné typy, nazyvané "receptor alfa" sloZky, umoZiiuji
vazebnou specificitu pro ligand, ale sami o sob& nemaji kapacitu
pro p¥enos signdlu. Takové sloZky jsou nachizeny v receptorovych
systémech pro cilidrni neurotroficky faktor (CNTF) a interleukin
6 (IL-6). Podobné jako GDNFR, a v kontrastu k receptoru pro IL-6,
vadZe CNTF receptor svlij ligand s vysokou afinitou, mad hydrofobni
C konec, nemd cytoplasmatickou doménu a je zakotven v buné&lné
membran& GPI vazbou (Davis et al., 1991). V komplexu pro
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zprostfedkovani p¥enosu signdlu se va¥e CNTF nejprve na CNTF
receptor, coZ vytvori komplex, ktery je schopen vazby na gpl30.
Tento inaktivni komplex se potom vdZe na LIF receptor za vzniku
aktivniho signalizadniho komplexu (Davis et al., Science, 260:
1805 - 1807, 1993). Stejné& jako v predklddaném vyndlezu musi byt
CNTF receptor (vazebna sloZka specifickd pro ligand) p¥itomen pro
prens signalu, ale nemusi byt vazan na membranu (Economides et
al., Science 270: 1351 - 1353, 1995).

Jak je popsdno dale, GDNFR protein mi%e byt zakotven na
bunééném povrchu, nebo miZe byt v solubilni form&. V kafdém
pripad€ tvo¥i GDNFR protein ligandovy komplex s GDNF a ligandovy
komplex se vdZe na receptor na bun&®ném povrchu pro
zprost¥edkovani intraceluldrni signalizace. Proto mi¥e byt
solubilni forma GDNFR pouZita pro potenciaci &inku GDNF a/nebo
pro modifikaci jeho bun&¥né specificity.

GDNFR neni pribuzny %&dnému zndmému receptoru. Neexistuji
zadné jasné odpovidajici sekvence v GenBank a Washington
University Merck databédzich pro p¥ibuzné sekvence. Exprivované
sekvence smyCky (EST) nalezend ve Washington University Merck EST
databdzi vykazuje 75% homologii s malou &&sti kodujiciho regionu
GDNFR (p¥ibliZné& 340 nukleotidl z 521 nukleotidi sekvence
generované z 5' konce klonu). Tento klon (GenBank rirdstkové &.
H12981) byl izolovén z oligo-dT "primed" idské mozkové knihovny
a byl klonovan p¥imo do Lafmid BA vektoru (Hillier, L., et al,
nepublikovand data). 3' konec H12981 klonu byl sekvencovan, ale
nevykazoval homologii s Z&dnou ¢asti GDNFR. P¥itomnost homologie
mezi timto H12981 klonem a GDNFR v kratkém regionu, kterd potom
vymizela, naznaduje, Ze klon H12981 p¥edstavuje nesest¥iZeny
transkript nebo klonovaci artefakt, spife neZ bona fide cDNA
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transkript.

- Tak p¥edkliddany vyndlez umoZiiuje klonovani GDNFR proteinu tim,
e poskytuje zplUsob pro selekci cilovych bun&k, které exprivuji
GDNFR. Tim, Ze poskytuje prost¥edky pro obohaceni GDNFR
kodujicich sekvenci predkladany vyndlez dale umoZiiuje prelisténi
GDNFR proteinu a p¥imé klonova&ni GDNFR kodujici DNA. P¥edkladany
popis aminokyselinovych sekvenci a sekvenci nukleovych kyselin
pro GDNFR poskytuje informaci pot¥ebnou pro reprodukovadni té&chto
entit, stejné& jako rGznych GDNFR analogl. S touto informaci miZe
byt GDNFR proteinovy produkt izolovdn a generovan jakymikoliwv
prost¥edky znadmymi odbornikim v oboru. Jsou popsény razné
prost¥edky pro rekombinantni nebo syntetickou produkci GDNFR
proteinu. '

Jak je zde pouZito zahrnuje termin "GDNFR proteinovy produkt™

" biologicky aktivni p¥irozeny, synteticky nebo rekombinantni'
GDNFR, analogy GDNFR (t.j. GDNFR homology a varianty v&etné
inserénich, substituénich a dele&nich variant) a jeho chemicky
modifikované derivaty. GDNFR analoga jsou vyznamné homologni s
aminokyselinovymi sekvencemi pro GDNFR uvedenymi na obrazkach 2 a
4 (SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 4).

Termin "biologicky aktivni", jak je zde pouZit, znamené, Ze
GDNFR proteinovy produkt vykazuje vysoce afinitni vazbu na GDNF a
e zprostfedkuje nebo zvySuje signédlni prenos indukovany GDNF.
Odbornici v oboru mohou podele pf¥edkladaného vyndlezu urcit, zda
m& GDNFR polypeptidovy analog v podstaté stejnou biologickou
aktivitu jako GDNFR proteinové produkty uvedené na obrézkach 2 a
4.
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Termin "vyznamn& homologni" aminokyselinovad sekvence, jak je
zde pouZit, oznaduje aminokyselinovou sekvenci majici
"podobnost" nebo homologii s aminokyselinovymi sekvencemi GDNFR
uvedenymi na obrazkéch 2 a 4, takZe homologni sekvence maji
biologickou aktivitu nebo funkci podobnou aktivit& nebo funkci
popisované pro tyto GDNFR aminokyselinové sekvence. Odbornikim v
oboru bude jasné, Ze relativné mnoho jednotlivych nebo
skupinovych aminokyselinov§ch zbytkd miZe byt zaménéno, pozidéné
vym&né&no (napfiklad reversn& uspofaddno nebo znovuuspo¥adéno)
nebo plné& deletovano v aminokyselinové sekvenci bez ovlivné&ni
trojrozmérného usporadani nebo aktivity molekuly. Takové
modifikace budou odbornikim v oboru jasné po prostudovani
nasledujiciho popisu. Identifikace a prost¥edky pro ziskéani
takovych modifikovangch sekvenci jsou podrobné&ji popsény dale. Je
vyhodné, aby stupeil homologie vyznamné homologniho proteinu
(peptidu) byl rovny nebo presahoval 70% (t.j. v rozmezi od 70% do
100% homologie) . Proto, "vyznamné homologni'" GDNFR
aminokyselinové sekvence maji stupeill homologie vyS&i neZ nebo
rovny 70% vzhledem k aminokyselinovim sekvencim uvedenym v SEQ ID
NO: 2 a SEQ ID NO: 4. Lépe miZe byt stuperli homologie vy88i neZ
nebo rovny 85%. Jedté lépe miZe byt stupell homologie vyE8i neZ
nebo rovny 90%, a nejlépe miZe byt stupell homologie vy§Ei neZ
nebo rovny 95%.

Procento homologie jak je zde popséano je poditéno jako
procento aminokyselinovych zbytkl v jedné proteinové sekveni,
které lze pf¥iY¥adit k podobnym aminokyselinovym zbytkim ve druhé
proteinové sekveni. Proto, v p¥ipadé€ GDNFR homoogie, miZe byt
stupell homologie sekvene urlen optimalnim sefazenim
aminokyselinovych zbytkl srovnédvané molekuly k aminokyselinovym
zbytklm referenéniho GDNFR polypeptidu, jak je polypeptid ukazany
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v SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 4 nebo jako jsou ty, které jsou
kodované sekvencemi nukleovych kyselin uk&zanymi na obr&zkéach,

s maximalizaci odpovidajicich parli mezi ob&ma sekvencemi.
Odbornikim v oboru bude jasné, Ze takové p¥itazeni miZe obsahovat
vhodné konzervativni substituce aminokyselinovych zbytkl a Ze
nebude v&novan zr¥etel zkrdcenim a vnit¥nim delecim nebo. insercim
ve srovndvané sekvenci, pomoci voZeni mezer, jak je pot¥eba; viz
nap¥iklad Dayhoff, Atlas of Protein Sequence and Structure,
svazek V, kde se uvadi, e pro provedeni ptri¥azeni mohou byt
vloZeny primé&rné t¥i nebo &ty¥i mezery na délku 100 aminokyselin
(str. 124, National Biochemical Research Foundation, Washington,
D.C., 1972; tyto objevy jsou zde uvedeny jako odkaz). Po
p¥iYazeni je procento uréeno jako polet spravné p¥ifazenych
zbytkld ve srovndvaném polypeptidu d&leno celkovym podtem zbytkl
ve srovnadvaném polypeptidu. Dale je pf¥edpokladidno, Ze GDNFR
sekvence podle predkladaného vynédlezu mohou byt pouZity pro
vytvo¥eni &asti flsniho proteinu nebo chimerického prbteinu,
ktery méd alespornl &aste&nou GDNFR aktivitu. Sefazeni a homologie
takového proteinu bude uréena za pouziti té &asti fasniho
proteinu nebo chimerického proteinu, které se vztahuje k GDNFR
aktivité.

Zdroje pro takové vyznamné homologni GDNFR proteiny zahrnuji
GDNFR proteiny od jingch savcl, u kterych se olekava, Ze maji
vysoky stupell homologie s lidskym GDNFR proteinem. Nap¥iklad,
stupeil homologie mezi krysim a lidskym GDNFR proteinem zde
popsanymi je okolo 93%. Vyznamné homologni GDNFR proteiny mohou
byt izolovany od takovych savcl pomoci zk¥iZené reaktivity s
protilatkami ke GDNFR aminokyselinovim sekvencim podle SEQ ID NO:
2 a SEQ ID NO: 4. Alternativné mohou byt exprivovany pomoci

sekvenci nukleovych kyselin, které jsou izolovany pomoci
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hybridizace s genem nebo segmenty genu kodujiciho GDNFR se SEQ ID
NO: 2 a SEQ ID NO: 4. Vhodné hybridiza&ni podminky jsou
podrobnéji popsény dile.

Nové GDNFR proteinové produkty jsou typicky izolovény a
prelisté&ny za zisku GDNFR proteinovych produktdl, které jsou
vyznamn& prosté neZddoucich substanci, které by mohly ohrozit
pouZiti presentovanych polypeptidé pro zamySlené ilely.
Nap¥iklad, vyhodné GDNFR proteinové produkty mohou byt vyznamnd
prosté jinych lidskych (nap¥iklad non-GDNFR) proteinovych
materidld nebo patologcych agens. V¥hodné& jsou GDNFR proteinové
produkty asi 80% &istoty vzhledem k jingm proteinim, které mohou
byt pfitomny diky technice produkce pouzité p¥i vyrob& GDNFR
proteinového produktu. Lépe jsou GDNFR proteinové produkty asi
90% Cistoty vzhledem k jinym proteintm, jesté lépe asi 95%
Cistoty vzhledem k jingm proteinim a nejlépe > 98% &Gistoty
vzhledem k jin?m proteindm. Krom& toho, pfedklédan? vynédlez
poskytuje jedinelnou vyhodu poskytnutim polynukleotidovych
sekvenci pro vyrobu homogennich GDNFR proteind.

Je uvedeno mnoho GDNFR variant, v&etnd& adidnich, substitu&nich
a deleCnich variant. Nap¥iklad, serie delednich variant mohou byt
vyrobeny odstranénim jednoho nebo vice aminokyselinov§ch zbytkd z
amino a/nebo karboxy konce GDNFR proteinu. Za pouZiti pravidel
pro predpov&zeni St&peni signdlniho peptidu jak je popisuje von
Heijne (von Heijne, Nucl. Acids Research 14: 4683 4690, 1986), je
prvni aminokyselino zbytek GDNFR proteinu, ktery se miZe Glastnit
vazby na GDNF, Ser™®, podle &islovani kompletni aminokyselinové
sekvence lidského GDNFR na obrdzku 2 (SEQ ID NO: 2).
Aminokyselinové zbytky Met® a¥ Ser*® jsou v amino-termindlnim
hydrofobnim regionu, ktery je pravd&podobn& &asti sekvence
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signdlniho peptidu, a proto nejsou obsaZeny ve zralé formd&
receptorového proteinu. Podobn&, poslednim aminokyselinovym
zbytkem GDNFR proteinu, ktery je pravdépodobn& nezbytny pro

vazbu GDNF, je Ser**®. Aminokyselinové zbytky Leu**”? a% Ser<ss
jsou v karboxytermindlnim hydrofobnim regionu, ktery zptsobuje
GPI vazbu proteinu na bun&ény povrch. Proto se pYedpokladd, ¥e
kterykoliv ze zbytkl Met™ aZ Ser®® a/nebo Leu**” a% Ser*Ss (podle
obrazku 2 (SEQ ID NO: 2)) miZfe byt odstrandn z proteinu bez
ovlivnéni vazby GDNF na GDNFR protein, co¥ ponechédvd "zdkladni"
sekvenci Ala*® a¥ Pro**€. Za pouZiti znémych technik analyzy se
dédle predpolddd, Ze N-termindlni zkréceni mi¥e zahrnovat
odstranéni jednoho nebo vice aminokyselinovyh zbytk( nad a vdetnd&
Gly*®. Proto, zkrédcené analogy GDNFR mohou také obsahovat delece
jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkl z jednoho nebo obou
koncd, takZe aminokyselinovd sekvence Asp3® a¥ Pro®*® nebo Leu®<”
tvori zdklad pro zdkladni molekulu. Jsou pfedpoklédény'daléi
GDNFR analogy obsahujici aminokyselinové zbytky Ser®® a¥ Pro*+<?®,
podle GDNFR aminokyselinové sekvence na obréazku 4 (SEQ ID NO:

4), t.j. majici deleci jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkdl
z jednoho nebo obou konclh obsahujicich hydrofobni regiony
zndzornéné jako aminokyselinové zbytky Met® a%¥ Ser®® a/nebo
Pro**® a% Ser*s®,

Krom& toho, predpokldda se, Ze jeden nebo vice
aminokyselinovych zbytkd miZe byt odstranén z jednoho nebo obou
amino a karboxy koncl, dokud se nedojde k prvnimu a k poslednimu
cysteinovému zbytku kompletni sekvence. Je vyhodné zachovat
cysteinové zbytky pro spravnou intramolekulovou vazbu GDNFR
proteinu. Jak je zobrazeno v kompletni aminokyselinové sekvenci
lidského GDNFR na obrdzku 2 (SEQ ID NO: 2), miZe byt jakykoliv
jeden nebo viechny aminokyselinové zbytky z Met® a¥ Asp3®
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odstranén z aminokonce bez odstrandni prvniho cysteinového
zbytku, kterym je Cys®°. Obdobn& mife byt jakykoliv jeden nebo
vBechny aminokyselinové zbytky z Gly*33 a¥ Ser*SS odstranén

z karboxykonce bez odstranéni posledniho cysteinového zbytku,
kterym je Cys®*“®. Mohou byt vyrobeny dal¥i GDNFR analogy za
pouZiti aminokyselinovych zbytkd Cys®° a¥ Cys**>, podle GDNFR
aminokyselinové sekvence na obrdzku 4 (SEQ ID NO: 4), t.j. majici
deleci jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkd z termin&dlnich
regiond zndzorn&nych jako aminokyselinové zbytky Met® a¥ Asp=°
a/nebo Ser*** a¥ Ser+<*°c®,

Odbornikimv oboru bude jasné, e, ze stejnych divodld, se
predpoklada, Ze tyto identifikované aminokyselinové zbytky mohou
byt nahrazeny, spiSe ne¥ deletovany, bez ovlivn&ni funkce GNFR
proteinu. Alternativn& mohou byt tyto identifikované
aminokyselinové zbytky modifikovény intra-zbytkovymi insercemi .
nebo termindlnimi adicemi bez ovlivn&ni funkce GNFR proteinu. V
jeSté€ jiném provedeni miZe byt vytvo¥ena kombinace jedné nebo
vice deleci, substituci a adici.

Pfedkladané GNFR proteiny nebo nukleové kyseliny mohou byt
pouzity pro zplisoby 1é&Cby, nebo pro zpisoby pro vyrobu 1é%iv pro
lé&&bu. Takovéd 1lé&ba je pro stavy charakterizované nadm&rnou
produkci GNFR protein, p¥i kterych miZe predkladany GDNFR,
zejména v soubilni form&, byt pouZit pro tvorbu komplexd a tedy
pro inaktivaci GDNFR proteinu. Takovd lé¢ba mi¥e byt provedena
pfipravou solubilniho receptoru (nap¥iklad za pouZiti GDNF
vazebné domény) nebo pIipravou populace bun&k obsahujicich takovy
GDNFR, a transplantaci takovych bun&k jedinci, ktery pot¥ebuje
takovou 1éCbu. Presentované GDNFR proteinové produkty mohou byt
také pouZity pro léfbu jedincl majicich defektni GDNF receptory.
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Nap¥iklad, mohou byt lédeni jedinci majici defektni GDNFR za
pouZiti p¥ipravy a podédni solubilniho receptoru, nebo za pouZiti
pfipravy populace bun&k obsahujici takovy nedefektni GDNFR a
transplatace takovych bun&k o jedince. Nebo, jedinec miZe mit
inadekvatni po&et GDNF receptorfi a bufiky obsahujici takové
receptory mohou byt transplantovény pro zvySeni podtu GDNFR .u
jedince. Takové kompozice mohou byt pouzity spolu s poddnim GDNF.
Také se pYedpoklddd pouZiti GDNFR proteinového produktu v 1&&b&
stavll reagujicich za aktivaci c-ret receptorové tyrosin kinasy.

V jeSt& jiném aspektu p¥edkl&daného vyndlezu je dal8i vyhodou
novych kompozic pouZiti GDNFR pro stabilizaci farmaceutickych
pEipravki obsahujicich GDNF protein. V je8t& jiném aspektu
p¥edkladdaného vyndlezu mi¥e byt GDNFR pouZit pro vy$et¥ovani
sloulenin s antagonistickou aktivitou.

Dal¥i aspekty a vyhody predkladaného vyndlezu budou odbornikam
v oboru z¥ejmé, nap¥iklad, daldi poufiti zahrnuji nové testovaci
systémy, transgenni zvi¥ata a produkci protiléatek.

Pokusné modely

pPfedkladany vyndlez poskytuje testovaci systémy, ve kterych
miZe byt aktivita GDNF, nebo aktivity podobné aktivit& GDNF
vzniklé plsobenim peptidoviych nebo nepeptidovych sloudenin,
detekovédna m&¥enim vyvolané fyziologické odpovédi v bufikdch nebo
v buné®nych liniich, které exprivuji GDNFR molekuly podle
pfedkladaného vyndlezu. Fyziologicka odpové&d miiZfe zahrnovat
jakékoliv biologické G&inky GDNF, v&etn&, ale bez omezeni,
vychytévéni dopaminu, prodluZovani neuritd, zlep8ené preZivani
bun€k a rist, stejn& jako transkripéni aktivaci jistych sekvenci
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nukleovych kyselin (nap¥iklad promotorovych/enhancerovych
elementld, stejn& jako strukturdlnich genl), zpracovani
souvisejici s GDNF, translaci nebo fosforylaci a indukci
sekundéarnich procesd odpov&di na procesy p¥imo nebo nep¥imo
indukované GDNF, nyni malo znamé.

Napfiklad, mGZe byt vytvofen modelovy systém, ktery miZe byt
pouZit pro studium G&inkd nadm&rné aktivity GDNF. V takovém
systému miZe byt odpov&d bundk na GDNF zvy&ena vlo¥enim zvysSeného
poCtu GDNFR do bun&k modelového systému, ve srovnini s burikami,
které nebyly takto modifikovény. Ma¥e byt také vyvinut systém pro
selektivni dodéni zvySeného po&tu GDNFR butikdm, které normilnd
exprivuji GDNFR. Pro zaji%t&ni exprese GDNFR miZe byt gen pro
GDNFR umisté&n pod kontrolou vhodné promotorové sekvence. Ma¥e byt
zddouci umisté&ni genu pro GDNFR pod kontrolu konstitutivniho
a/nebo tkatlov& specifického promotoru (vietn&, ale bez omezeni,
promotoru pro neuron specifickou enolasu, neurofilament a
tyrosin hydroxylasu), indukovatelného promotoru (jako je promotor
pro methalothionein), UV aktivovaného promotoru v dlouhé
termindlni opakujici se sekvenci viru lidské imunodeficience
(Valeri et al., 1988, Nature, 333: 78 - 81), nebo CMV promotoru
(jak je ten, ktef? je obsaZen v pCMX, déle) nebo v§vojového
reguladniho promotoru.

ZvySenim poltu buné&&nych GDNFR mi¥e byt zvysena odpovéd na
endogenni GDNF. Pokud modelovy systém obsahuje mdlo nebo zadny
GDNF, miZe byt GDNF p¥idén do systému. Mi¥e byt také Zadouci
pfidéni dalZiho GDNF doo modelového systému pro hodnoceni Gdinkd
nadmérné GDNF aktivity. Nadm&rni exprese GDNF (nebo sekrece GDNF)
miZe byt jednou metodou pro studium G&inkd zvy8enych hladin GDNF

na butlkky jiZ exprivujici GDNFR.
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Terapie za pouZiti GDNFR

V jiném aspektu, u nékter?ch stavli miZ%e byt vyhodné zvydeni
reaktivity na GDNF. MiZe byt proto vyhodné zvySeni poldtu nebo
vazebné afinity GDNFR u pacient® trpicich takovymi stavy
reagujicimi na terapii GDNFR. Tohoto mi¥e byt dosa¥eno pomoci
genové terapie, kdy je dosafena selektivni exprese
rekombinantniho GDNFR ve vhodn§ch buiikéch, napriklad pomoci gent
pro GDNFR kontrolovanych tkéifiov& specifickymi nebo
indukovatelnymi promotory nebo produkci lokalizované infekce
replikace deficientnimi viry nesoucimi rekombinantni gen pro
GDNFR.

Pfedpoklddéd se, #¥e stavy, u kterych bude vyhodné podadni GDNFR
nebo kombinované poddni GDNF/GDNFR zahrnuji, ale nejsou omezeny
na, onemocné&ni motorickych neurond vdetnd amyotrofické laterdlni
sklerosy, neurologicka onemocné&ni spojend s diabetes mellitus,
Parkinsonovou nemoci, Alzheimerovou nemoci a Huntingtonovou
choreou. Dal8i indikace pro poddni GDNFR nebo kombinace
GDNF/GDNFR jsou popsény vySe a dale obsahuji 1lé¢bu: glaukomu a
jingch onemocnéni vyznadujicich se degeneraci gangliovych buné&k
sitnice; sensorickych neuropatii zplisobenych poskozenim,
poranénim, nebo degeneraci sensorickjych neuront; patologickych
stavi jako je d&dilnd degenerace sitnice a v&k, onemocn&ni nebo
retinopatie asociovand s poran&nim, p¥i kterych se vyskytuje
degenerace fotoreceptorli, kterd je odpov&dni za ztratu zraku; a
poran&ni nebo degenerace sensorickych bun&k vnit¥niho ucha, jako
jsou vlaskové builky a sluchové neurony pro zabran&ni a/nebo 1&&bu
ztraty sluchu z nejrizn&jdich p¥idin.
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Transgenni zvifata

V je8t& jiném aspektu miZe byt rekombinantni gen pro GDNFR
pouZit pro inaktivaci nebo "knokautovani" endiogenniho genu
(napfiklad homologni rekombinaci) a tak pro vytvo¥eni GDNFR
deficientnich bun&k, tkéni a zvi¥at. Nap¥iklad, rekombinantni gen
pro GDNFR miZe byt zpracovdn tak, aby obsahoval inserdni mutaci,
kterad inaktivuje GDNFR. Takovy konstrukt, pod kontrolou vhodné&ho
promotoru, miZe byt vloZen do bundk, jako jsou embryonilni
kmenové builky, jakoukoliv b&Znou technikou, jako je transfekce,
transdukce, injekce atd. Builiky obsahujici konstrukt mohou byt
selektovéany, nap¥iklad podle resistence na G418. Jsou potom
identifikovany bufiky, kterym chybi intaktni GDNFR (nap¥iklad
Southern blotingem nebo Northern blotingem nebo testy na
expresi) . Builky postrddajici intaktni gen pro GDNFR mohou byt
potom fdsovény s Casnymi embryondlnimi busikami pro generovani
transgennich zvifat deficientnich pro GDNFR. Srovnéni takovych
zvi¥at se zvi¥aty neexprivujicimi endogenni GDNF uk&¥e, zda si
tyto dva fenotypy odpovidaji nebo nikoliv, co¥ ukiZe na
pfitomnost dalfich GDNF-podobnych faktor@ nebo receptorii. Takova
zvifata mohou byt pouZita pro definovéni specifickych
neurondlnich populaci, nebo jingch in vivo procest, normiln&
zavislych na GDNF. Proto lze predpoklédat, ¥e tyto populace nebo
procesy budou naruSeny u zvi¥at, kterd neexprivuji GDNFR a proto
nemohou odpovidat na GDNF.

Diagnostické aplikace
Podle pfedkladaného vyndlezu mohou byt GDNFR sondy pou¥ity pro

identifikaci bunék a tkéani, které reaguji na GDNF u normalnich
nebo u chorobnych stavi. Predklddany vyndlez poskytuje metody pro
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identifikaci bun&k, které reaguji na GDNF detekci exprese GDNFR v
takovych butikdch. Exprese GDNFR miZe byt prokédzéana transkripci
GDNFR mRNA nebo produkci GDNFR proteinu. GDNFR exprese muZe byt
detekovdna za pouZiti sond, klteré identifikuji GDNFR nukleovou
kyselinu nebo protein nebo detekeci "smy&kovych" sekvenci
arteficidlnd p¥ipojengych ke GDNFR proteinu.

Jednou z mnoha sond, které mohou byt pouZity pro detekci
exprese GDNFR je nukleokyselinovéd sonda, kterd miZe byt pouzita k
detekci GDNFR kodujici mRNA pomoci jakékoliv v oboru znamé
metody, v&etn&, ale bez omezeni, hybridizace in situ, Northern
blot analyzy, nebo PCR technik. Produkty nukleovych kyselin podle
p¥edklédaného vynalezu mohou byt znaleny detekovatelnym markerem
(jako jsou radioizotopy nebo neradioaktivni markery jako je
biotin) a mohou b§t pouZity v procesu hybridizace pro lokalizaci
pozice lidského genu pro GDNFR a/nebo pozice jakékoliv p¥ibuzné
gehové rodiny v chromosomdlni mapé&. Mohou byt také pouZity pro.
identifikaci lidskych onemocn&ni genu pro GDNFR na DNA Grovni a
mohou byt pouZity jako genové markery pro identifikaci sousednich
geni a jejich onemocn&ni. TéZ jsou zde obsa¥eny kity obsahujici
takové znafené materidly.

Polypeptidové produkty podle predkladaného vyndlezu mohou byt
znaleny spojenim s jakoukoliv detekovatelnou markerovou substanci
nebo znalkou (naptiklad radioaktivnim izotopem, fluorescentni
nebo chemiluminiscendni chemikalii, enzymem nebo jinym znalicim
dinidlem dostupnym v oboru) za zisku &inidla, které je pouZitelné
p¥i detekci a kvantifikaci GDNF ve vzorcich tkéni a kapalin jako
je krev nebo mo&. Takové produkty mohou byt také pouZity pro
detekci bun&k a tkani, které reaguji na GDNF p¥i normalnich a
patologickych stavech. |
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Jinym moZnym testem pro detekci p¥itomnosti GDNF v testovaném
vzorku je vySetfeni p¥itomnosti GDNF-podobnych molekul obsahujici
kontaktovani testovaného vzorku s GDNFR peptidem imobilizovangm

na pevné fazi, €imZ vznikne vazba GDNF na GDNFR. GDNF navazany na

GDNFR miZe byt voliteln& kontaktovdn s detek®nim ¢inidlem, jako
je znafend protildtka specifickd pro GDNF, za vzniku
detekovatelného produktu. Takové testy mohou byt vyvinuty ve
formé& testovacich prost¥edkd pro analyzu testovaného vzorku. V
zdkladni form& takovy prost¥edek obsahuje pevnou fazi obsahujici
nebo potaZenou GDNFR. Metoda pro analyzu testovaného vzorku na
pfitomnost GDNF miZe obsahovat kontaktovani vzorku s testovacim
¢inidlem obsahujicim GDNFR protein, kde uvedeny GDNFR protein
reaguje s GDNF pritomnym v testovaném vzorku a produkuje
detekovatelny reak&ni produkt ukazujici na p¥itomnost GDNF.

Testovaci &inidla zde poskytnutd mohou byt také obsaZena jako
soutast kitu nebo vyrobku. Je zde obsafen vyrobek obsahujici
obalovy materidl a jeden nebo vice p¥ipravka predkladanych
nukleokyselinovych nebo aminokyselinovych sekvenci. Takovy
obalovy materidl bude obsahovat ozna&eni ukazujici, Ze p¥ipravek
je pouZitelny pro detekci GDNF, GDNFR nebo GDNFR defektd v
biologickém vzorku. Kit mi¥e ddle obsahovat materidly pro
provedeni takového testovani, jako jsou &inidla pro provedeni
proteinové analyzy, DNA nebo RNA hybridizadni analyzy nebo PCR
analyzy krve, moli nebo tkéatiovych vzorkd.

Protildtka proti GDNFR
Podle pfedklddaného vyndlezu mi¥e byt GDNFR protein, nebo jeho

fragmenty nebo derivity, pouZit jako imunogen Pro generovani
anti-GDNFR protildtek. Pro dal$i zvySeni pravdépodobnosti
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produkce anti-GDNFR imunitni odpov&di mife byt aminokyselinova
sekvence GDNFR analyzovéna pro identifikaci.éésti molekuly, které
mohou byt spojeny se zvySenou imunogenicitou. Nap¥iklad,
aminokyselinovd sekvence miZe byt podrobena poditalové analyze
pro identifikaci povrchovych epitopt, které predstavuji
pocitalové generované mapy hydrofobicity, povrchové sturktury,
flexibility, antigenniho indexu, amfifilického indexu,
amfifilického listu a sekunddrni struktury GDNFR,. Alternativnég,
mohou byt srovnavany aminokyselinové sekvence GDNFR z riznych
druhl a mohou byt identifikovany relativn& nehomologni regiony;
tyto nehomologni regiony budou s vy3&i pravd&podobnosti
imunogenni mezi rdznymi druhy.

Také jsou zde obsaZeny polypeptidové fragmenty duplikujici
pouze &ast kontinudlni aminokyselinové sekvence nebo sekundarni
konformace v GDNFR, kde tyto fragmenty mohou ‘mit jednu aktivitu
sav€iho GDNFR (napfiklad imunologickou aktivitu), ale ne dalfi
aktivity (napf¥iklad vazebnou aktivitu pro GDNF protein) . Proto
miZe produkce protildtek obsahovat produkci anti-peptidovych
protilatek. Za pouZiti GDNFR sekvence byly syntetizovany
nédsledujici p¥ikladné peptidy:

Tabulka 1: GDNFR peptidy

SJP-6 H_N-QSCSTKYRTL-COOH lidsky GDNFR, AA 40-49 (SEQ ID NO: 25)
SJP-7 H_N-CKRGMKKEKN-COOH lidsky GDNFR, AA 89-98 (SEQ ID NO: 26)
SJP-8 H_N-LLEDSPYEPV-COOH lidsky GDNFR, AA 115-124 (SEQ ID NO: 27)
SJP-9 H_N-CSYEERERPN-COOH krysi GDNFR, AA 223-242 (SEQ ID NO: 28)
SJP-10 H_N-PAPPVQTTTATTT-COOH krysi GDNFR, AA 356-369

(SEQ ID NO: 29)
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Peptidy SJP-6, 7 a 8 jsou identické u krysiho a u lidského
GDNFR. Peptidy SJP-9 a 10 jsou odvozeny od krysi sekvence a jsou
kazdy odlisny v jedné aminokyseliné& od lidské sekvence. Mohou byt
vyrobeny jak polyklondlni, tak monoklon&lni protilétky, pomoci
metod znamych v oboru, za poufiti t&chto peptidd nebo jingch
&&asti GDNFR. '

Monoklondlni protildtky proti GDNFR mohou byt vyrobeny
jakoukoliv znamou technikou, které je dostupnd pro produkci
protildtek kontinudlni bun&¥nou linifi v kultu¥e. Nap¥iklad, miZe
byt pouzZita hybridomni technika pro produkci monoklonalnich
protildtek pGvodn& vyvinutd Kohlerem a Milsteinem (Nature 256:
495 - 497, 1975), stejn& jako trioma technika, hybridomni
technika lidskych B-bun€k (Kozbor et al., Immunology Today, 4:
72, 1983), EBV-hybridomni technika (Cole et al., v "Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy", Alan R. Liss, Inc., str. 77 - 96,
1985) a podobn. |

Lidské monoklondlni protilétky nebo chimerické my3i-lidské
(nebo jinych druhl) monoklondlni protildtky mohou byt také
pfipraveny pro terapeutické pouZiti a mohou byt vyrobeny
jakouukoliv z mnoha technik zndmych v oboru (nap¥iklad Teng et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 7308 - 7312, 1983; Kozbor et
al., Immunology Today, 4: 72-79, 1983; Ollson et al., Meth.
Enzymol., 92: 3 - 16, 1982). Mohou byt p¥ipraveny chimerické
protilatkové molekuly obsahujici my3i antigen-vazebnou doménu s
lidskymi konstantnimi regiony (Morrison et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81: 6815, 1984; Takeda et al., Nature 314: 452, 1985) .

Rizné postupy v oboru zn&mé mohou byt pou¥ity také pro
produkci polyklondlnich protilédtek. Pro produkci protildtek mohou




35 e oo .

byt rtznd hostitelskd zvi¥ata, v&etné, ale bez omezeni, kralikd,
my81i, krys atd., imunizovéna injekci GDNFR proteinu nebo jeho
fragmentu nebo derivatu. Pro zvyfeni imunologické odpové&di mohou
byt pouZita riznd adjuvans, podle vybraného druhu hostitele.
PouZitelnd adjuvans zahrnuji, ale nejsou omezena na, Freundovo
(kompletni a nekompletni) adjuvans, minerdlni geny jako je
hydroxid hlinity, povrchov& aktivni substance jako je
lysolecitin, pluronické polyoly, polyanionty, peptidy, olejové
emulse, prilipkové hemocyaniny, dinitrofenol a'lidské adjuvans
jako je BCG (Bacil Calmette-Guerin) a Corynebacterium parvum.

Zndmymi technikami mife byt také pFipraven molekularni klon
protilatek proti GDNFR epitopu. Rekombinantni DNA technika (viz
nap¥iklad Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1982) miZe byt pouZita pro konstrukci sekvenci nukleovych
kyselin, které koduji molekulu monoklondlni protilatky, nebo jeji
vazebnou &ast pro antigen.

Molekuly protilatky mohou byt predifté&ny zndmymi technikami,
nap¥iklad imunoabsorpci nebo imunoafinitni chromatografii,
chromatografickymi metodami jako je kapalinova chromatografie s
vysokou rozliSovaci schopnosti, nebo jejich kombinace atd.
P¥edkladany vyndlez poskytuje protilatkové molekuly, stejn& jako
fragmenty takovych protildtkovych molekul. Fragmenty protilatek,
které obsahuji idiotyp molekulu, mohou byt generovany znamymi
technikami. Napfiklad, takové fragmenty zahrnuji, ale nejsou
omezeny na: F(ab') 6 fragment, ktery miZe byt produkovin
pepsinovym travenim protildtkové molekuly; Fab' fragmenty, které
mohou byt generovény redukci disulfidovych mistkd F(ab')
fragmentu a Fab fragmenty, které mohou byt produkovany oSet¥enim
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molekuly protilétky papainem a reduk&nim &inidlem.

Takové selektivni vazebné molekuly mohou byt sami o sob&
alternativou ke GDNFR proteinu a mohou byt formulovany jako
farmaceuticky p¥ipravek.

Rekombinantni exprese GDNFR proteinu

Pfedkladany vyndlez poskytuje razné polynukleotidy kodujici
GDNFR proteiny. Produkt exprese a jeho derivaty je
charakterizovan schopnosti vazby na GDNF, ktera je specificka a
vysokoafinitni, takZe mohou prob&hnout dal%i interakce se
signdlnimi molekulami, co% vyvolava nebo zvy8uje aktivitu GDNF,
jako je zvy8ené vychytdvani dopaminu dopaminergnimi butikami.
Polynukleotidy mohou byt také pouZity v aplikacich bun&&né
terapie nebo genové terapie.

Podle pfedklddaného vyndlezu jsou poskytnuty novy GDNFR

protein a DNA sekvence kodujici vSechny &&sti takového receptoru.

Nové sekvence nukleovych kyselin podle p¥edkladaného vynélezu
jsou pouZitelné v zajiSt&ni exprese polypeptidovych produktl v
prokaryotickych nebo v eukaryotickych hostitelskych buiikdch, kde
uvedeny peptidovy produkt md alespoi &&st primdrni strukturdlni
konformace a jednu nebo vice biologickych vlastnosti
rekombinantniho lidského GDNFR. Nukleové kyseliny mohou byt
prelifté&né a izolované, takZe je poZadovany kodujici region

pouZitelny pro produkci polypeptiddl podle p¥edkléadaného vynédlezu.

Alternativn& mohou byt sekvence nukleovych kyselin pouzity pro
diagnostické Glely, jak je podrobn&ji popsdno dile. P¥iklady DNA
sekvenci podle pfedkléddaného vyndlezu jsou sekvence nukleovych
kyselin kodujici aminokyselinové sekvence GDNFR uk&zané na
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obrdzkdch 2 a 4 a uvedené v SEQ ID NO: 2 a v SEQ ID NO: 4. Kromé&
toho, DNA sekvence popsané v p¥edkladaném vyndlezu mohou
specificky obsahovat: (a) jakoukoliv z DNA sekvenci zobrazenych
na obrdzku 1 a 3 (a komplement&rnich fetézcﬁ);b(b) DNA sekvence,
které hybridizuji (za hybridiza&nich podminek popsanych v sekci
vySet¥ovdni cDNA knihovny ddle, nebo za ekvivalentni podminek
nebo za p¥isn&jgich podminek) na DNA sekvence v podbodu (a) nebo
na jejich fragmenty; a (c¢) DNA sekvence, které i pres degeneraci
genetického kodu mohou hybridizovat na DNA sekvence podbodu (a) .
Specificky jsou v podbodech (b) a (c) obsaZeny genomové DNA
sekvence kodujici alelické varianty lidského GDNFR a/nebo
kodujici GDNFR z jingch sav&ich druht, a vyrobené DNA sekvence
kodujici GDNFR, fragmenty GDNFR a analogy GDNFR, jejichZ DNA
sekvence mohou inkorporovat kodony usnadiiujici transkripci a
translaci messengerové RNA v mikrobid&lnim hostiteli. Takové
zpracované sekvence mohou byt snadno konstruovany metodami v
oboru znémymi, stejné& jako metodami,.které jsou zde popsény.

Techniky rekombinantni exprese, provedené podle popisu zde
uvedeného nebo podle jingch znémych metod, mohou byt pouZity pro
produkci téchto polynukleotidl a pro expresi rtznych GDNFR
proteind. Nap¥iklad, inserci sekvence nukleové kyseliny, ktera
koduje GDNFR protein, do vhodného vektoru, miZe odbornik v oboru
snadno produkovat velkd mnoZstvi po¥adovany nukleotidové
sekvence. Tyto sekvence mohou byt potom pouZity pro generovani
detek¢nich sond nebo amplifika&nich primert. Alternativnd mife
byt polynukleotid kodujici GDNFR protein insertovén do expresniho
vektoru. VloZenim expresniho vektoru do vhodného hostitele mtfe
byt produkovdn GDNFR protein ve velkych mno¥stvich.

Jak je zde dale popséno, existuje mnoho systémd
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vektor/hostitel pro propagaci sekvenci nukleovych kyselin a/nebo
pro produkci GDNFR protein. Tyto zahrnuji, ale nejsou omezeny
na, plasmidové, virové a inser&ni vektory, a prokaryotické a
eukaryotické hostitele. Odbornik v oboru miZe adaptovat systém
vektor/hostitel, ktery umoZiiuje propagaci nebo expresi
heterologni DNA pro produkci nebo expresi sekvenci podle
p¥edkladaného vynélezu.

Pomoci takovych rekombinantnich technik jsou GDNFR proteiny
podle pr¥edkladaného vyndlezu snadno produkovany v komerénich
mnozZstvich s vysokou ¢istotou. Kromé& toho, odbornici oceni, Ze
nové sekvence nukleovych kyselin zahrnuji degenerované sekvence
nukleovych kyselin kodujici GDNFR proteiny specificky uvedené v
obrazkach, sekvence kodujici varianty GDNFR proteinl, a sekvence
nukleovych kyselin, které hybridizuji, vyhodn& za p¥isnych
hybridizadnich podminek, s komplementy t&chto sekvenci nukleov§ch
kyselin (viz Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, strany 387 aZ 389 1982).
P¥ikladem p¥isnych hyboridizalnich podminek je hybridizace p¥i 4
x SSC p¥i 62 aZ 67 °C, nadsledovand promytim v 0,1 x SSC p¥i 62 -
67 °C po dobu p¥ibliZné jedné hodiny. Alternativné& je pf¥ikladem
p¥isnych hybridiza&nich podminek hybridizace v 45 - 50%
formamidu, 4 x SSC pfi 40-45 °C. DNA sekvence, které hybridizuji
na komplementdrni sekvence pro GDNFR protein za uvolnénych
hybridizafnich podminek a které koduji GDNFR protein podle
p¥edkladaného vynélezu jsou zde také obsaZeny. Prikady takovych
hybridiza&nich podminek s mirnou p¥isnosti jsou 4 x SSC p¥i 45-55
°C nebo hybridizace s 30-40% formamidem p¥i 40-45 °C.
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P¥iprava polynukleotidl kodujicich GDNFR

Na z&klad€ objevl p¥edkladaného vyndlezu mohou byt sekvence
nukleovych kyselin kodujici kompletni GDNFR polypeptid nebo jeho
fragmenty snadno pripraveny nebo ziskdny mnoha zplsoby, v&etng&,
ale bez omezeni, chemické syntesy, vySetfovadnim cDNA nebo
genomovych knihoven a/nebo PCR amplifikaci c¢DNA. Tyto a jiné
metody pro pr¥ipravu sekvenci nukleovych kyselin jsou v oboru
zndmé a jsou uvedeny napriklad v Sambrook et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor, N.Y., 1989), Ausubel et al., vyd. (Current
Protocols in Molecular Biology, Current Protocols Press, 1994) a
Berger and Kimmel (Methods in Enzymology: Guide to Molecular
Cloning Techniques, svazek 152, Academic Press, Inc., San Diego,
CA, 1987). V¥hodné sekvence nukleovych kyselin kodujici GDNFR
jsou savii sekvence.

Chemické& syntéza sekvenci nukleovych kyselin kodujicich GDNFR
protein miZe byt také provedena za pouZiti metod zndmych v oboru,
jako jsou ty, které uvadi Engels et al., (Angew Chem. Intl. Ed.,
28: 716 - 734, 1989). Tyto metody zahrnuji, mimo jiné,
fosfodiesterovou, fosforoamiditovou a H-fosfonatovou metodu
syntesy sekvenci nukleovych kyselin. V¢hodnou metodou pro takovou
chemickou syntesu je polymery podporovand syntesa vyuzivajici
standartni fosforoamiditové chemie. Typicky bude délka DNA
kodujici poZadovany polypeptid nékolik stovek bazi (bp) nebo
nukleotidl. Sekvence nukleovych kyselin del8i neZ asi 100
nukleotidld mohou byt za pouZiti téchto metod syntetizovany jako
n&kolik fragmentl. Tyto fragmenty mohou byt potom ligovany
dohromady za zisku sekvence pro expresi kompletniho GDNFR
polypeptidu nebo jeho &asti.
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Alternativné mohou byt vhodné sekvence nukleovych kyselin
zigkdny vySet¥ovanim vhodnych cDNA knihoven (t.j. knihoven
pfipravenych z jedné nebo vice tkani, u kterych se pfedpoklada
exprese proteinu) nebo genomovych knihoven (knihoven pfipravenych
z celkové genomové DNA). Zdrojem cDNA knihovny je typicky tkan, u
které se pYedpokl&da exprese GDNFR v dostatedném mno¥stvi.
Typicky je zdrojem genomové knihovny jakakoliv tkai od savcld, u
kterych se p¥edpoklddd, Ze maji gen kodujici GDNFR. Knihovna miSe
byt potom vySet¥ovdna na p¥itomnost GDNFR cDNA/genu za pouZiti
jedné nebo vice sond nukleovych kyselin (jako jsou
oligonukleotidy, fragmenty cDNA nebo genomové DNA vybrané na
zdklad& zde popsanych sekvenci), které budou hybridizovat
selektivn& s GDNFR cDNA nebo genem p¥itomnym v knihovn&. Sondy,
které jsou obvykle pouZité pro vySet¥ovani takovych knihoven
obvykle koduji maly region GDNFR sekvence nukleovych kyselin ze
stejného nebo z podobného druhu, jako je druh, ze kterého byla
knihovna p¥ipravena. Alternativn& mt¥e byt sonda degenerovana,
jak je zde popséno.

VyS8et¥ovéani knihovny je typicky provedeno tepelnym zpracovanim
oligonukleotidové sondy nebo c¢DNA s klony v knihovn& za podminek
pfisnosti, které brani nespecifické vazb&, ale které umoZiuji
vazbu (hybridizaci) té&ch klonl, které maji signifikantni
homologii se sondou nebo primerem. Typické podminky hybridiza&ni
a promyvaci prisnosti z&visi Sastedn& na velikosti (t.j. pod&tu
nukleotidld) cDNA nebo oligonukleotidové sondy a na tom, zda je
sonda degenerovand. Pravd&podobnost ziskini klonu je také brana v
Gvahu p¥i vyvoji hybridizadniho roztoku (nap¥iklad na tom, zda je
vyS8etfovadna cDNA nebo genomova knihovna; pokud se jednd o cDNA
knihovnu, pak je vy$8i pravd&podobnost p#itomnosti vy§$ich hladin
poZadované cDNA) .
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Pokud jsou DNA fragmenty (jako je cDNA) pouzity jako sondy,
pak jsou typické hybridiza®ni podminky takové, jak je uvadi
Ausubel et al., vyd., vySe. Po hybridizaci je skvrna obsahujici
knihovnu promyta p¥i vhodné pfisnosti, zdvisejici na né&kolika
faktorech jako je velikost sondy, odek&avani homologie sondy a
klonu, typu vySet¥ované knihovny, podtu vySet¥ovangch klonld a
podobn&. P¥iklady p¥isnych promyvacich podminek (které maji
obvykle nizkou iontovou silu a jsou pou¥ity p¥i relativn&
vysokych teplotéch) jsou nésledujici. Jednim takovym promytim za
pfisnych podminek je 0,015 M NaCl, 0,005 M citratu sodného a 0,
1% SDS pfi 55-65 °C. Jinym takovym pufrem pro p¥isné promyti je
1 mM NazEDTA, 40 mM NaHPO4, PH 7,2 a 1% SDS p¥i asi 40-50°C.
Jinym promytim za p¥isnych podminek je 0,2 x SSC a 0,1% SDS pfi
asi 50-65 °cC.

Jsou zde také uvedeny p¥iklady protokold pro p¥isné podminky
promyti v pfipadech, Ze jsou oligonukleotidové sondy pouZity pro
vyS8et¥ovani cDNA nebo genomovych knihoven. Napriklad, prvni
protokol pouZiva 6 x SSC s 0,05% pyrofosfatem sodnym p¥i teploté
mezi 35 - 65 °C, podle délky sondy. Nap¥iklad, sondy o 14 bazich
jsou promyty pfi 35 - 40 °C, sondy o 17 bazich jsou promyty p¥i
45 - 50 °C, sondy o 20 bazich jsou promyty p¥i 52 - 57 °C a sondy
0 23 bazich jsou promyty p¥i 57 - 63 °C. Teplota miZe byt zvySena
© 2-3 °C, pokud je nespecificki vazba pozadi vysoké. Druhy
protokol pouZivd pro promyti tetramethylammoniumchlorid (TMAC) .
Jedenim roztokem pro p¥isné promyti je 3 M TMAC, 50 mM Tris-HC1,
pH 8,0 a 0,2% SDS.

Jinou vhodnou metodou pro ziskéni sekvenci nukleovych kyselin
kodujicich GDNFR protein je polymerasova Yet&zova reakce (PCR) V
této metod& je poly(A)+RNA nebo celkovd RNA extrahovana z tkang,
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ktera exprivuje GDNFR. cDNA je potom pfipravena z RNA za pouZiti
enzymu reversni transkriptasa (t.j. RT-PCR). Dva primery, typicky
komplementarni ke dvéma separdtnim region@im GDNFR cDNA
(oligonukleotidy) jsou potom p¥idédny k cDNA spolu s polymerasou
jako je Taq polymerasa a polymerasa amplifikuje cDNA region mezi
dvéma primery.

Tam, kde metoda volby pro p¥ipravu sekvenci nukleovych kyselin
kodujicich poZadovany GDNFR protein vy¥aduje pouZiti
oligonukleotidovych primerd nebo sond (nap¥iklad PCR, cDNA nebo
vySetfovani genomovych knihoven), by m&ly oligonukleotidové
sekvence nebo primery byt dostate&né délky a mély by byt
dostatelné jednoznalné pro minimalizaci mno¥stvi nespecifické
vazby, kterd prob&hne b&hem vySet¥ovani knihovny nebo b&hem PCR
amplifikace. Aktudlni sekvence sond nebo primerd je obvykle
zaloZena na konzervovanych nebo vysoce homolognich sekvencich
- nebo regionech. ze stejného nebo podobného genu z jiného |
organismu, jako krysi sekvence nukleovych kyselin obsaZend v
pfedkladaném vyndlezu. Voliteln& mohou byt sondy nebo primery
Castelné& nebo Gpln& degenerované, t.j. mohou obsahovat sm&s
sond/primerd, které vechny koduji stejnou aminokyselinovou
sekvenci, ale pomoci rdznych kodonl. Alternativou k pripravé
degenerovanych sond je umist&ni inosinu do nékterych nebo do
v8ech z téchto kodond, které se 1i%i mezi druhy.
Oligonukleotidové sodny nebo primery mohou byt pfipraveny
metodami chemické syntesy DNA, jak byly popsény vyde.

GDNFR proteiny zaloZené na sekvencich nukleovych kyselin
kodujicich GDNFR, stejné jako jejich mutantnich a variantnich
sekvencich, také spadaji do rozsahu p¥edkléadaného vyndlezu.
Mutantni nebo variantni sekvence zahrnuji ty sekvence, které
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obsahuji jednu nebo vice nukleotidovych substituci, deleci a/nebo
inserci ve srovndni s p¥irozenou sekvenci a které vedou k expresi
variaci v aminokyselinové sekvenci ve srovnini s pfirozenou
aminokyselinovou sekvenci. V nékterych p¥ipadech mohou existovat
p¥irozené GDNFR aminokyselinové mutanty nebo varianty, diky
existenci p¥irozenych alelickych variaci. GDNFR protein
vznikajici na zdklad& takovych p¥irozen& se vyskytujicich mutantd
nebo variant také spadaji do rozsahu predkladaného vynélezu.
Priprava syntetickych mutantnich sekvenci je také v oboru dob¥e
znama a je popséna nap¥iklad ve Wells et al (Gene 34: 315, 1985)
a v Sambrook et al., vySe.

V nékterych p¥ipadech mife byt ¥adouci pt¥iprava
nukleokyselinovych a/nebo aminokyselinovych variant pfirozeného
GDNFR. Nukleokysélinové varianty (kde se jeden nebo vice
nukleotidld 1i8i od p¥irozeného GDNFR) mohou byt produkovany za
poufiti mistn& ¥izené mutagenese nebo PCR amplifikace, pti které.
ma primer poZadovanou bodovou mutaci (viz Sambrook et al., vy8e a
Ausubel et al., vySe, pro popis technik mutagenese). Chemicks
syntesa pouzivajici metod popsanych v Engels et al., vySe, miuZe
byt také pouZita pro p¥ipravu takovych variant. Stejné& tak mohou
byt pouZity jiné metody zn&mé odbornikém v oboru. V¥hodné
varianty nukleovych kyselin jsou ty, které obsahuji nukleotidové
substituce v preferen&nim kodonu v hostitelské bufice, ktera je
pouZita k rekombinantni produkci GDNFR. Jiné vyhodné varianty
jsou ty, které koduji konzervativni zm&ny aminokyselin (nap¥iklad
takové, kde neni vyznamn& zm&né&n nébbj nebo polarita postraniho
¥Yet&zce p¥irozenych aminokyselin substituci za jinou
aminokyselinu) ve srovndni s p¥irozenym typem, a ty, které jsou
vytvoreny tak, aby byla generovana nova glykosylad&ni a/nebo
fosforylatni mista na GDNFR, nebo ty, které jsou generovany tak,
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aby byla existujici glykosyladni a/nebo fosforyladni mista na
GDNFR deletovéana.

Vektory

CDNA nebo genomovad DNA kodujici pozadovany GDNFR protein je
insertovéna do vektoru pro dal#i klonovani (amplifikaci DNA) nebo
pro expresi. Vhodné vektory jsou komer&né dostupné&, nebo mohou
byt specidln& vytvoreny. Mo¥né vektory zahrnuji, ale nejsou
omezeny na, kosmidy, plasmidy nebo modifikované viry, ale
vektorovy systém musi byt kompatibilni s vybranou hostitelskou
bunikou.Takové vektory zahrnuji, ale nejsou omezeny na,
bakteriofdgy jako jsou derivaty lambda, nebo plasmidy jako je
PBR322, pUC nebo Bluescript™ plasmidové derivéty (Stratagene, La
Jolla, CA). Rekombinantni molekuly mohou byt vloZeny do
hostitelskych bun&k pomoci transformace, transfekce, infekce,
elektroporace nebo jingch zndmych technik.

Napfikad, sekvence nukleovich kyselin kodujici GDNFR je
insertovéna do klonovaciho vektoru, ktery je pouzit k
transformaci, transfekci nebo infekci vhodnych hostitelsk§ch
bungk, takZe je generovdno mnoho kopii sekvence nukleovych
kyselin. Toto miZe byt provedeno ligaci DNA fragmentu do
klonovaciho vektoru, ktery md komplement&drni lepivé konce. Pokud
nejsou komplementdrni restrik&ni mista pouZitd ve fragmentu DNA
pfitomna v klonovacim vektoru, pak mohou byt konce DNA molekul
enzymaticky modifikovany. Také mi¥e byt vyhodna inkorporace mist
pro Sté&peni restrik&nimi endonukleasami do oligonukleotidovych
primerd pouZitych v polymerasové ¥et&zové reakci pro usnadnéni
inserce vysledné sekvence nukleovych kyselin do vektoru.
Alternativné, jakékoliv poZadované misto mi¥e byt vytvoreno
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ligovanim nukleotidovych sekvenci (linker®i) na DNA konce; tyto
ligované linkery mohou obsahovat specifické chemicky
syntetizované oligonukleotidy kodujici rozpoznavaci mista pro
restrikéni endonukleasy. V alternativni metod® miSe byt St&pici
vektor a GDNFR kodujici sekvence nukleovych kyselin modifikovana
p¥ipojenim homopolymeru. Ve specifickych provedenich umoZiiuje
transformace hostitelskych bun&k rekombinantnimi DNA molekulami,
které obsahuji izolovany gen pro GDNFR, cDNA nebo syntetizované
DNA sekvence generovani mnoha kopii genu. Proto miZe byt sekvence
nukleovych kyselin kodujici GDNFR ziskéna ve velkém mnoZstvi
pomoci kultivace transformant®, izolace rekombinantnich DNA
molekul z transformantl a - pokud je to nutné - zpdtnym ziskanim
ingertovaného genu z izolované rekombinantni DNA.

Selekce nebo konstrukce vhodného vektoru bude z&viset na 1)
tom, zda bude pouZit pro DNA amplifikaci nebo pro DNA expresi; 2)
na velikosti DNA, kterd bude insertovidna do vektoru; a na
hostitelské buiice (nap¥iklad savdi, hmyzi, kvasince, houbg,
rostlinné nebo bakteridlni bulice), ktera m& byt transformovana
vektorem. KaZdy vektor obsahuje rGzné slo¥ky v zavislosti na své
funkci (amplifikace DNA nebo exprese DNA) a jeho kompatibilité& s
vybranou hostitelskou buiikou. Pro DNA expresi mohou slozky
vektoru zahrnovat, bez omezeni, jednu nebo vice z néasledujicich
sloZek: signdlni sekvence, zdroj replikace, jeden nebo vice
selek&nich nebo markerovych gent, enhancerové elementy,
promotory, sekvence ukonéujici transkripci, a podobné&. Tyto
sloZky mohou byt ziskdny z pr¥irozenych zdrojl nebo mohou byt
syntetizovany znémymi postupy. Vektory podle p¥edklédaného
vynadlezu obsahuji sekvence nukleov§ch kyselin, které koduji
poZadovany GDNFR protein, operativn® navézané na jeden nebo vice
amplifika&nich, kontrolnich expresnich, reguladnich nebo
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podobnych operaénich elementd schopnych ¥izeni, kontroly nebo
jinak ovlivnujicich amplifikaci nebo expresi sekvence nukleovych
kyselin kodujici GDNFR protein ve vybrané hostitelské bufice.

Expresni vektory obsahujici sekvence nukleovych kyselin pro
GDNFR mohou byt identifikovény t¥emi obecnymi zplhsoby: (a)
DNA-DNA hybridizaci; (b) p¥itomnosti nebo absenci funkce
"markerového" genu; a (c) expresi insertovanych sekvenci. V
prvnim p¥istupu miZe byt p¥itomnost cizorodé sekvence nukleovych
kyselin insertovanych do expresniho vektoru identifikovéna
DNA-DNA hybridizaci za pouZiti sond obsahujicich sekvence, které
jsou homologni k insertované sekvenci nukleovych kyselin kodujici
GDNFR. Ve druhém p¥istupu miZe byt systém rekombinantni
vektor/hostitel identifikovdn a selektovédn na zéklad& pfitomnosti
nebo absence jistych funkci "markerového" genu (napf¥iklad
aktivity thymidin kinasy, resistence na antibiotika,
transformadniho fenotypu, okluse tvorby t&lisek v bakuloviru
atd.) zplisobenych inserci cizorodé sekvence nukleovych kyselin do
vektoru. Napt¥iklad, pokud je sekvence nukleovych kyselin kodujici
GDNFR insertovéna spolu se sekvenci markerového genu do vektoru,
tak mohou byt rekombinanty obsahujici GDNFR insert identifikovéna
absenci funkce markerového genu. Ve t¥etim p¥istupu miZe byt
rekombinantni expresni vektor identifikovén detekci cizorodého
proteinového produktu exprivovaného rekombinantni sekvenci
nukleovych kyselin. Takové testy jsou zaloZeny na fyzik&lnich
nebo na funk&nich vlastnostech exprivovaného GDNFR proteinového
produktu, nap¥iklad na vazb& GDNFR proteinu na GDNF nebo na
protildtku, kterd p¥imo rozpozndva GDNFR.
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Signadlni sekvence

Signdlni sekvence mohou byt slo¥kou vektoru, nebo mohou byt
souldsti GDNFR DNA, kterd je insertovédna do vektoru. Nativni
GDNFR DNA koduje signdlni sekvence na amino koncové &&sti
proteinu, kterd je Sté&pena b&hem posttransla&niho zpracovani
proteinu za vzniku zralého GDNFR proteinu. Do rozsahu
p¥edkladaného vyndlezu spadaji GDNFR polynukleotidy s p¥irozenou
signdlni sekvenci, stejn& jako GDNFR polynukleotidy, ve kterych
je p¥irozend signdlni sekvence deletovédna a nahrazena heterologni
signalni sekvenci. Vybrand heterologni signdlni sekvence by méla
byt takovd, kterd je rozpozndvéna a zpracovéna, t.j. Sté&pena
signdlni peptidasou, hostitelskou buiikou. Pro prokaryotické
hostitelské buliky, které nerozpoznévaji a nezpracovavaji
pfirozenou GDNFR signdlni sekvenci je signilni sekvence
substituovéna prokaryotickou signdlni sekvenci vybranou nap¥iklad
ze skupiny leaderl alkalické fosfatasy, penicilinasy nebo
‘termostabilniho enterotoxinu II. Pro sekreci z kvasinek mi¥e byt
p¥irozend GDNFR signdlni sekvence substituovana leadery
kvasinkové invertasy, alfa faktoru nebo kyselé fosfatasy. Pro
expresi v sav&ich buiikdch je p¥irozend signalni sekvence
dostatelnd, afkoliv jsou vhodné i jiné savéi signédlni sekvence.

Zdroj replikace

Expresni a klonovaci vektory obvykle obsahuji sekvenci _
nukleovych kyselin, kterd umoZiiuje replikaci vektoru v jednom
nebo vice typech vybranych hostitelskych bun&k. V klonovacich
vektorech je tato sekvence typicky takovd, ktera umoziuje
replikaci vektoru nezédvislou na chromosomilni DNA hostitele a
obsahuje zdroj replikace nebo autonomn& se replikujici sekvence.
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Takové sekvence jsou dob¥e zn&mé pro mnoho bakterii, kvasinek a
virli. Zdroj replikace z plasmidu PBR322 je vhodny pro vétfinu
Gram-negativnich bakterii a rfzné zdroje (nap¥iklad SV40,
polyomovy, adenovirovy, VSV nebo BVP) jsou pou¥itelné pro
klonovaci vektory v sav&ich buiikdch. Obecn&, slo¥ka zdroje
replikace neni nutnd pro savdi expresni vektory (napt¥iklad, Sv40
zdroj je Casto pouZivdn pouze proto, ¥e obsahuje ¢asny promotor) .

Selekéni gen

Expresni a klonovaci vektory mohou obsahovat selek&ni gen.
Tento gen koduje "markerovy" protein nézbytn? pro p¥eziti nebo
rist transformovanych hostitelskych bundk, pokud jsou kultivovany
v selektivnim kultivadnim mediup. Hostitelské buiiky, které nebyly
transformovany vektorem nebudou obsahovat selek&ni gen a proto
nebudou pfeZivat v kultivadnim mediu. Typické selekini geny
koduji proteiny, které (a) zplsobuji resistenci na antibiotika
nebo jiné toxiny, nap¥iklad na ampicilin, neomycin, methotrexat
nebo tetracyklin; (b) dopliiuji auxotrofické deficience; nebo (c¢)
dopliiuji kritické Ziviny, které nejsou dosa¥itelné z kultivadniho
media.

Jiné selek&ni geny mohou byt pou¥ity pro amplifikaci genu,
ktery bude exprivovdn. Amplifikace je proces, p¥i kterém jsou
geny, které zvySen& nutné pro produkci proteint kritickych pro
riast opakovany v tandemu v chromosomech nasledujicich generaci
rekombinantnich bun&k. P#iklady vhodngch selektovatelnych markert
pro sav&i buiiky zahrnuji dihydrofolatredukasu (DHFR) a thymidin
kinasu. Sav¢i bun&fné transformanty jsou umist&ny pod selek&ni
tlak, pfi kterém jsou pouze transformanty jedine&nd adaptovany
pro pf¥ezivani diky markeru pfitomnému ve vektoru. Selek&ni tlak
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je dosaZen kultivaci tranformovangch bun&k za podminek, p¥i
kterych je koncentrace selekéniho &inidla v mediu opakované&
m&néna, coZ vede k amplifikaci jak selek&niho genu, tak DNA,
kterd koduje GDNFR. Vysledkem je, Ze jsou syntetizovany zvysené
kvantity GDNFR z amplifikované DNA.

Napfiklad, bullky transformované DHFR selek&nim genem jsou
nejprve identifikovény kultivaci v8ech transformantd v
kultivalnim mediu, které obsahuje methotrexat, ktery je
kompetitivnim antagonistou DHFR. Vhodnou hostitelskou buiikou, ve
které je prirozeny DHFR pouZit, je ovaridlni bun&&nd linie
Cinského kfelka deficientni pro aktivitu DHFR (viz nap¥iklad
Urlaub and Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77(7): 4216 - 4220,
1980) . Transformované builky jsou potom vystaveny vysokym
koncentracim methotrexatu. Toto vede k syntese mnoha kopii DHFR
genu a soufasné& ke tvorb& mnoha kopii jiné DNA p¥itomné v
expresnim vektoru, jako je DNA kodujici GDNFR protein.

Promotor

Expresni a klonovaci vektory podle p¥edkl&daného vyndlezu
budou typicky obsahovat promotor, ktery je rozpoznavan
hostitelskym organismem a ktery je operativn& navazdn na sekvenci
nukleovych kyselin kodujici GDNFR protein. Promotory jsou
netranslatované sekvence umisté&né "upstream" (5') vzhledem ke
start kodonu strukturdlniho genu (obylejn& v rozmezi 100 a¥ 1000
bp), které kontroluji transkripci a translaci ur&ité sekvence
nukleovych kyselin, jako je sekvence kodujici GDNFR. Promotory
jsou b&Zn& fazeny do jedné ze dvou skupin, indukovatelnych
promotorli a konstitutivnich promotort. Indukovatelné promotory
iniciuji zvySeni hladiny transkripce z DNA, kterd je pod jejich
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kontrolou, v odpovédi na urlité zmé&ny kultivadnich podminek, jako
je p¥itomnost nebo absence Zivin nebo zm&na teploty. Je znam
velky polet promotorl, rozpozndvanych mnoha potencidlnimi
hostitelskymi builkami. Tyto promotory jsou operativn& navézany na
DNA kodujici GDNFR odstran&nim promotoru ze zdroje DNA
restrik&nim trédvenim a inserci poZadované promotorové sekvence

do vektoru. Prirozend GDNFR promotorovd sekvence mi%e byt poufita
pro ¥izeni amplifikace a/nebo exprese GDNFR DNA. Heterologni
promotor je preferovan, pokud umoZiiuje v&tEi miru transkripce a
vy&81i zisk exprivovaného proteinu ve srovndni s p¥irozenym
promotorem, a pokud je kompatibilni se systémem hostitelské
burtiky, ktery byl vybran pro pouZiti.

Promotory vhodné pro pouZiti u prokaryotickych hostiteld
zahrnuji beta-laktamasovy a laktosovy promotorovy systém;
alakalickou fosfatasu, tryptofanovy (trp) promotorovy systém; a
hybridni promotory jako je tac promotor. Jiné znamé bakteridlni
promotory jsou také vhodné. Jejich nukleotidové sekvence byly
publikovény, coZ umoZiluje odbornikovi v oboru jejich ligaci na
poZadované sekvence DNA, za pouZiti linkerl a adaptorf, podle
potreby, pro vytvoreni poZadovanych restriké&nich mist.

Vhodné promotorové sekvence pro pouéiti ve kvasinkovych
hostitelych jsou také v oboru dobfe zn&mé. Kvasinkové enhancery
jsou vyhodné& pouZivany s kvasinkovymi promotory. Vhodné promotory
pro pouZiti v sav&ich hostitelskych bufikdch jsou také dob¥e znamé
a zahrnuji ty, které jsou ziskény z genoml vir jako je polyoma
virus, fowlpox virus, adenovirus (jako je Adenovirus 2), hové&zi
papiloma virus, virus ptadiho sarkomu, cytomegalovirus,
retrovirus, virus hepatitidy B a nejlépe Simian Virus 40 (SV40).
Dal8i vhodné sav&i promotory zahrnuji heterologni savii
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promotory, nap¥iklad promotory tepelného $oku a aktinovy
promotor. Promotor pro moZné pouZiti v produkci GDNFR proteind v
CHO burikédch je SRa (viz Takebe et al., Mol. Cell Biol. 8(1): 466
- 472, 1988). Vhodnym expresnim vektorem je pDSRa2. pDSRa2
plasmidovy konstrukt obsahujici vhodnou GDNFR cDNA miZe byt
pfipraven v podstaté& podle postupu popsaného v souvisejici U.S.
patentové p¥ihlaSce po¥adové &. 501904, podané 29.3.1990 (viz té%
Evropskad patentova p¥ihl&Ska &. 90305433, publikadni &. EP
398753, podand 18.5.1990 a WO 90/14363 (1990), jejich¥ objevy
jsou zde uvedeny jako odkaz.

Dal8i promotory, které mohou byt G&inné v kontrole exprese
GDNFR zahrnuji, ale nejsou omezeny na: region SV40 &asného
promotoru (Bernoist and Chambon, Nature, 290: 304 - 310, 1981);
CMV promotor; promotor obsaZeny v 3' dlouhém opakujicim se fseku
viru Rousova sarkomu (Yamamoto et al., Cell, 22: 787 - 797,
1980) ; herpesovy promotor thYmidin kinasy (Wagner et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 78: 144 - 1445, 1981); reguladni sekvence
genu pro methalothionin (Brinster et al., Nature 296: 39 - 42,
1982) ; prokaryotické expresni vektory jako je bat-laktamasovy
promotor (Villa-Kamaroff etr al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:
3727 - 3731, 1978), nebo tac promotor (DeBoer et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80: 21 - 25, 1983). Také pouzZitelné jsou
nasledujici zvifeci transkripéni kontrolni regiony: kontrolni
region genu pro elastasu I, ktery je aktivni v buifikdch acini
slinivky b¥i&ni (Swift et al., Cell, 38: 639 - 646, 1984; Ornitz
ét al., Cold Sprin Harbor Symp. Quant. Biol. 50: 399 - 409, 1986;
MacDonald, Hepatology, 7: 425 - 515, 1987); kontrolni region genu
pro insulin, ktery je aktivni v R-butikdch slinivky b¥i&ni
(Hanahan, Nature 315: 115 - 122, 1985); kontrolni region

imunoglobulinového genu, ktery je aktivni v lymfoidnich butikdch
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(Grosscheld et al., Cell, 38: 647 - 658, 1984; Adames et al.,
Nature, 318: 533 - 538, 1985; Alexander et al., Mol. Cell. Biol.
7: 1436 - 1444, 1987); kontrolni region viru nddoru mlé&né ¥lazy
u my$1i, kter?'je aktivni testikuldrnich, prsnich, lymfoidnich a
Zirnych builkkdch (Leder et al., Cell, 45: 485 - 495, 1986);
kontrolni region genu pro albumin, ktery je aktivni v jatrech
(Pinkert et al., Genes and Devel. 1: 268 - 276, 1987); kontrolni
region genu pro alfa fetoprotein, ktery je aktivni v jatrech
(Krumlauf et al., Mol. Cell Biol. 5: 1639 - 1648, 1985; Hammer et
al., Science 235: 53 - 58, 1987); kontrolni region genu pro
alfa-l-antitrypsin, ktery je aktivni v jatrech (Kelsey et al.,
Genes and Devel. 1: 161 - 171, 1987); kontrolni region genu pro
beta-globin, ktery je aktivni v myeloidnich buiikdch (Mogram et
al., Nature 315: 338 - 340; Kollias et al., Cell 46: 89 - 94,
1986); kontrolni region genu pro myelinovy bazicky protein, kter§
.je aktivni v oligodendrocytech mozku (Readhead et al., Cell 48:
703 - 712, 1987); kontrolni region genu pro lehky ¥Yet&zec 2
myosinu, ktery je aktivni v kosternim svalu (Sani, nature 314:
283 - 286, 1985); a kontrolni region genu pro hormon uvoliiujici
gonadotropin, ktery je aktivni v hypothalamu (Mason et al.,
Science 234: 1372 - 1378, 1986).

Enhancerové elementy

Enhancerové sekvence mohou byt insertovany do vektoru pro
zvy8eni transkripce DNA sekvence kodujici GDNFR protein podle
p¥edkladaného vynadlezu vyS88imi eukaryoty. Enhancery jsou
cis-plsobici elementy DNA, obvykle délky okolo 10 a¥ 300 bp,
které plisobi na promotor, aby zvySoval transkripci. Enhancery
maji relativni orientaci a nezédvislou pozici. Byly nalezeny 5' i
3' od transkrip&ni jednotky. Je znadmo nékolik enhancerovych
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sekvenci dosatupnych ze savlich gent (nap¥iklad pro globin,
elastasu, albumin, alfa-fetoprotein a inzulin). Obvykle bude
nicméné pouzit virovy enhancer. SV40 enhancer, enhancer &asného
promotoru cytomegaloviru, polyoma enhancer, a adenovirové
enhancery jsou priklady "posilujicich" elementd pro aktivaci
eukaryotickych promotorG. A¢koliv enhancer miZe byt vlioZen do
vektoru v pozici 5' nebo 3' ke GDNFR DNA, obvykle je umisté&n 5!
od promotoru.

Ukondeni transkripce

Expresni vektory pouZité v eukaryotické hostitelské burice
(kvasince, houbé&, hmyzi, rostlinné, zvi¥eci, lidské buifice nebo
jaderné bullce z jaké&hokoliv mnohobuné&&ného organismu) budou také
obsahovat sekvence nutné pro ukonfeni transkripce a pro
stabilizaci mRNA. Takové sekvence jsou bé&Zné& dostupné z 5' a 3
netranslatovanych regionl eukaryotickych DNA nebo cDNA. Tyto
regiony obsahuji nukleotidové segmenty transkribované jako
polyadenylované fragmenty v netranslatované Casti mRNA kodujici
GDNFR.

Konstrukce vhodnych vektord obsahujicich jednu nebo vice z
vy8e uvedenych sloZek spolu se sekvenci kodujici GDNFR je
provedena standartnimi liga&nimi technikami. Izolované plasmidy
nebo DNA fragmenty jsou &tépeny, upraveny a znovu ligovany v
poZadovaném poradi za vzniku poZadovaného plasmidu. Pro potvrzeni
toho, Z%e byly konstruovany spravné sekvence mohou byt ligadni
smési pouZity pro transformaci E. coli a Gspé&8né transformanty
mohou byt selektovany pomoci znamych technik, jako je resistence
na ampicilin nebo na tetracyklin jak je popséno vySe. Plasmidy z
transformant® mohou byt potom p¥ipraveny, analyzovany travenim
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restrik&nimi endonukleasami a/nebo sekvencovdny pro potvrzeni
p¥itomnésti poZzadovaného konstruktu.

Mohou b§t také pouZity vektory umofifiujici pPechodnou expresi
DNA kodujici GDNFR v sav&ich burlkédch. Obecné, prechodnéd exprese
vyZaduje pouZiti expresniho vektoru, ktery je schopen G&inné
replikace v hostitelské buiice, takZe se v jedné hostitelské builice
akumuluje mnoho kopii expresniho vektoru a , nakonec, se
syntetizuji vysoké hladiny poZadovaného proteiny kodovaného
expresnim vektorem. P¥echodné expresni systémy, obsahujici vhodny
expresni vektor a hostitelskou bufiku, umoZiiuji vyhodnou pozitivni
identifikaci proteinl kodovanych klonovanou DNA, stejné jako
umoZfiuji rychlé vysSet¥ovani takovych proteind na jejich
biologické nebo fyzikalni vlastnosti. Proto jsou p¥echodné
expresni systémy zejména vyhodné v identifikaci variant proteint.

Selekce a transformace hostitelskych buné&k

Hostitelské butiky (napfiklad bakteridlni, savéi, hmyzi,
kvasinky, nebo rostlinné builky) transformované sekvencemi
nukleovych kyselin pro pouZiti v expresi rekombinantniho GDNFR
proteinu jsou také poskytnuty p¥edkléadanym vynadlezem.
Transformovand hostitelskd buiika je kultivovéna za vhodnych
podminek umofiflujicich expresi sekvence nukleovych kyselin. Vyb&r
vhodnych hostitelskych bun&k a zpusobl pro transformaci,
kultivaci, amplifikaci, vy8et¥ovani a produkci produktu a
pfeéiéténi produktu je v oboru dobfe zndm. Viz napfiklad Gething
and Sambrook, Nature 293: 620 - 625 (1981), nebo alternativné
Kaufman et al., Mol. Cell. Biol. 5(7): 1750 - 1759 (1985) nebo
Howley et al., U.S. patent &. 4419446. DalSi p¥iklady materidld a
zplsobl jsou zde uvedeny. Transformovand hostitelskd buiika miZe
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byt kultivovadna ve vhodném mediu a exprivovany GDNFR protein je
potom voliteln& ziskén, izolovén a predist&n z kultivadniho media
(nebo z bunék, pokud je exprivovén intraceluldrn&) vhodnymi
prost¥edky znamymi odbornikém v oboru.

RGzné hostitelské butlky maji charakteristické a specifické
mechanismy pro translaci a pro posttransla&ni zpracovani a
modifikaci (napfiklad glykosylaci, 5t&peni) proteint. Vhodné
buné&fné linie nebo hostitelské systémy mohou byt vybrany pro
zajidténi pozadovanych modifikaci a zpracovani exprivovaného
cizorodého proteinu. Nap¥iklad, exprese v bakteridlnim systému
miZe byt pouZita pro produkci neglykosylovaného zdkladniho
proteinového produktu. Exprese v kvasinkdch mi¥e byt pouZita pro
produkci glykosylovaného produktu. Exprese v sav&ich builkdch miZe
byt pouZita pro zajiSté&ni "p¥irozené" glykosylace heterologniho
'GDNFR proteinu. Krom& toho, rdzné expresni systémy
vektor/hostitel mohou provédét zpracovaci reakce jako je
proteolytické Stépeni v rtzném rozsahu.

Vhodné hostitelské butlky pro klonovaci nebo expresni vektory
zde popsané jsou prokaryotické, kvasinkové, nebo vyE&i
eukaryotické butlkky. Eukaryotické mikroby jako jsou vldknité houby
mohou byt vhodnymi hostiteli pro expresi GDNFR proteint.
Saccharomyces cerevisiae, nebo b&Zna peka¥skd kvasinka, je
nejbé&Znéji pouzivand z niZfich eukaryotickych hostitelskych
mikroorganismi, ale mnoho jinych rodd, druhl a kmend jsou dob¥e
znadmé a béZné dostupné.

Hostitelské builky, které jsou pouZity pro expresi
glykosylovaného GDNFR proteinu, jsou také odvozeny od
mnohobun&nych organismi. Takové hostitelské buifiky jsou schopné
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komplexniho zpracovani a glykosyladnich aktivit. V zésadé miZe
byt pouZita jakédkoliv kultura vy$8ich eukaryotickych buhék, at
takovd kultura obsahuje builky od obratlovcl nebo od bezobratlych,
v&etn& rostlinnych a hmyzich bun&k. Propagace bunék od obratlovcu
v kultufe (tkatiové kulture) je dop¥e znamym postupem. PF¥iklady
pouZitelnych sav&ich hostitelskych bun&énych linii zahrnuji, ale
nejsou omezeny na, CV1l linii opicich ledvin transformovanou SV40
(CO0S7), lidskou linii embryondlnich ledvin (293 nebo 293 buillky
subklonované pro rust v suspensni kultu¥e), builky ledvin k¥elkl a
ovaridlni buiiky &inského k¥elka. Dal$i vhodné sav&i bunélné linie
zahrnuji, ale nejsou omezeny na, HelLa, myS8i L929 builky, 3T3 linie
odvozené od Swiss, Balb-b nebo NIH my$i, BHK nebo HaK kredli
bun&&né linie.

Vhodné hostitelské bullky také zahrnuji prokaryotické buriky.
 Prokaryotické buiiky zahrnuji, ale nejsou omezeny na, bakteridlni
bufiky, jako jsou Gram-negativni nebo Gram-pozitivni organismy,
nap¥iklad E. coli, Bacilli jako je B. subtilis, Pseudomonas
species jako je P. aeruginosa, Salmonella typhimurium nebo
Serratia marcescans. Nap¥iklad, r@Gzné kmeny E. coli (naptiklad
HB101, DH5a, DH10 a MC1061) jsou dob¥e znadmé jako hostitelské
butlky v oblasti biotechnologie. RUzné kmeny Streptomyces spp. a
podobn& mohou byt také pouZity. V soulasnosti jsou preferovanymi
hostitelskymi bufikami pro produkci GDNFR proteinl bakteridlni
butiky (nap¥iklad Escherichia coli) a savéi butiky (napfiklad
ovaridlni builky ¢inského k¥elka, COS butky atd.).

Hostitelské builky jsou transfektovany a preferované
transformovany vyde popsanymi expresnimi nebo klonovacimi vektory
a jsou kultivovany v b&Zném Zivném mediu. Medium miZe byt podle
pot¥eby modifikovéno pro indukci promotorti, selekci transformanti
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nebo pro amplifikaci genl kodujicich poZadované sekvence.
Transfekce a transformace jsou provedeny za pouZiti standartnich
technik, které jsou odbornikim v oboru dobfe znamé a které jsou
vybrdny tak, aby byly vhodné pro pou¥itou hostitelskou buiiku.
Nap¥iklad, pro sav&i builky bez bun&lné stény miZe byt pouZita
metoda sraZeni fosfore&nanem viapenatym. Také miZe byt pouZta
elektroporace, mikroinjekce a dal&i znamé techniky.

Kultivace hostitelskych bunék

Transformované hostitelské& bullky pouZité pro produkci GDNFR
proteinu podle predkladaného vyndlezu jsou kultivovény ve vhodném
mediu. Medium miZe byt doplnéno podle pot¥eby hormony a/nebo
jinymi rastovymi faktory (jako je inzulin, transferin, nebo
epidermdlni rastovy faktor), solemi (jako je chlorid sodny,
vapnik, ho¥dik a fosfor), pufry (jako je HEPES), nukleosidy (jako
je adenosin a thymidin), antibiotiky (jako je gentamycin), ‘
stopovymi prvky (definovanymi jako anorganické slouceniny obvykle
p¥itomné v koneénych koncentracich v ¥adu mikromoll), a glukosou
nebo jinych zdrojem energie. Mohou byt také obsaZeny dalsi
dopliiky, ve vhodnych koncentracich, podle uvaZeni odbornika v
oboru. Vhodné kultivadni podminky, jako je teplota, pH a podobng&,
jsou také odbornikim v oboru pouZiti vybranych hostitelskych
buné&k dobre znamé.

Jakmile je GDNFR protein produkovén, miZe byt izolovan a
p¥eli&tén standartnimi technikami v&etné€ chromatografie
(napfiklad iontové vymé&nné, afinitni, a chromatografie na koloné&
s vylulovanim podle velikosti), centrifugace, diferenciélni
rozpustnosti nebo jinymi technikami pro p¥eli$téni proteinu.
Konkrétn&, GDNFR protein miZe byt izolovan vazbou na afinitni
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kolonu obsahujici GDNF nebo anti-GDNFR protildtku navézanou na
staciondrni nosid.

Homologni rekombinace

Dédle je uvedeno, Ze GDNFR proteiny mohou byt produkovany
homologni rekombinaci, nebo metodami rekombinantni produkce
vyuZivajicimi kontrolni elementy zaveené do bun€k jiZ
obsahujicich DNA kodujici GDNFR. Nap¥iklad, metoda homologni
rekombinace miZe byt pouZita pro modifikaci bunék, které obsahuji
normdlné transkripéné silentni gen pro GDNFR nebo malo
exprivovany gen a tak je moZné dosdhnout produkce bunék, které
exprivuji GDNFR. Homologni rekombinace je technika pavodné
vyvinutd pro zam&¥eni genl pro indukci nebo korekci mutaci v
transkrip&né aktivnich genech (Kucherlapati, Prog. In Nucl. Acid
Res and Mol. Biol., 36: 301, 1989). Zakladni technika byla
vyvinuta jako metoda pro zavedeni specifickych mutaci do
specifickych regiond sav&iho genomu (Thomas et al., Cell 44: 419
- 428, 1986; Thomas and Capechi, Cell 51: 503 - 512, 1987;
Doetschman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 8583 - 8587,
1988) nebo pro korekci specifickych mutaci v defektnich genech
(Doetschman et al., Nature 330: 576 - 578, 1987). P¥iklady
technik homologni rekombinace jsou popsany v U.S: 5272071 (EP 91
90 3051, EP p¥ihlysgka &. 505 500; PCT/US90/07642, Mezindrodni
prihlédgka &. WO 91/09955), jejichZ objevy jsou zde uvedeny jako
odkaz.

Pomoci homologni rekombinace miZe byt DNA sekvence, kterd ma
byt insertovana do genomu, zam&fena na specificky region
po¥adovaného genu ptripojenim na zam@fovaci DNA. Zam&¥ovaci DNA je
DNA, kterd je komplementdrni (homologni) k regionu genomové DNA.
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Malé {iseky zam&¥ovaci DNA, které jsou komplementérni k
specifickému regionu v genomu, jsou uvedeny do kontaktu s
puvodnim Yet&zcem b&hem procesu replikace DNA. Obecnou vlastnosti
DNA, kterd byla insertovéna do builky je, Ze hybridizuje, a proto
rekombinuje, s jinymi Gseky endogenni DNA diky spole&nym
homolognim regionim. Pokud je komplementdrni Yeté&zec pfipojen na
oligonukleotid, ktery obsahuje mutace nebo odliSné sekvence DNA,
tak je také inkorporovan do nové& vzniklého teté&zce v disledku
rekombinace. V disledky kontrolované Cteci funkce je moZné, aby
nové sekvence DNA slouZily jako templat. Tak je p¥enesend DNA
inkorporovana do genomu.

KdyZ je sekvence ur&itého genu znémé, jako je sekvence
nukleovych kyselin, pre-pro sekvence nebo expresni kontrolni
sekvence GDNFR podle pfedklddaného vyndlezu, miZe byt
syntetizovan nebo jinak ziskdn Gsek DNA, ktery je komplementdrni
k vybranému genu, pomoci napfiklad vhodné restrikce ptirozené DNA
ve specifickych rozpoznédvacich mistech v poZadovanych regionech.
Tyto Gseky slouZi jako zam&F¥ovaci sekvence p¥i inserci do bun&k a
budou hybridizovat na svij homologni region v genomu. Pokud
hybridizace prob&hne b&hem DNA replikace, pak bude tento lsek
DNA, a dal8i sekvence na né&j pfipojené, plsobit jako Okazaki
fragment a bude $tépovan do nové syntetizovaného dcetriného
Yet&zce DNA.

Na tyto Useky zam&¥ovaci DNA jsou pYipojeny regiony DNA, které
mohou interagovat s expresi GDNFR proteinu. Napfikiad,
promotorovy/enhancerovy element, supresor, nebo exogenni
transkripéni moduladni element je insertovén do genomu vybrané
hostitelské builky v blizkosti a ve spravné orientaci pro
ovlivnéni transkripce DNA kodujici poZadovany GDNFR protein.
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Kontrolni elementy nekoduji GDNFR, ale kontroluji Gseky DNA
p¥itomné v genomu hostitelské builky. Proto miZe byt exprese GDNFR
proteint dosaZeno nejenom transfekci DNA, kterd koduje gen pro
GDNFR samotny, ale také za pouZiti zam&¥ovaci DNA (obsahujici
regiony homologie s poZadovanym endogennim genem) spojené s DNA
reguladnimi segmenty, které poskytuji endogenni genové sekvence s
rozpozndvacim signdlem pro transkripci GDNFR proteinu.

A. Varianty GDNFR

Jak bylo uvedeno vySe, termin "analogy GDNFR" jak je zde
pou¥it zahrnuje polypeptidy, ve kterych byly aminokyseliny
deletovany z ("dele&ni varianty"), insertovany do ("adiéni
varianty"), nebo substituovdny za ("substitulni varianty") zbytky
v aminokyselinové sekvence p¥irozenych GDNFR polypeptidd
representovanych t&mi, které jsou zobrazeny na obrézkach 2 a 4
(SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 4). Takové varianty jsou pripraveny
vlo%¥enim vhodnych nukleotidovych zm&n do DNA kodujici polypeptid
nebo chemickou syntesou poZadovaného polypeptidu in vitro.
Odbornikim v oboru bude jasné, Ze mGZe byt provedeno mnoho
kombinaci deleci, inserci a substituci aminokyselinové sekvence
zralého lidského GDNFR takovych, Ze konednd molekula bude mit
aktivitu GDNFR.

Na zédklad& predloZeného popisu aminokyselinovych sekvenci
GDNFR je mo¥né snadno navrhnout a vyrobit mnoho sekvenci
nukleovych kyselin vhodnych pro pouiiti v rekombinantni
(nap¥iklad mikrobi&lni) expresi polypeptidl majicich primarni
konformaci, kterad se 1i%i od konformace ukdzané na obréazkéach ve
smyslu identity nebo umisté&ni jednoho nebo vice zbytkd. Techniky
mutagenese pro nahrazeni, inserci nebo deleci jednoho nebo vice
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vybranych aminokyselinovych zbytkl kodovanych sekvencemi
nukleovych kyselin zndzornénymi na obrdzkdch 2 a 4 jsou
odbornikim v oboru dob¥e znadmé (nap¥iklad US patent &. 4518584,
jehoZ objev je zde uveden‘jako odkaz) . Existuji dvé zakladni
prom&nné p¥i konstrukci variant: lokalizace mutovaného mista a
charakter mutace. P¥i vyvoji substitulnich variant GDNFR bude
vyb&r mutaéniho mista a charakter mutace zaviset na modifikované
charakteristice GDNFR. Mista pro mutaci mohou byt modifikovana
individudln& nebo v serii, naptiklad (1) nejprve substituci
konzervativni aminokyselinovou modifikaci a potom radikdlnéjsim
vybdrem podle dosaZeného vysledku, (2) deleci cilového
aminokyselinového zbytku, nebo (3) inserci aminokyselinového
zbytku sousediciho s lokalizovanym mistem. Vyhodné jsou
konzervativni zm&ny od 1 do 30 sousednich aminokyselin.
Proteolytickymi enzymi mohou byt také vytvof¥eny GDNFR proteinové
- varianty s N-koncovou a C-koncovou deleci.

Pro GDNFR deledni varianty jsou delece obylejné& v rozsahu od 1
do 30 sousednich zbytkd, Sast&ji od 1 do 10 sousednich zbytkl a
typicky od 1 do 5 sousednich zbytkli. N-koncové, C-koncové a
vnit¥ni intrasekvendni delece jsou zde také obsaZeny. Delece
mohou byt provedeny v regionech molekuly, které maji nizkou
homologii s non-lidskym GDNFR pro modifikaci aktivity GDNFR.
Delece v oblastech s vyznamnou homologii s non-lidskymi GDNFR
sekvencemi budou s vy88i pravd&podobnosti signifikantné
modifikovat biologickou aktivitu GDNFR. Polet deleci bude typicky
vybréan tak, aby byla zachovéna tercidlni struktura GDNFR
proteinového produktu v postiZené domén&, nap¥iklad zktiZena
vazba mezi cysteiny. Nelimitujici p¥iklady delenich variant
zahrnuji GDNFR proteinovy produkt bez N-koncovych nabo
C-koncovych aminokyselinovych zbytkl. Napfiklad, miZe byt




pfipraven solubilni receptor eliminaci peptidového regionu
G¢astniciho se glykosyl-fosfatidylinositolového (GPI) zakotveni
GDNFR receptoru v cytoplasmatické membrans.

Pro GDNFR adiéni varianty typicky obsahuji adice
aminokyselinové sekvence N- a/nebo C-koncové flse nebo koncové
adice v délce od jednoho zbytku aZ do polypeptidld obsahujicich
stovky nebo vice zbytkd, stejné& jako vnit¥ni nebo st¥edni adice
jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytkli. Polypeptidy podle
predkladaného vyndlezu mohou také obsahovat po&dtedni
methioninovy aminokyselinovy zbytek (v pozici -1 s ohledem na
prvni aminokyselinovy zbytek poZadovaného polypeptidu). Vnit¥ni
adice maji obvykle rozsah od 1 do 10 sousedicich zbytkd, &ast&ji
od 1 do 5 sousedicich zbytkl, a nejdasté&ji od 1 do 3
aminokyselinovych zbytkl. P¥iklady N-koncovych adi&nich variant
obsahuji GDNFR s heterologni N-koncovou signélni sekvenci
pfipojenou k N-konci GDNFR pro usnadnéni sekrece zralého GDNFR z
rekombinantni hostitelské builky a tak usnadné&ni ziskavani a nebo
biodostupnosti. Takové signdlni sekvence budou oby&ejn& ziskany z
vybrané hostitelské builky a proto budou homologni. Adice mohou
také zahrnovat aminokyselinové sekvence odvozené ze sekvence
jingch neurotrofickych faktorl. Nap¥iklad, p¥edpokladi se
produkce flsniho proteinu GDNF a GDNFR, s nebo bez vazebné
sekvence, za vzniku jedné terapeutické molekuly.

GDNFR substituéni varianty maji jeden nebo vice »
aminokyselinovych zbytkl aminokyselinové sekvence GDNFR odstranén
a jiny zbytek insertovan misto tohoto zbytku. Takové substitudni
varianty zahrnuji alelické varianty, které jsou charakterizovény
p¥irozenymi zmé&nami nukleotidové sekvence v populaci druhu, které
mohou nebo nemusi vést k aminokyselinovym zm&ndm. Stejn& jako v
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jinych formé&ch variant mohou substituéni varianty obsahovat
nahrazeni jedné nebo vice sousedicich aminokyselinovych zbytkad v
jedné nebo v riznych lokalizacich.

Specifické mutace GDNFR aminokyselinové sekvence mohou
obsahovat modifikace glykosyladniho mista (nap¥iklad serinu,
threoninu nebo asparaginu). Absence glykosylace nebo pouze
tastednéd glykosylace vznikla v disledku aminokyselinové
substituce nebo delece v jakémkoliv na asparagin vazaném
glykosyladénim mist& nebo v jakémkoliv misté molekuly, které je
modifikované adici O-véazaného uhlovodanu. Glykosyla&ni misto
vadzané na asparagin obsahuje tripeptidovou sekvenci, které je
specificky rozpozndvana vhodnymi bun&&nymi glykosyladnimi enzymy.
Tyto tripeptidové sekvence jsou bud Asn-Xaa-Thr, nebo
Asn-Xaa-Ser, kde Xaa je aminokyselina jind neZ prolin. Mnoho
aminokyselinovych substituci nebo deleci v jedné nebo v obou z
prvni a t¥eti pozice glykosyladniho mista (a/nebo aminokyselinova
delece druhé pozice) vede k chybéni glykosylace na modifikované
tripeptidové sekvenci. Proto exprese vhodnych pozm&nénych
nukleotidovych sekvenci produkuje varianty, které& nejsou
glykosylované v tomto misté&. Alternativné, aminokyselinové
sekvence GDNFR mi%e byt modifikovana p¥idanim glykosyladnich
mist.

Jedna metoda pro identifikaci aminokyselinovych zbytkd nebo
regiond GDNFR vhodnych pro mutagenesi se nazyva "alaninova
skenovaci mutagenese", jak ji popisuje Cunningham a Wells
(Science 244: 1081 - 1085, 1989). V této metodé& jsou
identifikovény aminokyselinové zbytky nebo skupiny cilovych
zbytkd (nap¥iklad zbytky s ndbojem jako jsou Arg, Asp, His, Lys a
Glu) a jsou nahrazeny neutrdlnimi nebo negativn& nabitymi
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aminokyselinami (nejlépe alaninem nebo polyalaninem) pro
ovlivnéni interakce aminokyselin s okolnim vodnym prost¥edim v
buiice nebo mimo buiiku. Ty domény, které vykazuji funkéni
sensitivitu na substituce mohou byt potom ddle upraveny vloZenim
dal$ich nebo alternativnich zbytkl v misté& substituce. Tak je
urdeno cilové misto pro vlo¥eni variaci aminokyselinové sekvence,
na korespondujicim cilovém kodonu nebo regionu DNA sekvence je
provedena alaninovad skenovaci nebo ndhodnd mutagenese a
exprivované varianty GDNFR jsou vySet¥ovany na optimalni
kombinaci poZzadované aktivity a stupné aktivity.

NejzajimavéjSimi misty pro substitudni mutagenesi jsou ta
mista, ve kterych se aminokyseliny p¥itomné v GDNFR protein=ech
od riznych druhd vyznamné 1ifi ve smyslu objemu postraniho
Yet&zce, ndboje a/nebo hydrofobicity. Jind zajimavd mista jsou
ta, ve kterych jsou urlité zbytkyu proteind podobnych GDNFR,
ziskan?gh z rﬁznych druhli, identicka. Takové pozice jsou obylejné
vyznamné pro biologickou aktivitu proteinu. Nejprve jsou tato
mista substituovédna relativné konzervativnim zplsobem. Takové
konzervativni substltuce jsou ukdzény v tabulce 2 pod sloupcem
vyhodne substituce. Pekud takové substltuce vedou ke zm&n& '

. blolcglcke akt1v1ty,\Phk mohou byt vlozeny zdsadné&jsi zmeny ‘
(prlkladné éubstltuce) a/nebo mohou byt provedeny jlne ‘ddice
nebo delege, a vznlkle produkty jsou vysetrovany ‘na akt1v1tu
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Tabulka 2 - Aminokyselinové substituce

Pivodni zbytek  Vyhodnd substituce P¥ikladné substituce

Ala (Aa) Val Val, Leu, Ile

Arg (R) Lys Lys, Gln, Asn

Asn (N) Gln Gln, Lys, His, Arg

Asp (D) Glu Glu

Cys (C) Ser Ser

Gln (Q) Asn . Asn

Glu (E) Asp Asp

Gly (G) Pro Pro

His (H) Arg Asn, Gln, Lys, Arg

Ile (I) Leu Leu, Val, Met, Ala, Phe
norleucin

Leu (L) Ile norleucin, Ile, Val, Met,
Ala, Phe |

Lys (K) Arg Arg, Gln, Asn

Met (M) Leu Leu, Phe, Ile

Phe (F) Leu Leu, Val, Ile, Ala

Pro (P) Gly Gly

Ser (8S) Thr Thr

Thr (T) Ser _ Ser

Trp (W) Tyr Tyr

Tyr (Y) Phe Trp, Phe, Thr, Ser

val (V) Leu Ile, Leu, Met, Phe, Ala
norleucin

Konzervativni modifikace aminokyselinové sekvence (a
odpovidajici modifikace kodujici sekvence nukleovych kyselin) by
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me&ly produkovat GDNFR proteinové produkty majici funk&ni a
chemické charakteristiky podobné charakteristikam p¥irozeného
GDNFR. Naopak, vyznamné modifikace funkdnich a/nebo chemickgych
charakteristik GDNFR proteinovych produkti mohoﬁ byt provedeny
vyb&rem substituci, které se vyznamn& 1i¥i ve svém G&inku na
udrZeni (a) struktury polypeptidového skeletu v oblasti
substituce, nap¥iklad konformace ¥roubovice nebo listu, (b)
néboje nebo hydrofobicity molekuly v cilovém mist&, nebo (c)
objemu postraniho ¥et&zce. P¥irozené zbytky mohou byt rozd&leny
do skupin na z&klad& spole&nych vlastnosti postraniho ¥eté&zce:

1) hydrofobni: norleucin, Met, Ala, Val, Leu, Ile

2) neutrdlni hydrofilni: Cys, Ser, Thr

3) kyselé: Asp, Glu

4) basické: Asn, Gln, His, Lys, Arg

-5) zbytky, které ovliviuji orientaci tet&zce: Gly, Pro
6) aromatické: Trp, Tyr, Phe.

Nekonzervativni substituce obsahuji vym&nu &lena jedné z
t&chto skupin za &lena z jiné z t&chto skupin. Takové
substituované zbytky mohou byt vlo¥eny do regiont lidského GDNFR
proteinu, které jsou homologni s non-lidskymi GDNFR proteiny,
nebo do nehomolognich regiond molekuly.

Proto, GDNFR proteiny, analogy nebo derivéty zahrnuji, ale
nejsou omezeny na, ty biologicky aktivni molekuly, které
obsahuji, jako primdrni aminokyselinovou sekvenci, celou nebo
gast aminokyselinové sekvence jak je zndzorn&na na obrizkich 2 a
4 (SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 4). Proteiny budou obsahovat
pozm&né€né sekvence, ve kterych jsou biologicky ekvivalentni
aminokyselinové zbytky substituovany za zbytky v sekvenci za




67 (X ] ce [

vzniku silentnich zm&n. Nap¥iklad, jeden nebo vice
aminokyselin=ovych zbytkl v sekvenci mi¥e byt substituovén jinou
aminokyselinou podobné polarity, kterd pisobi jako funk&ni
ekvivalent, coZ vede ke vzniku silentni alterace. Substituenty
pro aminokyseliny v sekvenci mohou byt vybré&ny z jinych &lent
skupiny, ke kterym substituovand aminokyselina ndle3i. Nap¥iklad,
nepolarni (hydrofdbni) aminokyseliny zahrnuji alanin, leucin,
izoleucin, valin, prolin, fenylalanin, tryptofan a methionin.
Polarni neutrdlni aminokyseliny zahrnuji glycin, serin, threonin,
cystein, tyrosin, asparagin a glutamin. Pozitivn& nabité
(bazické) aminokyseliny zahrnuji arginin, lysin a histidin.
Negativné& nabité (kyselé) aminokyseliny zahrnuji kyselinu
asparagovou a kyselinu glutamovou. Také se pfedpoklada, Ze GDNFR
proteiny, analogy, nebo jejich fragmenty nebo derivaty mohou byt
razné modifikovény po translaci, nap¥iklad fosforylaci,
glykosylaci, zkfiZenou vazbou, acylaci, proteolytickym Et&penim,
vazbou na protildtkovou molekulu, membrinovou molekulu nebo na
jiny ligand.

B. Derivéaty GDNFR

Chemicky modifikované derivaty GDNFR nebo GDNFR analoglt mohou
byt odbornikem v oboru p¥ipraveny na zdkladé& predkladaného
vynalezu. Chemické skupiny nejvhodn&j$i pro derivatizaci zahrnuji
ve vod& rozpustné polymery. Ve vod& vyhodny polymer je vyhodny
proto, Ze protein, na ktery je p¥ipojen, se nesra¥i ve vodném
prost¥edi, jako je fyziologické prost¥edi. Vyhodn& bude polymer
farmaceuticky pfijatelny pro p¥ipravu terapeutickgch produktl
nebo kompozic. Odbornik v oboru bude schopen vybrat poZadovany
polymer na zaklad& takovych Gvah, jako je to, zda konjugét
protein/polymer bude pou%it terapeuticky, a pokud ano, tak v jaké
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davce, poZadované dob& cirkulace, resistence na proteolyzu a
podobné&. U&innost derivatizace mufe byt urdena podénim derivatu,
poZadovanym zplsobem (nap¥iklad osmotickou pumpou, nebo lépe
injekci nebo infusi, nebo ddle formulovaného pro ordlni, plicni
nebo jiné zplsoby podani) a urdenim jeho G&innosti.

Vhodné ve vodé rozpustné polymery zahrnuji, ale nejsou omezeny
na, polyethylenglykol, kopolymery ethylenglykol/propylenglykol,
karboxymethylcelulosu, dextran, polyvinylalkohol,
polyvinylpyrrolidon, poly-1,3-dioxolan, poly-1,3,6-trioxan,
ethylen/kopolymer anhydridu kyseliny maleinové, polyaminokyseliny
(budhomopolymery nebo nihodné kopolymery) a dextran nebo
poly (n-vinylpyrrolidon)polyethylenglykol, homopolymery
propylenglykolu, kopolymery polypropylenoxid/ethylenoxid,
polyoxyethylované polyoly (naptiklad glycerol), polyvinylalkohol,
~a jejich sm&si. Polyethylenglykolpropionaldehyd mé ve vyrobé
vyhodu své stability ve vod¥.

Polymery mohou mit jakoukoliv molekulovou hmotnost a mohou byt
rozvcétvené nebo nerozv&tvené. Pro polyethylenglykol je vyhodna
molekulovd hmotnost mezi asi 2 kDa a asi 100 kDa pro snadné
zpracovani a manipulaci (termin "asi" znamend, ¥e v p¥ipravku
polyethylenglykolu mohou mit n&které molekuly hmotnost vy38i a
n€které niZgi neZ je uvedend molekulovd hmotnost). Mohou byt
pouZity jiné velikosti, podle po¥adovaného terapeutického
profilu (napfiklad trvéni zpomaleného uvolilovdni; G&inosti
biologické aktivity, pokud je né&jakd; snadnosti zpracovéni;
stupni nebo chyb&ni antigenicity nebo jingch znédmych G&inkd
polyethylenglykolu na terapeuticky protein nebo variantu) .

Polet takto p¥ipojenych polymerovych molekul se bude 1iSit a
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odbornik v oboru bude schopen zajistit jejich G&inek na funkci.
Mohou byt vytvoreny mono-derivatizace, nebo di-, tri-, tetra-
nebo jiné kombinace derivatizace, se stejnymi nebo s riznymi
chemickymi skupinami (nap¥iklad polymery, jako jsou
polyethylenglykoly o rGzné molekulové hmotnosti). Pomdr
polymerovych molekul k molekuldm proteinu (nebo peptidu) se bude
1li8it, stejn& jako jejich koncentrace v reakéni sm&si. Obecnég,
optimdlni pom&r (ve smyslu G&innosti reakce, kde neni prebytek
nezreagovaného proteinu nebo polymeru) bude urden faktory, jako
je poZadovany stupeil derivatizace (nap¥iklad mono-, di-, tri-,
atd.), molekulovou hmotnosti vybraného polymeru, rozv&tvenosti
nebo nerozvé&tvenosti polymeru a na reaknich podminké&ch.

Molekuly polyethylenglykolu (nebo jingch chemickgch
m&ly byt pf¥ipojeny na protein po zvé¥eni jejich G&inkd
nebo antigenni domény proteinu. V oboru existuje mnoho
ptipojeni. Viz napfiklad EP 0401384, jeji¥ objevy jsou
uvedeny jako odkaz (pf¥ipojovani PEG na G-CSF), viz té¥

skupin) by
na funkéni
metod pro
zde

Malik et

al., Exp. Hematol. 20: 1028 - 1035, 1992 (popisujici pegylaci
GM-CSF za pouZiti tresylchloridu). Nap¥iklad, polyethylenglykol
miZe byt kovalentn& navédzan na aminokyselinové zbytky pfes
reaktivni skupiny, jako je volnd amino nebo karboxylova skupina.
Reaktivni skupiny jsou ty, na které miZe byt p¥ipojena reaktivni
molekula polyethylenglykolu. Aminokyselinové zbytky majici volnou
amino skupinu zahrnuji lysinové zbytky a N-koncové
aminokyselinové zbytky. Zbytky majici volnou karboxylovou skupinu
zahrnuji kyselinu asparagovou, kyselinu glutamovou a C-koncové
aminokyselinové zbytky.Sulfhydrylové skupiny mohou byt také
pouZity jako reaktivni skupiny pro p¥ipojeni
polyethylenglykolovych molekul. Pro terapeutické Géely je
preferovéano pripojeni na amino skupindch, jako je p¥ipojeni na




N-koncové nebo lysinové skupin&. Pokud je poZadovana receptorova
vazba, pak by m&€lo byt vylouleno p¥ipojeni na zbytky vyznamné pro
receptorovou vazbu.

MGZe byt specificky poZadovdn N-konpcov& chemicky modifikovany
protein. Za pouZiti polyethylenglykolu jako ilustrace
presentovanych kompozic je moZny vyb&r z mnoha
polyethylenglykolovych molekul (podle molekulové hmotnosti,
vétveni atd.), pom&rd polyethylenglykoloviych molekul k molekul&m
proteinu (nebo peptidu) v reak¢ni sm&si, typd provedené pegyladni
reakce, a zplUsobu pro ziskani vybraného N-koncové pegylovaného
proteinu. Zpisob pro ziskéni N-koncov& pegylovaného proteinu
(€.J. separovani této skupiny od jingch monopegylovanych skupin,
pokud je to nutné) miZe byt prelist&ni N-koncov& pegylovaného
materidlu od populace pegylovanych proteinovych molekul.
Selektivni N-koncovd chemickd modifikace mi%e byt provedena
reduk&ni alkylaci, kterd vyuZivéd rGzné reaktivity riznych typa
primdrnich amino skupin (lysinové versus N-koncové) dostupnych
pro derivatizaci ur&itého proteinu. Za vhodnych podminek je
dosaZena v podstat& selektivni derivatizace proteinu na N-konci s
polymerem obsahujicim karbonylovou skupinu. Nap¥iklad, je mo%né
selektivné N-koncové pegylovat protein provedenim reakce p¥i pH,
které umoZiiuje vyuZit vyhodu rozdilu pKa mezi e-amino skupinou
lysinu a a-amino skupinou N-koncového zbytku proteinu. Takovou
selektivni derivatizaci je kontrolovédno p¥ipojeni polymeru
rozpustného ve vod€ na protein: konjugace s polymerem probiha
pfednostn& na N-konci proteinu a neprobihaji %&dné signifikantni
modifikace jinych reaktivnich skupin, jako jsou amino skupinu
postranich Fet&zcl lysinu. P¥i pouZiti redukéni alkylace mi¥e byt
polymer rozpustny ve vod€ stejného typu jako je popséno vyde a
m&l by mit jednu reaktivni aldehydovou skupinu pro p¥ipojeni na




protein. MilZe byt pouZit polyethylenglykolpropionaldehyd,
obsahujici jeden reaktivni aldehyd.

Predkladany vyndlez predpoklddd pouZiti derivatd, kterymi jsou
GDNFR exprivovany v prokaryotech, nebo jeho varianta, navdzani na
alespoil jednu molekulu polyethylenglykolu, stejn& jako pou¥iti
GDNFR nebo jeho variant p¥ipojenych na jednu nebo vice molekul
polyethylenglykolu prostfednictvim acylové nebo alkylové vazby.

Pegylace miZe byt provedena jakoukoliv z pegyladnich reakci
zndmych v oboru. Viz nap¥iklad: Focus on Growth Factors 3(2): 4 -
10, 1992; EP 0154316, jejiZ objevy jsou zde uvedeny jako odkaz;EP
0401384; a jiné publikace zde citované, které se t¥kaji pegylace.
Pegylace miZe byt provedena pomoci acyladni reakce nebo alkyla&ni
reakce s reaktivni molekulou polyethylenglykolu (nebo analogicky
reaktivnim polymerem rozpustnym ve vod&) .

Pegylace acylaci obecn& vyZaduje reakci aktivniho esterového
derivatu polyethylenglykolu (PEG) s GDNFR proteinem nebo
varuiantou. Jakdkoliv zndmd nebo v budoucnu objevend reaktivni
PEG molekula mife byt pouZita pro provedeni pegylace GDNFR
proteinu nebo varianty. Vy¥hodnym aktivovanym PEG esterem je PEG
esterifikovany na N-hydroxysukcimid (NHS). Jak je zde uvedeno,
zahrnuje termin "acylace" bez omezeni ndsledujici typy vazby mezi
terapeutickym proteinem a polymerem rozpustnym ve vod& jako je
polyethylenglykol: amidovou, karbamatovou, urethanovou a podobnd.
Viz Bioconjugate Chem., 5: 133 - 140, 1994. Reak&ni podminky
mohou byt vybrany z jakychkoliv podminek znémych, nebo v
budoucnosti vyvinutych, v oboru pegylace, ale nemohou b§t pouZity
podminky jako je teplota, rozpouSt&dlo, a pH, které by mohly
inaktivovat modifikovany GDNFR protein nebo variantu.




Pegylace acylaci obecn& povede ke vzniku poly-pegylovaného
GDNFR proteinu nebo varianty. V¥hodné& bude spojovaci vazba
amidova. Také vyhodné& bude vznikly produkt v podstaté pouze
(nap¥iklad > 95%) mono, di- nebo tri-pegylovan. Nicmén&, mohou
byt vytvoreny n&které druhy s vy$&im stupném pegylace, v mnoZstvi
zavisejicim na specifickych pouZitych reak&nich podminkédch. Pokud
je to Zadouci, mi¥e byt vice pfecisténych pegylovanych druht
separovano ze smési, zejména nereagované smé&si, standartnimi
technikami p¥elist&ni, v&etn&, mimo jiné, dialyzy, vysolovéni,
ultrafiltrace, iontové vym&nné chromatografie, gelové filtradni
chromatografie a elektroforesy.

Pegylace alkylaci obecn& vyZaduje reakci koncového
aldehydového derivatu polyethylenglykolu s GDNFR proteinem nebo
variantou za p¥itomnosti reduk&niho ¢inidla. Pegylace alkylaci
obecné povede ke vzniku poly-pegylovaného GDNFR proteinu nebo
varianty. Krom& toho, je mo¥né upravit reak&ni podminky tak;>aby
byla umoZné&na pegylace v podstat& pouze na a-amino skuping&
N-konce GDNFR proteinu nebo varianty (t.j. mono-pegylovany
protein) . At v pripad& monopegylace nebo polypegylace, PEG
skupiny jsou v¥hodné& pfipojeny na protein prost¥ednictvim
-CH_-NH- skupiny. Vzhledem k -CH_- skupin& je zde tento typ vazby
oznalovan jako "alkylova" vazba.

Derivatizace reduk&ni alkylaci k produkci monopegylovanych
produktl vyuZiva rlpzné reaktivity rdznych typd primdrnich
aminoskupin (lysinové versus N-koncové) dostupnych pro
derivatizaci. reakce je provedena pfi pH, které umoiuje vyuzit
v¥hodu rozdilu pKa mezi e-amino skupinou lysinu a a-amino
skupinou N-koncového zbytku proteinu. Takovou selektivni
derivatizaci je kontrolovéano pfipojeni polymeru rozpustného ve




vodé na protein: konjugace s polymerem probihd prednostn& na
N-konci proteinu a neprobihaji Z4dné signifikantns modifikace
jinych reaktivnich skupin, jako jsou amino skupinu postranich
Tet&zcl lysinu. Vv jednom ddlefitém aspektu obsahuje pfedkladany
vynalez pouZiti v podstat& homogenniho p#ipravku molekul
konjugdtu monopolymer/GDNFR protein (nebo varianta) (co¥ znamena
GDNFR protein nebo varianta, na ktery byla molekula polymeru
pfipojena v podstaté pouze (t.j. > 95%) v jedné lokalité) .
Pfesn&ji, pokud je pouzZit polyethylenglykol, tak pfedkladany
vynédlez také obsahuje pouZiti pegylovaného GDNFR proteinu nebo
varianty bez moZnych antigennich skupin a s molekulou
polyethylenglykolu p¥imo p¥ipojenou na GDNFR protein nebo
variantu.

Tak GDNFR proteinové produkty podle p¥edkladaného vynalezu
zahrnuji pegylovany GDNFR protein nebo varianty, ve kterych je
PEG skupina (y) pfipojena (y) prost¥ednictvim acylovych nebo
alkylovych skupin. Jak bylo uvedeno vyse, takové produkty mohou
byt mono-pegylované nebo polypegylované (nap¥iklad obsahujici 2 -
6, vyhodn& 2 - 5, PEG skupin) . PEG skupiny jsou oby&ejn&
p¥ipojeny na protein na a- nebo e.amino skupin&ch aminokyselin,
ale také se p¥edpoklads, ¥e PEG skupiny mohou byt pfipojeny na
jakékoliv amino skupiny p¥ipojené na protein, které jsou
dostatelné reaktivni pro pripojeni PEG skupin za vhodnych
reakénich podminek.

Polymerové molekuly pouzité v pfistupu acylace i alkylace
mohou byt vybrany z mnoha polymerd rozpustnych ve vodé, jak je
popséano vye. Vybrany polymer by m&l byt modifikovan tak, aby m&l
jednu reaktivni skupinu, jak je aktivni aktivni ester pro acylaci
nebo aldehyd pro alkylaci, vyhodné&, tak, aby mohl byt kontrolovan




stupefi polymerizace, jak je poskytnuto pro predkladané metody.
P¥ikladem reaktivniho PEGQ aldehydu je
polyethylenglykolpropionaldehyd, ktery je stabilni ve vodé, nebo
jeho mono C1-C10 alkoxy nebo aryloxy derivaty (viz US patent
5252714) . Polymer mi¥e byt rozvétveny nebo nerozvétveny. Pro
acyladni reakce by vybrany polymer m&1 mit jednu reaktiwvni
esterovou skupinu. Pro reduk&i alkylaci by vybrany polymer m&l
mit jednu reaktivni aldehydovou skupinu. Obecn&, polymery
rozpustné ve vod& nebudou vybrény z p¥irozend se vyskytujicich
glykosylovych zbytkdi, protofe tyto jsou &ast&ji vyhodné& vyréb&ny
savéimi rekombinantnimi expresnimi systémy. Polymer mGZe byt
jakékoliv molekulové hmotnosti a miZe byt rozvétveny nebo
nerozveétveny.

P¥ikladem polymeru rozpustného ve vod&, ktery je zde pouZit,
je polyethylenglykol. Jak je zde pouEito, znamena ' _
polyethylenglykol jakoukoliv formu PEG, ktera byla pouZita pro
derivatizaci jingch proteindi, jako je mono- (C1-C10) alkoxy- nebo
aryloxy—polyethylenglykol.

Obecné&, chemickd derivatizace miie byt provedena za
jakychkoliv vhodn§ch podminek pouzZitychj pro reakci biologicky
aktivnich sloulenin s aktivovanou molekulou polymeru. Zplsoby pro
pfipravu pegylovaného GDNFR proteinového produktu budou obecn&
obsahovat kroky: (a) reakce GDNFR proteinového produktu s
polyethylenglykolem (jako je reaktivni ester nebo aldehydovy
derivat PEG) za podminek, kdy se protein pfipojuje na jednu nebo
vice PEG skupi, a (b) ziskani reakéniho produktu. Obecnég,
optimdlni reaké&ni podminky pro acyladni reakce budou uréeny
p¥ipad od p¥ipadu podle znadmych parametrd a poZadovanych
vysledkl. Nap¥iklad, &im vy881i pom&r PEG:protein, tim vys3i




procento polypegylovaného produktu.

Redukéni alkylace pouZita k produkci v podstat& homogenni
populace mono-polymer/GDNFR proteinovy produkt bude obecné&
obsahovat kroky: (a) reakci GDNFR proteinu nebo varianty s
reaktivni PEG molekulou za podminek reduk&ni alkylace, p¥i pH pH
vhodném pro selektivni modifikaci a-amino skupiny na amino-konci
uvedeného GDNFR proteinu nebo varianty; a (b) ziskdni reak&niho
produktu.

Pro v podstaté& homogenni populaci mono-polymer/GDNFR
proteinovy produkt jsou podminky redukni alkylace takové, které
umoZiiuji selektivni p¥ipojeni skupiny polymeru rozpustného ve
vod&€ na N-konec GDNFR proteinu nebo varianty. Takové reak&ni
podminky oby€ejn& umoffuji vyu¥iti rozdilu v pKa mezi lysinovou
amino skupinou a a-amino skupinou v N-konci (pKa je pH, p¥i
kterém je 50% aminoskupin protonovano a 50% nikoliv). pH také
ovliviiuje pouZity pom&r polymeru ku proteinu. Obecn&, pokud je
PH, pak bude nutny vy58i pom&r polymeru ku proteinu (t.j. &im
mén€ reaktivnich N-koncovych a-amino skupin, tim vice polymeru je
pot¥eba pro dosaZeni optimdlnich podminek) . Pokud je pH vy$3i,
pak nemusi byt pom&r polymer:protein tak vysoky (t.j. &im vice
reaktivnich skupin, tim mén& je pot¥eba molekul polymeru) . Pro
GCely predkladaného vyndlezu bude PH obvykle v rozmezi 3 - 9,
vyhodné& 3 - 6.

Jinou vyznamnou vlastnosti je molekulovd hmotnost polymeru.
Obecné&, &im vy$8i molekulovid hmotnost polymeru, tim mén& molekul
polymeru miZe byt pFipojeno na protein. Podobn& musi byt p¥i
optimalizaci parametrli vzato v Givahu v&tveni polymeru. Obecné&,
¢im vy$81i molekulovd hmotnost (nebo vy881 vétveni), tim vy$si




pomér polymer:protein. Obecn&, pro pegylaéni reakce podle
pfedkladaného vyndlezu je vyhodnd prim&rnd molekulova hmotnost
asi 2 kDa aZ 100 kDa. Vyhodnd prim&rnd molekulovd hmotnost je asi
5 kDa aZ asi 50 kDa, zejména vyhodna je molekulovd hmotnost asi
12 kDa aZ 25 kDa. Pom&r polymeru rozpustného ve vod® k GDNFR
proteinu nebo variant& bude oby&ejn& v rozsahu od 1:1 do 100:1,
vyhodn& (pro polypegylaci) 1:1 a¥% 20:1 a (pro monopegylaci) 1:1
az 5:1.

Za pouZiti podminek ukédzanych vy¥e umo¥ni redukdni alkylace
selektivni p¥ipojeni polymeru na jakykoliv GDNFR protein nebo
variantu majici a-amino skupinu na amino konci, a umoZni p¥ipravu
v podstaté homogenniho konjugétu monopolymer/GDNFR protein (nebo
varianta). Termin "konjugét monopolymer/GDNFR protein (nebo
varianta)" jak je zde pou¥it oznaduje kompozici sloZenou z jedné
molekuly polymeru p¥ipojené& na molekulu GDNFR proteinu nebo
varianty GDNFR proteinu. Konjugat mdnopolYmer/GDNFR protein (nebo
varianta) bude typicky mit polymer umist&ny na N-konci, ale ne na
amino skupiné postraniho ¥et&zce lysinu. Pripravek by m&l byt
vice neZ z 90% konjugat monopolymer/GDNFR protein (nebo varianta)
a lépe vice neZ z 95% konjugat monopolymer/GDNFR protein (nebo
varianta), kde zbyvajici pozorovatelné molekuly nejsou zreagoviny
(t.j. jde o protein bez polymerové skupiny) . Také se p¥edpokl&ads,
Ze GDNFR proteinovy produkt mi¥e obsahovat pripravu pegylované
molekuly obsahujici fGsni protein nebo navzajem vazané molekuly
GDNF a GDNFR. '

Pro pfedkléadanou reduk&ni alkylaci by m&lo byt redukéni
¢inidlo stabilni ve vodném roztoku a m&lo by byt schopné
redukovat pouze Schiffovu bazi tvo¥enou v po&itku procesu
redukéni alkylace. Vhodné redukéni &inidlo mife byt vybréno z




borohydrid sodny, kyanoborohydrid sodny, dimethylaminboran,
trimethylaminboran a pyridin boran. Zejména vhodnjym reduk&nim
¢inidlem je kyanoborohydrid sodny. Dalfi reakdni parametry, jako
je rozpousSté&dlo, reak&ni doby, teploty atd, a prosttedky pro
pfeCisténi produktli,, mohou byt urleny pf¥ipad od p¥ipadu na
zdkladé publikaci tykajicich se derivatizace proteind s polymery
rozpustnymi ve vodé (viz publikace zde citované).

C. Farmaceutické pIripravky GDNFR proteinového produktu

Farmaceutické pfipravky GDNFR proteinového produktu typicky
obsahuji terapeuticky nebo profylakticky &inné mnoZstvi GDNFR
proteinového produktu ve smé€si s jednim nebo vice farmaceuticky
pfijatelnymi formuladnimi materidly vybranymi podle zptsobu
podani. Vhodné formuladni materidly zahrnuji, ale nejsou omezeny
na, antioxidadni ¢inidla, konzervadlni &inidla, barviva,
ochucovaci a Yedici &inidla, emulsifika®ni &inidla, suSpendaéhi
¢inidla, rozpoufté&dla, plnidla, objemovd &inidla, pufry, vehikula
pro podédni, ¥edidla, p¥isady a/nebo farmaceuticka adjuvans.
Naptiklad, vhodnym vehikulem mife byt voda pro injekce,
fyziologicky roztok, nebo arteficidlni mozkomiZni mok, podle
potfeby doplnénd dalSimi mahteridly b&Znymi v p¥ipravcich pro
parenterdlni podédni. Neutrdlni pufrovany salinicky roztok nebo
salinicky roztok smiseny se sérovym albuminem jsou dal$i priklady
vehikul. Termin "farmaceuticky p¥ijatelny nosi&", jak je zde
pouZito, oznaduje formuladni materidl vhodny pro provedeni nebo
zlépéeni podani GDNFR proteinového produktu jako farmaceutického
pripravku.

Primdrni rozpou$té&dlo ve vehikulu miZe byt vodného nebo
nevodného charakteru. Kromé€ toho, vehikulum miZe obsahovat dalgi




formuladni materialy pro modifikaci nebo pro udrfeni PH,
osmolarity, vigkozity, Cirosti, barvy, sterility, stability,
rychlosti rozpoudt&ni nebo zdpachu formulace. Podobné&, vehikulum

udrZeni rychlosti uvolfiovani GDNFR proteinového produktu, nebo
pro absorpci nebo penetraci GDNFR proteinového produktu pres
hematoencefalickou barieru.

Po formulovani farmaceutického p¥ipravku miZe byt p¥ipravek
uskladnén ve sterilnich fiolach jako roztok, suspenze, gel,
emulse, pevnd l&tka, nebo dehydratovany nebo lyofilizovany
praSek. Takové formulace mohou byt uskladn&ny bud ve form&
pfipravené pro pouZiti, nebo ve forms (nap¥iklad lyofilizované),
kterd vyZaduje rekonstituci p¥ed podanim.

Optimdlni farmaceuticksi formulace bude odbornikem v oboru
urlena na zaklad& zamy¥leného zplsobu podani aApoEadované davky.
Viz nap¥iklad Remington's Pharmaceutical Sciences, 18. vydani
(1990, Mack Publishing Co., Easton, pa 18042), Strany 1435 -
1712, kterd je zde uvedena jako odkaz. Takové p¥ipravky mohou
ovliviiovat fyzik&lni stav, stabilitu, rychlost in vivo uvolfiovani
a rychlost in vivo klirens broteind a derivata podle
pfedklédaného vynalezu.

Také jsou navrieny G&inné formy pro podani, jako jsou (1)
pfipravky s prodlouZenym uvoliiovdnim, (2) inhala&ni aerosoly,

jsou typicky apyrogenni, parenteriln& pfijatelné vodné roztoky
obsahujici GDNFR proteinovy produkt ve farmaceuticky pfijatelném




vehikulu. Jednim vyhodnym vehikulem je fyziologicky roztok.
Farmaceutické p¥ipravky GDNFR pProteinového produktu mohou také
Obsahovat jednotlivé pripravky polymerickych slou&enin jako je
polymléénd kyselina, kyselina polyglykolova atd. nebo mohou
obsahovat liposomy. MiZe byt také poufita kyselina hyaluronova
a ta miZe zajistit prodlouZenou dobu cirkulace.

Zejména vhodnym vehikulem Pro parenteralni poddni je sterilnit
destilovand voda, ve které je GDNFR proteinovy produkt formulovin
jako sterilni, izotonicky roztok, ktery je ¥adn& konzervovian.
Jest& jiny pripravek mide obsahovat formulaci GDNFR proteinového
produktu s &inidlem, jako jsou injikovatelné mikrosféry nebo
liposomy, které zajisti zpomalené uvoliiovdni proteinu, ktery miZe
byt potom podén jako depotni injekce. Jiné vhodné prostf¥edky pro
podéni GDNFR proteinového produktu zahrnuji implantovatelné
prost¥edky pro podani 1é¢iva, které obsahuji GDNFR proteinovy
produkt . ‘

P¥ipravky podle predkl&daného vyndlezu mohou obsahovat dalsi
slozky, nap¥iklad parenterilnd pfijatelnd konzervadni ¢inidla,
tonizujici &inidla, pomocna rozpousté&dla, zvlhdovaci ¢inidila,
¢inidla podporujici tvorbu komplexﬁ,'pufry, antimikrobidlni
¢inidla, antioxidanty a surfaktanty, které jsou v oboru dobge
znamé. Nap¥iklad, vhodna &inidla zvy8ujici tonicitu zahrnuji
halidy alkalickych kovi (vihodné& chlorid sodny nebo draselny),
manitol, sorbitol, a podobné&. Vhodna konzervadni ¢inidla
zahrnuji, ale nejsou omezena na, benzalkoniumchlorid, thimerosal,
fenethylalkohol, methylparaben, propylparaben, kyselinu sorbovou
a podobné&. Peroxid vodiku miZe byt také pou¥it jako konzervadni
¢inidlo. Vhodn& pomocn& rozpoustédla jsou nap¥iklad glycerin,
propylenglykol a polyethylenglykol. Vhodna &inidla podporujici




tvorbu komplexl jsou nap¥iklad coffein, polyvinylpyrrolidon,
beta-cyklodextrin nebo hydroxypropyl-beta-cyklodextrin. Vhodné
surfaktanty nebo zvlhéujici &inidla jsou napf¥iklad estery
sorbitanu, polysorbaty jako je polysorbat 80, tromethamin,
lecitin, cholesterol, tyloxapal a podobné€. Pufry mohou byt b&¥né

pufry jako je boritanovy, citratovy, fosfatovy, blkarbonatovy
nebo Tris-HCl.

Slozky pfipravku jsou v koncentracich, které jsou p¥ijatelné
pro misto poddni. Nap#iklad, pufry jsou pouZité pro udrfeni
pfipravku p¥i fyziologickém pH nebo p¥i mirné ni%¥¥im pH, typicky
pfi pH v rozmezi od 5 do 8.

Farmaceutické p¥ipravky mohou byt formulovany pro inhalaci.
Napfiklad, GDNFR proteinovy produkt mtZe byt formulovan jako
suchy préSek pro inhalaci. Inhaladni roztoky GDNFR proteinového
produktu mohou byt také formulovdny v hnaci kapalina pro
podani ve form& aerosolu. V jedt& jiném provedeni miZe byt roztok
nebulizovan.

Také se predpokladd, ¥e n&které formulace obsahujici GDNFR
proteinovy produkt budou podiny ordln&. GDNFR proteinovy produkt,
ktery je poddn timto zplsobem, mi¥e byt formulovén s nebo bez
nosill, které jsou b&2n& pou¥ivéany pro pfipravu pevnych davkovych
forem jako jsou tablety a kapsle. Nap¥iklad, mafe byt navriena
kapsle, kterd bude uvolilovat aktivni &&st formulace v mist&
gastrointestindlniho traktu, ve kterém je biodostupnost
maximalizovéna a pre-systemovd degradace je minimalizovéna. Mohou
byt obsaZeny dal$i formuladni materidly pro usnadn&ni absorpce
GDNFR proteinového produktu. Také mohou byt pouZita rYedidla,
ochucovaci &inidla, vosky s nizkou teplotou tdni, rostlinné




oleje, lubrikanty, suspendalni &inidla, &inidla podporujici
rozpadavost tablet a pojiva.

Jiny p¥ipravek miZe obsahovat &inné mnoZstvi GDNFR
proteinového produktu ve sm&si s netoxickou p¥isadou, kterd je
vhodnéd pro pZipravu tablet. Rozpudténim tablet ve sterilni vod¥,
nebo v jiném vhodném vehikulu, mife byt p¥ipraven roztok v
jednotkové davkové form&. Vhodné p¥isady zahrnuji, ale nejsou
omezeny na, inertni ¥edidla, jako je uhliditan vépenaty,
uhliditan sodny nebo bikarbonat, laktosa, nebo fosfore&nan
vépenaty; nebo pojiva jako je &krob, Zelatina nebo akacie; nebo
lubrikadni ¢inidla jako je stearan hoYe&naty, kyselina stearova
nebo talek.

DalSi formulace GDNFR proteinového produktu budou odbornikim v
‘oboru z¥ejmé, v&etn& formulaci obsahujicich GDNFR proteinovy
produkt v kombinaci s GDNF proteinovym produktem. Techniky pro
formulovani mnoha dalZich prostfedkl se zpomalenym nebo
kontrolovanym uvoliiovdnim, jako jsou liposomové noside,
bioerodovatelné mikro&astice nebo porosni kordlky a depotni
injekce, jsou také odbornikim v oboru zndmé. Viz nap¥iklad
Supersaxo et al., ktery popisuje porésni polymerické mikrodéstice
s kontrolovanym uvolilovédnim pro poddni farmaceutickych p¥ipravkl

(Mezindrodni pf¥ihl&Zka &. WO 93/15722; Mezindrodni p¥ihléaska &.
PCT/US93/00829), jejichZ objevy jsou zde uvedeny jako odkaz.

D. Podani GDNFR proteinového produktu
GDNFR proteinovy produkt miZe byt podin parenteridln& mnoha

zplisoby, v&etn& subkutdniho, intramuskuldrniho, intravenosniho,
transpulmondlniho, transdermé&lniho, intrathekdlniho a
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intracerebrdlniho poddni. Krom& toho, proteinové faktory, které
neprochdzeji snadno pres hematoencefalickou barieru, mohou byt
podény pfimo intracerebrédlné& nebo jinak spolu s dalZimi elementy,
které je budou transportovat p¥es barieru. Nap¥iklad, GDNFR
proteinovy produkt miZe byt podédn intracerebroventrikuldrnd nebo
do mozkového nebo miSniho subarachnoiddlniho prostoru. GDNFR
proteinovy produkt miZe byt také podan intracerebraln& p¥imo do
mozkového parenchymu. GDNFR proteinovy produkt miZe byt podén
extracerebrialné ve formé, kterd byla chemicky modifikovana nebo
kterd byla obalena tak, Ze prostupuje hematoencefalickou
barierou, s jednim nebo s vice &inidly, které podporuji penetraci
GDNFR proteinového produktu p¥es barieru. Napfiklad, bylo
prokédzano, Ze konjugdt NGF a monoklondlnich protilédtek proti
receptoru pro transferin je transportovédn do mozku pomoci vazby
na receptory pro transferin.

Pro dosa¥eni pofadovanych hladin GDNFR proteinového produktu
mohou byt podédny opakované denni nebo méné& ¢asté injekce, nebo
miZe byt GDNFR proteinovy produkt poddn infusi kontinudln& nebo
periodicky pomoci implantované pumpy s konstantnim nebo
programovatelnym prutokem. GDNFR proteinovy produkt miZe byt také
podan pomoci implantétl se zpomalenym uvoliiovdnim obsahujicich
neurotrofni faktor zanoreny do biodegradovatelné polymerové
matrice. Frekvence a davkovani bude zédviset na farmakokinetickych
parametrech formulace GDNFR proteinového produktu a na zpisobu a
mist& podéani.

Bez ohledu na zplGsob podéni mife byt vypoditdna specifické
davka podle té&lesné hmotnosti, povrchu t&la nebo podle velikosti
orgdnu. Dal8i Gprava vypoltu nezbytného pro urfeni vhodnych davek
pro léfbu kaZdou z vySe uvedenych formulaci je odborniky bé&Zné&
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provadé€na a pat¥i k {ikonli, které jsou jimy b&¥n& provadény.
Vhodné davky mohou byt ozfejmé&ny pouZitim vhodnych dat davka -
odpovéd'.

Konedny davkovy reZim v metodach pro lé&bu specifického
poran&ni nebo onemocnéni bude urden oSetfujicim lékatem. Obecné&,
i¢inné mnoZstvi presentovanych GDNFR polypeptidd bude ur&eno po
zvédZeni riznych faktord, které modifikuji G&inek 1éku, nap¥iklad
v&ku, zdravotniho stavu, pohlavi a dietnich navyk( pacienta,
zavaznosti jakékoliv infekce, dob& podédni a jingch klinickych
faktord. Viz Remington's Pharmaceutical Sciences, vyfe, strany
697 - 773, kterd je zde uvedena jako odkaz. P¥edpoklada se, Ze
pokud je GDNFR pouzit pro zvySeni G&inku GDNF, pak je davka GDNFR
vybréana tak, aby byla podobnd davce nutné pro GDNF terapii; pokud
je GDNFR pouZit k antagonizaci G¢inku GDNF, pak je davka GDNFR
vybréna tak, aby byla n&kolikandsobn& vy&8i ne¥ davka GDNF.
Davkovani mi¥e byt jedenkrat nebo vicekrat denné&, nebo méné&
Casto, a mi%e byt provedeno ve spojeni s jinymi p¥ipravky, které
jsou zde popsdny. M&lo by byt uvedeno, e p¥edklddany vynédlez
neni omezen zde uvedenymi davkami.

P¥edpokladad se, Ze kontinudlni poddni nebo zpomalenéd podéni
GDNFR proteinového produktu miiZe byt vyhodné pro danou 1é&&bu.
Alkoliv miZe byt kontinudlni podéni provedeno pomoci mechanickgch
prost¥edkl, jako je infusni pumpa, p¥edpokladdd se moZnost poufiti
jingch zphsobl pro kontinudlni nebo tém&¥ kontinudlni podani.
Naptiklad, chemickd derivatizace nebo enkapsulace mi¥e vést ke
vzniku forme proteinu se zpomalenym uvoliiovanim, které zajisti
kontinudlni p¥itomnost proteinu v krvi, v p¥edpov&ditelnych
mnozstvich, na zékladé urdeného davkového reZimu. Proto zahrnuji
GDNFR proteinové produkty proteiny derivatizované nebo jinak




e
oo

formulované pro zaji¥t&ni takového kontinuilniho podéni. Formy
GDNFR proteinového produktu se zpomalenym uvoliiovdnim budou
formulovany tak, aby dodaly po¥adovanou denni nebo tydeni G&inou
davku.

Déle je pY¥edpokladano, %e GDNFR proteinovy produkt miZe byt
podén v kombinované form& spolu s GDNF. Alternativn& mohou byt
GDNFR proteinovy produkt a GDNF proteinovy produkt podéany
separované, bud sekven®né nebo simultind.

GDNFR proteinovy produkt podle p¥edkladaného vynadlezu miZe byt
také pouZit, samostatn& nebo v kombinaci s jinymi rdstovymi
faktory, p¥i 1&&b& nervovych onemocndni. Kroms toho, jiné faktory
nebo molekuly, v&etn& chemickych kompozic, mohou byt pouZity
spolu s GDNFR proteinovym produktem. P¥i 1&&b& Parkinsonovi
nemoci se predpokldda, e GDNFR proteinovy produkt mi¥e byt
pouZit samostatn& nebo v kombinaci s podanim levodopy, kdy bude
GDNFR zvygovat aktivitu endogenniho GDNF a tak zvySovat
vychytavani zvy8enych koncentraci dopaminu neurony.

Jak bylo uvedeno vySe, také se predpoklads, ¥e dalsi
neurotrofické nebo neurony podporujici faktory budou uZited&né
nebo nezbytné pro 1é&bu n&kterych neurondlnich populaci nebo
n&kterych typd poSkozeni nebo onemocn&ni. Dalsi faktory, které
mohou byt pouZity spolu s GDNFR nebo kombinaci GDNF a GDNFR
zahrnuji, ale nejsou omezeny na: mitogeny jako je inzulin,
inzulinu podobné rlGstové faktory, epidermilni ristovy faktor,
vazoaktivni ristovy faktor, pituitdrni adenylat cyklasu
aktivujici polypeptid, interferon a somatostatin; neurotrofické
faktory jako je nervovy rlstovy faktor, neurotroficky faktor
odovzeny z mozku, neurotrofin 3, neurotrofin 4/5, neurotrofin 6,




inzulinu podobny riistovy faktor, cilidrni neurotroficky faktor,
kysely a bazicky fibroblastovy rdstovy faktor, fibroblastovy
rﬁstov? faktor 5, transformujici ristovy faktor-R,
kokainem-amfetaminem regulovany transkript/CART; a dalZi rastové
faktory jako je epidermdlni rstovy faktor, leukemicky inhibi&ni
faktor, interleukiny, interferony a kolonie stimulujici faktory,
stejné jako molekuly a materiadly, které jsou funkénimi
ekvivalenty t&chto faktord.

Bun&fnd a genovad terapie GDNFR proteinovym produktem

Buné&dnd terapie GDNFR proteinovym produktem, nap¥iklad
intracerebrédlni implantace bun&k produkujicich GDNFR proteinovy
produkt, je také predpokladina. Toto provedeni bude obsahovat
implantaci bun&k pacientovi, kde tyto buitkky jsou schopné
syntetizovédni a sekrece biologicky aktivni formy GDNFR
proteinového produktu. Takové buiiky produkujici GDNFR‘proteinovy
produkt mohou byt buiiky, které p¥irozen& produkuji GDNFR
proteinovy produkt, nebo to mohou byt builky, jejich¥ schopnost
produkovat GDNFR proteinovy produkt byla zvy8ena transformaci
genem kodujicim pofadovany GDNFR proteinovy produkt. Takova
modifikace miZe byt provedena pomoci vektoru vhodného pro
preneseni genu, stejn& jako Pro navozeni jeho exprese a sekrece.
Pro minimalizaci potenci&lnich imunologickych reakci u pacientq,
kterym je poddn GDNFR proteinovy produkt ciziho druhu je vyhodné,
aby byly butiky p¥irozen& produkujici GDNFR proteinovy produkt
lidského pGvodu a aby produkovaly lidsky GDNFR proteinovy
produkt. Podobné&, je vyhodné, aby rekombinantni buiiky produkujici
GDNFR proteinovy produkt byly transformovany expresnim vektorem
obsahujicim gen kodujici lidsky GDNFR proteinovy produkt.




Implantované buiiky mohou byt enkapsulované pro zamezeni
infiltrace okolni tké&né&. Lidské nebo non-lidské zvireci buriky
mohou byt pacientim implantovény v biokompatibilnich,
semipermeabilnich kontainerech nebo membrénich, které umo¥ni
uvoliiovdni GDNFR proteinového produktu, ale zabrani destrukci
bun&k imunitnim systémem pacienta nebo gkodlivymi faktory z
okolni tké&né&. Alternativné&, vlastni butiky pacienta,
transformované ex vivo tak, aby produkovaly GDNFR proteinovy
produkt, mohou byt implantovédny pacientovi p#imo bez takové
enkapsulace.

Techniky pro enkapsulaci Zivych bun&k jsou odbornikim v oboru
dobfe znamé a priprava enkapsulovanych bun&k a jejich implantace
pacientovi miZe byt provedena bez zbyte&ného experimentovani.
Napriklad, Baetge et al. (Mezindrodni p¥ihl&Zka &. WO 95/05452;
Mezindrodni p¥ihlaSka &. PCT/US94/09299, jejich¥ objevy jsouvzde
uvedeny jako odkaz) popisuje biokompatibilni kapsle obsahujici
geneticky zpracované builky pro efektivni podéni biologicky
aktivnich molekul. Krom& toho, viz US patenty &. 4892538, 5011472
a 5106627, které jsou zde uvedeny jako odkaz. Systém pro
enkapsulaci Zivych bun&k je popsén v PCT p¥ihléSce WO 91/10425 od
Aebischer et al., kterd je zde uvedena jako odkaz. Viz té% PCT
pfihlaska WO 91/10470 od Aebischer et al., Winn et al., Exper.
Neurol. 113: 322 - 329, 1991; Aebischer et al., Exper. Neurol.
111: 269 - 275, 1991; Tresco et al., ASAIO 38: 17 - 23, 1992,
které jsou zde uvedeny jako odkaz.

Také se predpokladd in vivo a in vitro genova terapie
zpisobujici poddni GDNFR proteinového produktu. In vitro genova
terapie miZe byt provedena vloZenim genu kodujiciho GDNFR
proteinovy produkt do cilovych bun&k pomoci lokalni injekce




konstruktu nukleové kyseliny nebo jiného vhodného p¥epravniho
vektoru. (Hefti, J. Neurobiol. 25: 1418 - 1435, 1994). Nap¥iklad,
sekvence nukleovych kyselin kodujici GDNFR proteinovy produkt
miZe byt obsaZena v adeno-asociovaném virovém vektoru pro prenos
do cilovych bun&k (nap¥iklad Johnson, Mezindrodni p¥ihl&gka &. WO
95/34670; Mezindrodni p¥ihlagka &. PCT/US95(07178, jeji% objevy
jsou zde uvedeny jako odkaz). Alternativni virové vektory
zahrnuji, ale nejsou omezeny na, retrovirové, adenovirové, herpes
simplex a papilomavirové vektory. Fyzik&lni p¥enos, at in vivo,
nebo ex vivo, miZe byt dosaZen liposomy zprost¥edkovanym
pfenosem, p¥imou injekci (hold DNA), receptory zprost¥edkovanym
pf¥enosem (komplex ligand-DNA), elektroporaci, sréZenim
fosforefnanem vépenatym a nebo ost¥elovanim mikrodasticemi
(genové délo).

Také se predpoklddd, Ze genova terapie GDNFR pfoteinov?m
produktem nebo bun&¥ni terapie mi¥e ddle obsahovat podani GDNF
proteinového produktu. nap¥iklad, hostitelska butika miZe byt
modifikovana tak, aby exprivovala jak GDNFR proteinovy produkt,
tak GDNF proteinovy produkt. Alternativn® mohou byt GDNF a GDNFR
proteinovy produkt exprivovany a uvoliiovany z rdznych bunék.
Takové buiiky mohou byt separovan& vloZeny do pacienta, nebo mohou
byt obsaZeny v jediném implantovatelném prostr¥edku, jako je
enkapsulovand membréna popsanid vySe.

M&lo by byt uvedeno, ¥e formulace GDNFR proteinového produktu
zde popsané mohou byt pou¥ity pro veterinirni aplikace, stejné&
jako pro aplikace u 1idi, a %e termin "pacient" neni v tomto
smyslu omezujici. V p¥ipad& veterinirnich aplikaci mohou byt
davky uréeny podle viySe uvedené&ho popisu.




Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1

Identifikace buné&k exprivujicich vysokoafinitni vazebnid mista
pro GDNF

Expresni klonovani obsahovalo selekci zdrojemRNA, ktery
pravd€podobné obsahuje signifikantni hladiny cilového
transkriptu. Fotoreceptorové butiky sitnice byly identifikovany
jako reaktivni na GDNF p¥i velmi nizkych koncentracich, co¥
ukazuje na existenci funk&niho, vysokoafinitniho receptoru. Pro
potvrzeni toho, Ze krysi fotoreceptorové butiky exprivuji
vysokoafinitni receptory pro GDNF byla provedena analyza vazby
(*2°I)GDNF a fotografické emulse.

Kultury krysich bun&k sitnice

Neuralni sitnice 5-dni starych C57B1/6 my&ich mladat nebo
3-dny starych Sprague-Dawley krys (Jackson Laboratories, Bar
Harbor, MA) byly pelliv& odebrany a odfiznuty od pigmentového
epitelu, nast¥ihdny na 1 mm2 fragmenty a umist&ny do ledového
fosfatem pufrovaného fyziologického salinického roztoku (PBS).
Sitnice byly potom pfeneseny do 10 ml Hankova vyvéZeného solného
roztoku (HBSS) obsahujiciho 120 jednotek papainu a 2000 jednotek
DNAasy a byly inkubovdny po dobu 20 minut pfi 37 °C na rotad&ni
plo8né t¥epalce p¥i asi 200 rpm. Buniky byly potom dispersovany
trituraci p¥es oZehnuté Pasteurovy pipety, prosety pres 20

pm Nitex nylonové sito a centrifugovany po dobu 5 minut p¥i 200 x

g. Vznikla buné&na peleta byla resuspendovéna do HBSS
obsahujiciho 1% ovalbumin a 500 jednotek DNAasy, p¥evrstvena na




hladiné 4% roztokem ovalbuminu (v HBSS) a centrifugovéna po dobu
10 minut p¥i 500 x g. Kone&na peleta byla resuspendovana v
kompletnim kultivadnim mediu (viz dale), upravena na asi 15000
bunék/ml a umist&na v 90 pl aliquotédch na tkéifiové kultivadni
plotny potaZené polyornitinem a lamininem, jak bylo popséno d¥ive
(Louis et al., Journal of Pharmacology and Experimental‘
Therapeutics, 262: 1274 - 1283, 1992).

Kultiva&ni medium se sklddalo z 1:1 sm&si Dulbeccova
modifikovaného Eaglova media (DMEM) a F12 media, a bylo doplnéno
2,5% teplem inaktivovanym koniskym sérem (Hyclone, Logan, UT), B27
dopliikem pro media (GIBCO, Grand Island, NY), D-glukosou (kone&ni
koncentrace 5 mg/ml), L-glutaminem (kone&na koncentrace 2 mM), 20
mM HEPES, hové&zim inzulinem a lidskym transferinem (koheéné
koncentrace 2,5 a 0,1 mg/ml, v pfisludném poradi) .

Imunocytochemickd identifikace fotoreceptora

Fotoreceptory byly identifikovany barvenim na arestin,
antigen specificky pro ty€inky. Kultury fotoreceptorl byly
fixovany po dobu 30 minut PE¥i pokojové teplotd 4%
paraformaldehydem v PBS, pH 7,4, a potom nésledovaly t¥i promyti
v PBS. Fixované kultury byly potom inkubovany v Superblock
blokovacim pufru (Pierce, Rocford, IL) obsahujicim 1% Nonidet
P-40 pro zvySeni penetrace protilatky. Znti-arestinové protilétky
(polyklonalni krali&i protildtky proti syntetické peptidové
sekvenci arestinu:
Val—Phe-Glu—Glu-Phe—Ala—Arg—Gln—Asn—Leu—Lys~Cys) byly potom
aplikovany v ¥ed&ni asi 1:2000 ve stejniém pufru, a kultury byly
inkubovany po dobu jedné hodiny p¥i 37 °C na rotadni t¥epadce. Po
t¥ech promytich v PBS byly kultury inkubovéany po dobu jedné




hodiny p¥i 37 °C s kozim anti-kralidim IgG (Vectastain kit od
Vector Laboratories, Burlingham,. CA) v #ed®ni 1:500. Po t¥ech
promytich v PBS byly potom sekundarni protilétky znaleny
komplexem avidin-biotin-peroxidasa fed&nym 1:500 (45 minut p¥i
37 °C). Po t¥ech dal¥ich promytich v DPBS byly znafené bun&&né
kultury reagovény po dobu 5 - 20 minut v roztoku 0,1 M Tris-HC1,
PH 7,4 obsahujicim 0,04% 3',3'-diaminobenzidin- (HC1)4, 0,06%
NiCl2 a 0,02% peroxid vodiku. Podle arestinové imunoreaktivity
bylo okolo 90% bun&k v kulturich ty&inkovymi fotoreceptory.

Zivotaschopnost fotoreceptorl byla ur&ena vySet¥ovanim
arestinem barvenych kultur sv&telnym mikroskopem p¥i 200-ndsobném
zvét8eni. Polet arestin pozitivnich receptort byl po&itén na
jednou prouZku 1 x 6 mm, pYedstavujicim 20% celkové povrchové
oblasti 6 mm jamky. Zivotaschopné fotoreceptory byly
charakterizovany jako majici ¥&dn& tvarované bun&¥né t&lo,
obvykle s kratkymi axonim podobnymi vybéZky. Fotoreceptory
vykazujici zndmky degenerace, jako je nepravidelné, vakuolizované
perikaryum nebo fragmentované neurity, byly vylouleny z poditani
(v&t8ina degenerovanych fotreceptord byla nicméné& odd&lena do
kultivaéniho substrdtu). Poet bun&k byl vyjadfen jako butiky/6 mm
jamku.

Kultivované krysi bullky sitnice obohacenéd o fotoreceptory
(10000/6 mm jamku) byly oSet¥eny lidskym rekombinantnim GDNF
(10-nésobné seriové fed&ni v rozmezi od 10 ng/ml do 1 pg/ml) .
Kultura byla fixovdna po Sesti dnech a byla imunobarvena na
arestin, antigen specificky pro fotoreceptory ty&inek. V
kulturdch, které nebyly oSet¥eny GDNF, se poCet fotoreceptorn
rovnom&rn& sniZoval s dasem doku nedosdhl asi 25% podéatelni
hodnoty po 6 dnech kultivace. Ofet¥eni kultur GDNF vedlo asi ke
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dvojnédsobné vys8imu po&tu Zivotaschopnych arestin-pozitivnich
fotoreceptord po festi dnech kultivace. U&inek GDNF byl maximidlni
pri asi 200 pg/ml, s ED__ okolo 30 pg/ml Krom& podpory
zivotaschopnosti fotoreceptort stimuloval GDNF také prodluovani
axonim podobnych vyb&Zkl, co¥ prokazuje G&inek na morfologicky
vyvoj fotoreceptorl (prum&rnd délka neuritl fotoreceptord p¥i
GDNF: 68 u, oproti 27 + 18 pm v kontrolnich kulturach).

Pro potvrzeni toho, #Ze bufiky krysi sitnice exprivuji
vysokoafinitni GDNF receptory byla provedena analyza (*25I)GDNF
vazby a fotografické emulse. Postnatalni krysi fotoreceptorové
butiky byly umistény v plastovych nadobkach (Nunc) v hustoté
2800 bun&k/mm3, t¥i a3 Ctyfi dny p¥ed pokusem. Buliky byly promyty
jedenkrat ledov& chladnym promyvacim pufrem (Dulbeccovo
modifikované Eaglovo medium (DMEM) obsahujici 25 mM
N-2-hydroxyethylpiperazin- N' 2-ethansulfonovou kyselinu (HEPES) ,
PH7,5) . Pro kompetitivni vazbu byly buiiky inkubovény s ruznymi
koncentracemi (**®I)GDNF ve vazebném pufru (DMEM obsahujici 25 mM
HEPES, pH 7,5 a 2 mg/ml hov&ziho sérového albuminu (BSA)) za
pfitomnosti nebo za absence 500 nM nezna&eného GDNF p¥i 4 °C po
dobu 4 hodin. Builkky byly promyty EtyFikrat ledov& chladnym
pufrem, byly lyzovdny v 1 M NaOH a radioaktivita navdzani na
buriky byla ur&ena v gamma kamefte. Signifikantni mnoZstvi
(**°I)GDNF se vazalo na fotoreceptorové buiiky i p#i nizkych
koncentracich ligandu (jako je 30 pPM) a tato vazba byla zcela
inhibovéna p¥itomnosti nadbytku nezna&eného GDNF.

Pro detekci ve fotografické emulsy byly buniky inkubovény s 50
PM (**°I)GDNF ve vazebném pufru za pfitomnosti nebo za absence
neznadeného GDNF p¥i 4 °C po dobu 4 hodin. Builky byly promyty
Sestkrat ledov& chladnym pufrem, byly fixovany 2,5%
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glutaraldehydem a byly sekven&ng& dehydratovany 50% a 70%
ethanolem, a byly pono¥eny do NTB-2 fotografické emulse (Eastman
Kodak, Rochester, NY). Po p&ti dnech expozice byly desky vyvijeny
a vy8etfovany. Analyza fotografické emulse prokdzala asociaci
(**®I)GDNF na nékteré fotoreceptorové buiiky, co¥ ukazuje na
pritomnost receptoru pro GDNF. Tato asociace, nicméné&, byla
G&inn& blokovéna p¥iddnim nezna&eného GDNF .

P¥iklad 2 - Expresni klonov&ni GDNFR z fotoreceptorovych bun&k

Krysi fotoreceptorové buttky byly vybrény jako mozZny zdroj
vysokoafinitnich receoptorli pro GDNF na zaklad& jejich povrchové
vazby radioaktivn& zna&eného GDNF a na zakladd jejich schopnosti
reagovat na velmi nizké koncentrace ligandu, jak je popséano v
p¥ikladu 1. Pro identifikaci receptoru byla konstruovana cDNA
knihovna podle vybranych velikosti o p¥ibliZn& 50000 nezavislych
klonech za poﬁéiti sav€iho expresniho vektoru (dérivétu PSR,
Takebe et al., vy8e) a mRNA izolované z kultivovanych
postnatédlnich krysich fotoreceptorovych bun&k, za pou¥iti metody
popsané ddle. Knihovna byla rozd&lena do skupin o asi 1500 a%
2000 nezavislych klonl a byla vy¥et¥ovéna za pouZiti zavedeného
pfistupu expresniho klonovani Gearing et al., EMBO Journal, 8;:
3667 - 3676, 1989). Plasmidova DNA pfedstavujici kaZdou skupinu
knihovny byla p¥ipravena a transfektovédna do COS7 bunék
kultivovanych v plastové mikroskopické nddobce (Nunc, Naperville,
IL).

Transfektované butlky byly oZet¥eny (*25I)GDNF, fixovany
glutaraldehydem, dehydratovéany a ponofeny do fotografické emulse
pro autoradiografii. Po expozici 5 dni byly desky vyvijeny a
vyS8etfovany na p¥itomnost st¥ibrnych granuli, kterad ukazovala na
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pfitomnost vazby (*25I)GDNF na bun&&ny povrch v disledku bun&&né
exprese receptoru pro GDNF. Burlkky transfektované EGF receptorem
oSetfené (*2°I)EGF byly pou¥ity jako pozitivni kontrola.

Jedna z 27 skupin (F8-11) vySet¥ovanych timto zplisobem
vykazovala 19 pozitivnich bun&k po transfekci. Tak byla
identifikovana jedini skupina cDNA knihovny, ktera obsahovala
CDNA klon, ktery exprivoval GDNFR. Tato skupina byla rozd&lena do
60 menSich podskupin o 100 klonech/skupinu, které byly
vySetfovany stejnym zplsobem, jako byl popsén vySe. P&t z t&chto
skupin bylo identifikovéno jako pozitivni a dv& z p&ti skupin
byly ddle rozdé&leny za zisku jediného klonu odpov&dn&ho za
vazebnou aktivitu pro GDNF. Transfekce plasmidové DNA z jediného
klonu do COS7 bun&k vedla k vazb& (*2°I)GDNF na p¥ibli¥né& 15%
bun€k. Tato vazba byla specificky inhibovédna nadbytkem
neznaeného GDNF.

Konstrukce expresnich cDNA knihoven

Krysi builky sitnice byly zigskény z krys std¥i 3 - 7 dni a byly
umist&ny do kultivadnich diska potaZenych lamininem a
polyornitinem v hustot& p¥ibli¥n& 5700 bunék/mm*. Po 3 - 4 dnech
v kultufe bylo vyhodnoceno, %e populace obsahuje asi 80%
fotoreceptorovych bun&k. Celkova DNA byla pfipravena z této
kultury standartnimi metodami, a POlyA+RNA byla pre&iit&na za
pouZiti poly-A-tract kitu (Promega, Madison, WI). cDNA knihovna
byla konstruovéna z krysi fotoreceptorové polyA+RNA za pouZiti
Gibco Superscript Choice System (Gibco/BRL, Gaithersburg, MD).
Dva mikrogramy polyA+RNA byly smiseny s 50 ng n&hodnych hexamer,
zah¥dty na 70 °C na dobu 10 minut a potom rychle ochlazeny na
ledu. Syntesa prvniho Yet&zce byla provedena za pouZiti 400 U
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Superscript II RT p¥i 37 °C po dobu 1 hodiny. Syntesa druhého
Tet&zce byla provedena ve stejné tub& po pr¥idani ANTP, 10 U E.
coli DNA ligasy, 40 U E.coli DNA polymerasy I a 2U E. coli RNAsy
H. Po 2 hodindch p¥i 16 °C byly konce cDNA tupé zakonéeny
oSet¥enim 10 U T4polymerasy po dal&ich 5 minut p¥i 16 °C. Po
sraZené isopropanolem byly k cDNA p¥iddny EcoRI klonovaci mista
ligaci pfes noc s 10 ug nefosforylovanymi EcoRI adapterovymi
oligonukleotidy.

ECORI adaptovand cDNA byla potom fosforylovana a aplikovéna do
Sephacryl S-500 HR kolony frakcionaci podle velikosti. Po
naplnéni byla kolona promyta 100 pl aliquotami TEN pufru (10 mM
Tris-HCl, pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 25 mM NaCl) a byly odebrény 30 ul
frakce. Frakce 6 a% 8, které obsahovaly p¥ibli¥n& 34 ng cbNA o
vysoké molekulové hmotnosti, byly shromaZdé&ny a vysraZeny.
Ziskand EcoRI adaptovand cDNA byla ligovéna p¥es noc s 50 ng
EcoRI tréveného vektoru pBJ5. Aliquoty liga®ni smsi ka¥da
obsahujici okolo 15 ng cDNA byly potom transformovany do
kompetentnich bun&k (E. coli kmen DH10B; GIBCO/BRL, Gaithersburg,
MD) elektroporaci. Transformadni sm&s byla titrovéna a potom
umist&na na 27 Amp/LB plotny v hustot& 1500 kolonii na plotnu.
Kolonie byly se8krdbnuty z ka%dé plotny a byly odebrédny do 10 ml
Luria bujonu (LB) za vytvoreni 27 skupin po 1500 nezavislych
klonech. Cast bun&k z kasdé skupiny byla zmrazena v glycerolu a
zbyvajici butiky byly pouzity pro izolaci plasmidové DNA za
pouziti Qiagen tip-500 kitu (Qiagen Inc. ¥ Chatsworth, CA)

Transfekce COS bun&k a analyza fotografické emulse

COS7 butliky byly umist&ny (220000 bunék/nadobku) v plastovych
nadobkdch (Nunc) potaZenych ProNectin (10 pug/ml ve fosfatem
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pufrovaném salinickém roztoku (PBS)) jeden den p¥ed transfekci.
Pro transfekci bylo 700 ul OptiMEMI (Gibco/BRI,, Gaithersburg, MD)
obsahujici 2 ug cDNA jemnd& smiseno s 35 ¢4l DEAE Dextran roztoku
(10 mg/ml, Sigma, St. Louis, MO) v Eppendorfové tubé&. Buiiky byly
promyty dvakrat PBS a inkubovény s transfekdéni sm&si po dobu 30
minut p¥i 37 °C v atmosfé¥e 5% CO_. Po inkubaci bylo do ka%dé
nadobky pf¥idéno 3 ml DMEM media obsahujiciho 10% fetdlni teleci
sérum (FCS) a 80 nM Chlorogquinu (Sigma, St. Louis, MO) Buiiky byly
dale inkubovény po dobu 3,5 hodin, vystaveny Soku s 10%
dimethylsulfoxidem v DMEM p¥i pokojové teplot& po dobu 2 minut,
promyty jedenkrdt PBS a nechaly se riist v DMEM obsahujicim 10%
FCS. Po 48 hodindch byly transfektované COS7 butiky promyty
jedenkrdt ledové chladngym promyvacim pufrem (DMEM obsahujici 25
mM HEPES, pH 7,5) a byly inkuboviny v ledov& chladném vazebném
pufru (DMEM obsahujici 25 mM HEPES, pH 7,5 a 2 mg/ml BSA)
dopln&ném 50 pM (**°I)GDNF p¥i 4 °C po dobu 4 hodin. Bufiky byly
promyty Sestkrédt v ledové& chladném promyvacim pufru, byly
fixovany 2,5% glutaraldehydem pPEi pokojové teplot& po dobu 5
minut, byly sekven&né dehydratovény 50% a 70% ethanolem a potom
pono¥eny do NTB-2 fotografické emulse (Eastman Kodak) . Po 4-5
denni expozici p¥i 4 °C ve tm& byly desky vyvijeny a vySetfovany
normdlni a kontrastni mikroskopii.

Dal8i d&leni pozitivnich skupin

Byla identifikovéna jedna skupina, kter& obsahovala domné&ly
klon GDNF receptoru. Klony z této skupiny byly umist&ny na 60
plotnach v hustot& 100 kolonii na plotnu. Builky byly seSkrdbnuty
z kaZdé plotny, umist&ny do LB a nechaly se rlist po dobu 4-5
hodin p¥i 37 °C. z kafdé skupiny byly vyrobeny zmrazené zdsobniky
a p¥ipravky DNA, stejn& jako d¥ive, pro generovani 60 podskupin
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obsahujicich kaZd4 100 nez&vislych klont. Dvé z t&chto skupin
byly umistény na plotnu v nizké& hustotd pro umoZnéni izolace
jednotlivych kolonii.

Jednotlivé kolonie (384) byly seSkrébnuty z ka¥dé ze dvou
podskupin a byly kultivovény po dobu 6 hodin v 200 ul LB v 96
jamkovych plotndch. Pro selekci jednotlivych kolonii
exprivujicich GDNFR byly &ty¥i 96 jamkové plotny uspotéddany do
jedné velké matrice sklédajici se z 16 %ad a 24 sloupcli. Butiky z
jamek v ka%dém sloupci a v ka¥dé ¥add byly kombinovény za zisku
celkem 40 sme€si. Tyto sm&si byly kultivovany p¥es noc v 10 ml
LB/Amp (100 pl/ml) a celkovd DNA byla pfipravena za pouZiti
Qiagen tip-20 kitu. P¥i analyze na domn&lé GDNFR receptorové
klony davaly t¥i fady sm&si a t¥i sloupce pozitivni signdly, coZ
ukazuje na devét potencidlné& pozitivnich jednotlivych kolonii.
DNA z kaZdého z potencidlné& pozitivnich klond. byla pfipravena
a byla trédvena EcoRI a PstI. DNA ze t¥i z deviti jednotlivych
klond vykazovala identicky charakter restrikce, zatimco dalgich
Sest bylo nep¥ibuznych, co¥ nazna¢uje, Ze tyto t¥i predstavuji
autentické klony obsahujici GDNFR.

P¥iklad 3
DNA sekvencovani a analyza sekvence

DNA z pozitivnich, jednotlivych kolonii byla p¥ipravena a
sekvencovana za pouZiti automatizovaného ABI373A DNA sekvenatoru
(Perkin/Elmer Applied Biosystems, Santa Clara, CA) a
dideoxy-dye-termindtord, podle nivodu vyrobce. Srovndni sekvence
GDNF receptoru s dostupnymi vefejnymi databazemi bylo provedeno
za pouZiti FASTA (Pearson and Lipman, Proceedings of The National
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Academy Of Sciences USA 85: 2444 - 2448, 1988) programového
algoritmu jak je popsdno v University of Wisconsin Genetics
Computer Group bali&ku (Program Manual for the Wisconsin Package,

202

Verse 8, zari 1994, Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin).

Charakterizace sekvence krysiho GDNFR

Byla pfipravena plasmidovd DNA z klond popsanych v p¥ikladu 2,
vy8e, a byla podrobena analyze DNA sekvence. Analyza nukleotidové
sekvence klonované krysi cDNA o 2138 bp ukdzala jeden rozsahly
otevieny &teci ramedek kodujici transla&ni protein o 468
aminokyselinovych zbytcich (obrdzek 3).

Kodujici sekvence je obklopena 5'-netranslatovanym regionem o
301 bp a 3' - netranslatovanym regionem o 430 bp, ktery
neobsahuje potencidlni polyadenyladni misto. Pritomnost
nitroréme&kového stop kodonu "upstream" od prvniho ATG na p&ru
bazi 302 a souvisejici okolni nukleotidy naznaduji, %e tento
methioninovy kodon je nejpravdépodobnd&ji inicidtorovym mistem
translace (Kozak, Nucleic Acids Research 15: 8125 - 8148, 1987).

Zadny polyadenyla®ni signal nebyl nalezen v 430 nukleotidech
3'-netranslatované sekvence v klonu krysi c¢cDNA. Toto neni
p¥ekvapivé, proto¥e data ziskand z Northern blotu ukazuji, Ze
nejkrat8i mRNA transkripty jsou dlouhé p¥ibliZné& 3,6 kb.

GDNFR polypeptidova sekvence ma N-koncovy hydrofobni region o
pribliZn& 19 zbytcich (methionin-1 a¥ alanin-19, obrizek 3) s
charakteristikami sekre®niho signédlniho peptidu (von Heijne,
Protein Sequences And Data Analysis, 1: 41 - 42, 1987; wvon
Neijne, Nucleic Acids Research 14: 4683 - 4690, 1986). Nebyla
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nalezena Zadnad vnit¥ni hydrofobni doména, kterd by mohla slouit
jako transmembrinovd doména. Misto toho je pf¥itomen
karboxy-koncovy hydrofobni region o 21 zbytcich (leucin-448 a%
serin-468, obrdzek 3) a mi¥e se Glastnit
glykosyl-fosfatidylinositolového (GPI) zakotveni receptoru v
Ccytoplasmatické membrédn&. Krom& p¥itomnosti t¥i potencidlnich
N-vazanych glykosyla&nich mist nebyly nalezeny %&dné konzervované
sekvence nebo strukturilni motivy. Protein je mimor*adn& bohaty¥ na
cystein (31 z 468 aminokyselinovych zbytkd), ale jejich rozloZeni
neni shodné s doménamy bohatymi na cystein v extracelulirnich
gastech znadmych receptord.

Sekvence GDNFR byla srovnavana se sekvencemi v dostupnych
vefejnych databazich za pou¥iti FASTA. Priizkum neukéazal
signifikantni homologii s jinymi publikovanymi sekvencemi. Po
ziskéani krysiho CcDNA klonu byl tento klon radioaktivnd znafen a
byl pouZit pro sondovdni cDNA knihovny p¥ipravené ze substantia
nigra lidského mozku jak je to popsano dédle v prikladu 5.

P¥riklad 4
Vazba GDNF na builky exprivujici GDNFR

Test vazby byl proveden podle testovaci metody, kterou d¥ive
popsal Jing et al. (Journal of Cell Biology 110: 283 - 294,
1990) . Test obsahoval vazbu (*25I)GDNF na krysi fotoreceptorové
burikky, COS7 builky nebo 293T buiiky, které byly transfektovany tak,
aby exprivovaly GDNFR. Rekombinantni GDNFR exprivovany na povrchu
293T bunék byl schopen specifické vazby na GDNF s afinitou
srovnatelnou a afinitou pozorovanou pro vazebnd mista pro GDNF na
burikdch krysi sitnice.
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Krysi fotoreceptorové buiiky byly p¥ipraveny jak je popséno v
prikladu 1, vy¥e, a byly umist&ny v hustot& 5,7 x 10° bun&k/cm?
dva aZ tfi dny pfed testovlnim ve 24-jamkovych Costar tké&iiovych
kultivaénich plotndch p¥edem potaZenych polyornitinem a
lamininem. COS bufiky byly umist&ny v hustot& 2,5 x 10* bun&k/cm?
jeden den pfed testem a byly transfektovdny 10 a% 20 ug
plasmidové DNA za pouZiti DEAE-dextran-chlorochinové metody
(Aruffo and Seed, Proceedings of The National Academy Of Sciendes
USA 84: 8573 - 8577, 1987). Bullkky z kaZdé plotny byly odebrany a
byly pfemisté&ny do 30 jamek 24-jamkovych Costar tké&iiovych
kultivaénich ploten 24 hodin po transfekci a ponechaly se rast po
dobu dal8ich 48 hodin. Builky se potom ponechaly na ledu po dobu 5
aZ 10 minut, promyly se jedenkrat ledov® chladnym promyvacim
pufrem a inkubovaly se s 0,2 ml vazebného pufru obsahujiciho
rizné koncentrace (*2°I)GDNF s nebo bez neznadeného GDNF p¥i 4 °C
po dobu &ty¥ hodin. Builky byly promyty &ty¥ikrdt 0,5 ml ledov&
chladného promyvaciho pufru a byly lyzovany 0,5 ml 1 M NaOH.
Lyzaty byly politany v 147 Wizard Automatic Gamma Counter.

Pro n&které vazebné pokusy byly pou¥ity p¥echodn&
transfektované 293T bullky (transfekce 293T bundk viz ni¥e). Dva
dny po transfekci byly bullky odebrany z ploten za pouZiti 2x
versinu. Buliky byly peletovény, promyty jedenkrit ledov& chladnym
vazebnym pufrem a byly resuspendovény v ledev& chladném vazebném
pufru v hustoté 3 x 10° bunék/ml. Bun&®nd suspense byla rozd&lena
do aliquot obsahujicich 1,5 x 10°® bun&k/vzorek. Buiiky byly potom
peletovény a inkubovédny s riznymi koncentracemi (*25I)GDNF za
p¥itomnosti nebo za absence 500 nM neznaleného GDNF p¥i 4 °C po
dobu 4 hodin p¥i jemném t¥epénim. Builky byly promyty &ty¥ikrat
ledové chladnym promyvacim pufrem a byly resuspendovény v 0,5 ml
promyvacim pufru. Dv€ 0,2 ml aliquoty suspense byly poditény
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v gamma &italdi pro uréeni mnozstvi (12571)G@pNF asociovaného
S butlkami .

Ve vSech testech byla nespecificki vazba urdena za poufiti
dvojich vzork&l, z nich3 jeden obsahoval 500 nM neznafeného GDNF.
Hladina nespecifické vazby se pohybovala od 10% do 20% specifické
vazby m&¥ené za absence neznac¢eného GDNF a byla ode&tena od
specifické vazby. Test prokéazal, 3ze buriky nevafou GDNF, pokud
nebyly transfektovany GDNFR cDNA.

P¥iklad 5
Tkétiova distribuce GDNFR mRNA

Charakter exprese GDNFR MRNA u embryon&lnich mySi, dosp&lych
mySi, krys a lidskych tké&ni byl vySet¥ovan Norther blot analyzou.
Klonované‘krysi GDNFR cDNA byla znadena za pouZiti Random Primed
DNA Labeling Kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) podle
navodu vyrobce. Skvrny krysi, mySi a lidské tkariové mRNA
(ziskané od Clontech, Palo Alto, CA) byly hybridizovany sondou a
promyty za pouZiti dinidel z ExpressHyb Kit (Clontech) podle
navodu vyrobce.

Tkatové Norther bloty p¥ipraveng z dosp&lé krysi, my3i a
lidské tkéanég ukdzaly, ¥e GDNFR mRNA je v nejvy8&ich hladindch
exprivovéna v jatrech, mozku a ledvindch. vysoks hladina exprese
MRNA byla také detekovana v plicich, a ni¥s{ nebo nedetekovatelni
hladina byla detekovana ve slezin&, st¥evu, varlatech a kosternim
svalu. Ve skvrnéch ziskanych z mRNA izolované z my&iho embrya
byla exprese nedetekovatelnsi v embryondlni den 7, stala se
detekovatelnou v den E11 a byla velmi vysokd v den E17. GDNFR
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mRNA byla exprivovéna ve tkanich izolovanych z n&kolika
podoblasti lidského mozku v relativnd stejnych hladin&ch. Exprese
GDNFR mRNA v lidském mozku vykazovala malou specificitu pro
jakykoliv Jednotlivy region.

Ve v&t8in& tkéani byly p¥itomny transkripty dvou rdzngch
velikosti. V mySich a lidskych tkanich byly nalezeny transkripty
© 8,5 a 4,4 kb, zatimco u krys byly transkripty 8,5 a 3,6 kb.
Relativni mnoZstvi v&t¥iho a menSiho transkriptu se liSilo podle
typu tkané, kdy mensi transkript dominoval v jatrech a v
ledvinach a v&tgi byl hojn&j%i v mozku. Vazba GDNF na 293T buiiky
transfektované GDNFR cDNA klonem v pBKRSV vektoru byla
vySet¥ovédna Scatchardovou analyzou. Byly detekovany dv& t¥idy
vazebnych mist, jedno s vazebnou afinitou v nizkém ¥&du pikomold
a druhé s afinitou okolo 500 pM.

Priklad 6
Rekombinantni lidsky GDNFR

CDNA knihovna lidské substantia nigra od dosp&lého jedince
(5'-Gsek plus cDNA knihovna, Clontech, Palo Alto, CA) klonovani
v bakteriofdgu gti10 byla vySet¥ovana za pouZiti krysiho GDNFR
CDNA klonu podle p¥ikladu 1 jako sondy. Sonda byla znadena (32p)
dNTP za pouZiti Random Primed DNA Labeling Kit (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN) podle niavodu vyrobce. P¥ibli¥n& 1,2 x
10° gtl0 f&gl z 1lidské cDNA knihovny substantia nigra bylo
umist&no na 15 cm agarosovych plotnich a byly replikovany na
dvojich nitrocelulosovych filtrech. Filtry byly potom vyS8et¥ovény
hybridizaci z radioaktivn& znadenou sondou. Filtry byly predem
hybridizovény v 200 ml 6 x SSC, 1 x Denharttv roztok, 0,5% SDS,
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50 pg/ml lososi spermatické DNA PZi 55 °C po dobu 3,5 hodiny. Po
pridani 2 x 10° radioaktivn& znacené sondy pokradovala
hybridizace po dobu 18 hodin. Filtry byly potom promyty dvakrat
po dobu 30 minut ka¥dy v 0, 5% SSC, 0,1% SDS p¥i 55 °C g byly
exponovany na RTG filmu pfes noc s intenzifikovanym snimdnim.

Bylo izolovéno p&t pozitivnich plakl, jejich¥ cDNa inserty
predstavovaly &&asti lidské GDNFR CDNA. P¥i srovnéni se sekvenci
nukleovych kyselin krysiho GDNFR ukdzané na obrazku 3 (bp 0 a%
2140) bylo zji¥té&no p&t lidskych GDNFR klond obsahujicich
nasledujici sekvence:

Tabulka 3
Klon 2 1247 aZ 2330 (SEQ ID NO: 21)
Klon 9 1270 aZ 2330 (SEQ ID NO: 23)
Klon 21-A -253 aZ 1692 (SEQ ID NO: 9)
Klon 21-B -237 a% 1692 (SEQ ID NO: 11)
Klon 29 805 aZ 2971 (SEQ ID NO: 15)

Serazeni a srovnani sekvenci, jak je uvedeno na obrazku 5,
umoznilo sestrojeni konsensudlni sekvence pro lidsky GDNFR.
Transladni produkt uréeny lidskou cDNA sekvenci se skladal ze 465
aminokyselin a byl z 93% identicky s krysim GDNFR.

Pro generovéni lidské cDNA kodujici kompletni GDNFR byly &asti
klonu 21B a 2 sesttiZeny dohromady ve vnit¥nim BglII mist& a byly
subklonovédny do sav&iho expresniho vektoru pBKRSV (Stratagene, La
Jolla, CA).
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Rekombinantni lidské GDNFR expresni vektory mohou byt
pfipraveny pro expresi v sav&ich butikdch. Jak je ukézéno vyse,
exprese miZe byt také provedena v nesavcich buiikdch, jako jsou
bakteridlni buiiky. Sekvence nukleovych kyselin zde POpsané mohou
byt umist&ny do komerdns dostupného sav®iho vektoru (nap¥iklad
CEP4, Invitrogen) pro expresi v savdich burikdch, v&etn& komerdéns
dostupné lidské bun&dné linie embryondlnich ledvin "293v. Pro
expresi v bakteriich bude typicky eliminovédna &&st kodujici
leaderovou sekvenci (napf¥iklad nukleové kyseliny 1 - 599 podle
obrazku 1). Pro bakteri&lni eéxpresi je mo¥né p¥idat dalss
methionyl na N-konci. D&le je moZné substituovat pfirozenou
leaderovou sekvenci jinou leaderovou sekvenci, nebo Jjinou
sekvenci pro Zt&peni Pro usnadnéni exprese.

Priklad 7
Konstrukty solubilniho GDNFR

Byly vyrobeny solubilni 1idské GDNFR proteinové produkty.
Nésledujici ptiklady poskytuji &ty¥i rdzné formy, 1iSici se pouze
v karboxy konci, ukdzané v Cislovani zbytkd podle obrédzku 2. Dv&
jsou solubilni formy zkracené v riznych bodech ihned “upstream"
od hydrofobniho konce a "downstream" od posledniho cysteinového
zbytku. Dal$i dv& jsou formy se stejnym zkracenim, ale s adici
FLAG sekvence, oktapeptidu, ke kterému je komerdné& dostupna
protilatka (Eastman Kodak). FLAG sekvence je H2N-DYKDDDDK-COOH.

Metoda

Lambda f&g klon &. 21, obsahujici tém&y cely kodujici region
pro lidsky GDNFR, byl traven ECORI pro excidovani cDNA insertu.
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Tento fragment byl p¥edistén a ligovén do pPBKRSV vektoru
sest¥iZeného EcoRI (Stratagene, La Jolla, CA) za produkce klonu
21-B-3/pBKRSV. Primery 1 a 2 jak jsou ukézany nise byly pouZity
pro PCR reakce s lidskym GDNFR klonem 21-B-3/pBKRSV jako
templdtem. Podminky PCR byly 94 °C, p&t minut nasledovanych 25
cykly 94 °C, jedna minuta; 55 °¢, jedna minuta; 72 °C, dvé minuty
a konecnd extense pé&t minut pfi 72 °C. Tento produkovany fragment
se skladal z nukleotidd 1265 - 1868 lidského GDNFR klonu plus
terminadniho kodonu a HindIIT restrik&niho mista dodaného
primerem 2. Tento fragment byl traven restrik&énimi enzymy HindIII
(obsaZeno v primeru 2) a BglII (pozice 1304 v lidském GDNFR) a
vznikly 572 nukleotidovy fragment byl izolovén gelovou
elektroforesou. Tento fragment obsahoval hGDNFR kodujici region
od izoleucinu-255 do glycinu-443. Podobna Strategie byla poufita
s primery 1 a 3 k produkci fragmentu s BglII a HindIII konci,
které koduji izoleucin-255 aZz prolin-44se. Primery 4 a 5 byly
navrzeny pro produkci fragmentd kodujicich stejné regiony hGDNFR
jako primery 1 a 3, ale s adici kodujici sekvence Flag peptidu
(IBI/Kodak, New Haven, CN). Sekvence Flag peptidu se skl&adsi z
osmi aminokyselin (HZN—ASp-Tyr-Lys—Asp-Asp-Asp—Asp-Lys—COOH), ke
kterym jsou komeré&ns dostupné protildky. Primery 1 a 4 nebo 1 as
byly pouZity v PCR reakcich se stejnymi templaty jako vySe, a
byly traveny HindIII a BglII jako vySe. Tento postup produkoval
fragmenty kodujici izoleucin-255 g% glycin-443 a izoleucin-255 az
prolin-446, ale a adici Flag peptidu na jejich karboxy konci.
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Primery

1) 5 -CTGTTTGAATTTGCAGGACTC- 3! {SEQ ID NO:30)

2) 5'-CTCCTCTCTAAGCTTCTAACCACAGCTTGGAGGAGC-3' (SEQ ID NO:31)

3) 5¢ 'CTCCTCTCTAAGCTTCTATGGGCTCAGACCACAGCTT- 3! (SEQ ID NO:32)

4) 5'-CTCCTCTCTAAGCTTCTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCACCACAGCTTGGA

GGAGC-3 (SEQ ID NO:33)

5) 5 -CTCCTCTCTAAGCTTCTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCTGGCTCAGACCAC

AGCTT-3! (SEQ ID NO:34)

V8echny &ty¥i fragmenty, produkované jak bylo popséano vyse,
byly preneseny zp&t do 21-B-3/pBKRSV. 21-B-3/pBKRSV klon byl
trdven BglII a HindIII a byl oSet¥en teleci sttevni alkalickou
fosfatasou (CIAP). V&tsi fragment obsahujic vektor a lidsky GNDFR
kodujici region nad BglII mistem byl prediftén na gelu a byl
extrahovan z gelu. Kafdy ze ty¥ BglII/HindIII fragmentd
produkovany postupem uvedenym vysSe byl ligovén do tohoto vektoru
za vzniku nésledujicich konstruktd v PBKRSV vektoru:
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Tabulka 4
1) GDNFR/gly~443/pBKRSV hGDNFR kondici v glycinu 443,
nasledovaném stop kodonem
2) GDNFR/pro-446/pBKRSV hGDNFR kon&ici v prolinu 446,
: nasledovaném stop kodonem
3) GDNFR/gly—443/Flag/ hGDNFR kon&ici + glycinu 443 g
PBKRSV C-koncovou Flag sekvenci, nasledovanou
stop kodonem
4) GDNFR/pro-446/Flag/ hGDNFR kon&ici v prolinu 446 g
PBKRSV C-koncovou Flag sekvenci, nasledovanou

stop kodonem

Spravnd konstrukce v8ech klong byla potvrzena DNa
sekvencovanim. Inserty z pBKRSV klonl byly preneseny do jinych
expresnich véktorﬁ za pouZiti enzymovych mist p¥itomnych v PBKRSV
polylinkerové sekvenci Jak je popséano dale. Solubilni GDNFR
(nap¥iklad SGDNFR/gly a SGDNFR/pro) byly také pfeneseny do
vektorh pro p¥echodnou eéxpresi a do pDSR-2 Pro stabilni expresi v
CHO buiikach.

PDSR@2 + PL, klony:
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PCEP4 klony:

Vhodn§ pBKRSV klon je tréaven Spel a Xhor. Insert je ligovan do
PCEP4 (Invitrogen, San Diego, ca), ktery je tréven NheI (Sper
konce) a XhoI, ktery je oSet¥en CIAP. Tento konstrukt mie byt
pouzit pro prechodnou €Xpresi GDNFR.

¢. 90305433, pfihlaska ¢. EP 398753, podani 18.5.1990 a WO 90/
14363 (1990), jejichs objevy jsou zde uvedeny jako odkaz) .
Odbornikém v obory bude jasng, 3e miZe byt pouZito mnoho sekvenci
nukleovych kyselin kodujicich analogy GDNFR.

Jingm konstruktem je pDSRa2, derivat plasmidu pcp (Okayama ang
Berg, Mol. Cell Biol. 3: 2g¢ - 289, 1983) ge tfemi hlavnimi
modifikacemsi : (i) svao polyadenyladni signdl byl nahrazen
signdlem z a—podjendnotky hové&zinho folikuldrniho stimuladniho
hormonu, «-brsy (Goodwin et al., Nucl. Acids Res. 11 6873 -
6882, 1983); (ii) minigen mysSi dihydrofolatreduktasy (Gasser et
al., Proceedings of The National Academy Of Sciences Usa 79: 6522

umoZnéni selekce g amplifikace transformanty; g (1ii) 267 pp
fragment Obsahujici "R-element" g Cast nyse sekvence dlouhé&
koncové opakujici ge Sekvence (LTR) lidského viry T-bun&&né
leukemie typ I (HTLV-I) byl klonovan g insertovén mezi Sv40
promotor a sest¥ihovaci signdl jak bylo popsano d¥ive (Takebe et
al., Mol. Cell Biol. 8. 466 - 472, 1988) .

Exprese GDNFR v CHO bufik&ch byla potvrzena vazbou jodinovaného







Supernatanty byly oddé€leny na 7,5% SDS-PAGE.

ml aliquoty Suspense byly politany v gamma &ita&i Pro urdeni
mnoZstvi (*2°I)GDNF asociovaného g butikami .

neznaceného GDNF, co3 ukazuje ng specifickoyu vazbu pfirozeného

GDNF na exprivované receptory.

Data ziskang ze zkriZené vazby déle-ukazuji, Ze molekulovs
hmotnost GDNFR je p¥iblisns 50 - 65 kDa, co¥ ukazuje, 3e je zde




také nalezena mengi Cast s molekulovou hmotnosti odpovidajict
dimeru.

P¥iklad 9

GDNF signalizace je zprost¥edkovang komplexem GDNFR a tyrosin
kinasou krysiho receptorového Proteinu

Ovod

knokautovan?ch mySi je velmi podobny fenotYpu c-ret _
knokautovanych my8i (Schuchard et al., 1994), co¥ naznaéuje
moZnou vazbu mezi prenosem signdlu GDNF a cC-ret.

(Takahashi et al., Cell. 42. +581 - 58g, 1985; Takahashi ang
Cooper, Mol. cell Biol. 7: 1378 - 1385, 1987). Analyza sekvence
C-ret DNA uké&zala velky otevieny &teci ramedek kodujici novou
receptorovou protein-tyrosin kinasu (PTK) . Rodina Treceptorovych

doménou (van der Geer et al., 1994) . Jedine&ns Struktura
extraceluldrni domény Ret ji za¥azuje mimo jakoukoliv Znamou
podskupinu receptorovych'PTK; obsahuje signdlni peptid, cadheriny
podobny motiv, g region bohaty na Cystein (van Heyningen, Nature,




nervovém systému a v exkrednim systému mySiho embrya (Pachnis et
al., 1993; Tsuzuki et al., Oncogene 10: 191 - 19, 1995), coZ
ukazuje na tGlohu Ret receptoru bud ve v§voji, nebo p¥i funkci
t&chto tk&anit . Funk&ni ligand Ret receptoru nebyl identifikovén,

mnohotné endokrinni neoplasii typu 2a (MEN2A) a 2B (MEN2B) . Tato
onemocnéni jsou pravdé&podobn& zpUsobena mutaci "ziskani funkcer,
kterd trvale aktivuje Ret kinasu (Donis-Keller et al., Hum. Mol.
Genet. 2: 851 - 856, 1993; Hofsra et al., Nature 367: 375 - 376,
1994; Mulligan et al., Nature 363: 458 - 460, 1993; Santoro et
al., Science 267: 381 - 383, 1995) . Tyto mutace zplsobuji _
predispozici k malignitam specificky ve tk&nich odvozenych z
neurdlni listy, ve kterych je ret normalné exprivovan Vv obdobi
&asného vyvoje. Jiné genetické onemocn&ni asociované g ret,
Hirschprungova choroba (HSCR), je charakterizovana kongenit&ing
absenci parasympatické inervace dolniho traviciho traktu (Edery
et al., Nature 367: 378 - 380, 1994; Romeo et al., 1994) .
Nejpravdépodobnéjéi p¥idinou HSCR jsou nesmyslnég mutace, které

zaZzivacim traktu (Schuchardt et al., 1994) . Tento fenotyp je
velmi podobny fenotypu GDNF knokautovangch mySi, Dohromady tato
data naznaduji, e jak Ret, tak GDNF jsou zapojeny do sign&lni




Jakym zplisobem jsou Ret a GDNF zapojeny neni, nicméné&, dosud
zZnamo.

Izolace a charakterizace CDNA pro GDNFR expresnim klonovénim,
jak bylo popséano vyse, vedla k expresi GDNFR v transformovang

vedla ke vzniku jak vysoce (K, p¥ibli¥ng » pM), tak nizko (K,
pfibliZn& 200 PM) afinitnich vazebnych mist . Vysoce afinitng
vazebna mista mohla byt slofena 2 homodimerdt nebo homo-oligomery
GDNFR,samotného, nebo z heterodimery nebo hetero-oligomerﬁ GDNFR
S jinymi molekulami. Jak bylo uvedeno vySe, jelikos GDNFR nema
Cytoplasmatickou doménu, musit plisobit pProstf¥ednictvim jedné nebo
vice pomocnych molekul, aby mohl plsobit v GDNF p¥enosu signé&lu.
V této studii jsme potvrdili, Ze, 3z pfitomnosti GDNFR, se GDNF

asociuje s Ret protein-tyrosin kinasovym receptorem a rychle
indukuje autofosforylaci Ret. '

V¥sledky

endogenng exprivuje vysoké hladiny Ret pbroteinu (Ikeda et al.,
Oncogene 5: 1291 - 1296; Iwamoto et al., Oncogene 8§: 1087 - 1091,
1993; Takahashi and Cooper, 1987), ale neexprivuje detekovatelné
hladiny GDNFR mMRNA, jak je potvrzeno Norther blotingem, Pro
urdeni toho, zda Ret miZe asociovat S GDNF za p¥itomnosti GDNFR
byla provedena studie pro vySetteni vazby (*2SI)GDNF na Neuro-23
butiky upravené tak, aby exprivovaly GDNFR. Neuro-2a buiiky byly
transfektovény savlim expresnim vektorem obsahujicim GDNFR cDENA
(jako je éxpresni plasmid bopsany vye). T¥i klon&lni linie,




GDNF. Tyto vysledky ukazuji, Ze Ret receptor exprivovany na
Neuro-2a butikdch neni schopen vazat GDNF za absence GDNFR a jsou
vV souladu s d¥iv&jgim pozorovanim, ¥e GDNFR neni exprivovan ve
vVyznamngch hladinich na Neuro-2a butik&ch.

pfitomnosti nebo za absence 500 nM neznaceného GDNF) (viz obrazek
7A) . Po inkubaci byl nenavazany (*251)GDNF odstran&n a
radioaktivita asociovand s buiikami byla ur&ena jak je popséno v

prazdnd koleka) nebo za absence (plné kole&ka a plné &tveredky)
neznafeného GDNF; (B) Scatchardova analyza vazby (*25I)GDNF na
NGR-38 bufiky. Neuro-2a buriky vykazovaly nizkou vazbuy iwv
koncentrcich 1 nM (*2SI)GDNF a tato vazba nebyla ovlivn&na
priddnim nadbytku nezna&eného GDNF. Vazba na NGR-38 buriky byla
analyzovéna Scatchardovim grafem jak je ukdzano na obrazku 7B.
Byly detekovany dve& t¥idy vazebnych mist, jedno s K, =1,5+ 0,5
PM a druhé s K, = 332 1+ 53 PM. Tyto disocia¥ni konstanty byly
velmi podobné hodnotam ziskanym Pro vysoko a nizko afinitni
vazebnd mista na 2937 burikdch pFechodn& exprivujicich GDNFR,

jak bylo popsano vysSe.




GDNF asociuje s Ret v Neuro-2a bufikiach exprivujicich GDNFR

potom lyzovdny bud p¥imo v SDS-PAGE vzorkovém pufru, nebo v
Triton X-100 pufru Pro 1yzu a potom byly imunoprecipitovany s
anti-Ret protil&tkou ja je popséano v postupech pro pokusy.
Imunoprecipitaty byly analyzovany SDS-PAGE za absence (NR)bnebo
za p¥itomnosti (R) -merkaptoethanolu. Lyzaty byly oSet¥eny Ret
specifickou protilétkou, imunoprecipitovény a analyzovany
SDS-PAGE za reduké&nich podminek (viz obrizek 8, prouZky jsou
oznaleny ndsledovn&: ~ 75 kDa, plné trojihelni&ky; ~ 150 kDa,
prazdné trojﬁhelniéky; ~ 185 kDa, plné 8ipky; ~ 250 kDa,
hv&zdidky; ~ 400 kDa, prézdné éipky), Nejviditeln&j&imi zk¥iZend&
vazanymi typy byly = 75 kDa a ~ 185 kDa, s mén& intenzivnimi
pProuZky ~ 150 kDa a 250 kDa. Také byl viditelny velmi slaby
prouzek = 400 kDa (obrézek 8, linie 2) . Kdy% byly
imunoprecipitéty analyzoviny nereduké&ni SDS-PAGE, tak byly ~ 75
kDa, ~ 150 kDa a ~ 185 kDa prouZky p#itomné asi ve stejné
intesit& jako v reduk&nim gelu, ale mNoZstvi ~ 400 kDa prouZku se
dramaticky zvysilo (obrézek 8, linie 4) . Také se stal v¥razn&jsim
prouZek o ~ 250 kDa.

prouzky stejné molekulové hmotnosti, ale v¥razn& redukované
intenzity (obrazek 8, linie 1 a 3). ~ 75 kDa a ~ 150 kDa prouzky

M2

pravdépodobnd predstavuji zk#ien& vazané komplexy GDNF a GDNFR,




zk¥iZenou vazbou v 293T burikdch, které neexprivuji Ret. Krom&
toho, vzhledem k tomu, Ze molekulovi hmotnost Ret je 170 kDa,
musi mit jakykoliv komplex obsahujici Ret nejméné& tuto hmotnost.

Skute&nost, Ze tyto komplexy jsou imunoprecipitovény anti-Ret
protilatkou naznaduje, %e to jsou produkty asociace mezi Ret a
GDNF/GDNFR komplexy, ktera byla naruSena p¥i podmink&ch gelové
analyzy. Predpokldds se, fe Siroky prou¥ek ~ 185 kDa se
pravdé€podobn& sklida z molekuly Ret (170 kDa) zk¥i¥end vazané s
molekulou monomerniho rekombinantniho GDNF (15 kDa), a&koliv
mohou byt obsa¥eny n&které dimerické GDNF. P¥itomnost Ret v tomto
typu byla potvrzena separdtnim pokusem, ve kterém byl pozorovan
prouZek stejné molekulové hmotnosti, kdy¥ byl neznadeny GDNF
zk¥i%en& v&az&n na NGR-38 butiky a produkty byly vySet¥ovéany
Western blotingem s anti-Ret protilitkou (data nejsou ukézéana) .

~ 400 kDa prouZek nebyl spolehliv& identifikovén, &istednsd z
divodli obti¥ného hodnoceni jeho molekulové hmotnosti. Skuteénost,
Ze je vyrazny pouze za neredukénich podminek naznacuje, Ze to je
disulfidové véazany dimer jednoho nebo vice typl pozorovanych za
redukénich podminek. Nejpravdépodobn&j$im vysvétlenim je, 3e
prestavuje dimer typu o 185 kDa, adkoliv mi¥e byt sm&si komplexd
O vyS88i molekulové hmotnosti skladajicich se ze dvou Ret, jednoho
nebo dvou GDNFR a jednoho nebo dvou GDNF. P¥esnd identita = 250
kDa prouZku nebyla dosud ur&ena. Jednou moZnosti je, e
pfedstavuje zk¥i¥en& vazana heterodimery ~ 75 kDa (GDNF + GDNFR)
~ 185 kDa (GDNF + Ret) komplexd.




pfeéiétén?m rekombinantnim GDNF Produkovanym bud + savéich (CHO
buriky; obrizek 9A, linie 4) nebo E. coli buiikach (obrazek 94,
linie 1, 3), tak byl pozorovian silny proufek pfi 170 kDa,
ukazujici na autofosforylaci tyrosinovych zbytkldl ve zrala form&
Ret. 0 mnoho slabsi odpovidajici ProuZek byl bozorovan u GDNF

glykosylovanou nezralou formy Ret, kters se neautofosforyluje.
Jak je ukédzano na obrazku 9B, stimulace Ret autofosforylace
vV NGR-38 buiik&ch miZe byt detekovana 50 pPg/ml GDNF g Oodpovéd’ byla




Obrézek 10B znédzoriuje plvodni Neuro-24 buriky ofet#ens (linie
2, 4, 6, 8) nebo neoset¥ené (linie 1, 3, 5, 7) GDNF za







Plnou Sipkou. KdyZ by1 Ret-F¢ fdsni DProtein Obsa%en v
Pre-inkubovana GDNF/GDNFR smési, tak byla Ret fosforylace
inhibovang Zphsobemn zavislym nga davce (obrizek 11, linie 8-10) .
Toto naznaluje, 3e Ret fosforylace je V¥sledken GDNF/Ret

Migng motorické neurony jgoy jednim 5 havnich cily G¢inky GDNF
in vivo (Henderson et al., Science 266: 1062 - 1064, 1994; 1i et
al., Proceedings of The Nationa] Academy of Scienceg USA 92. 9771
- 9775,‘1995; Oppenhein et al., Nature 373: 344 - 346, 1995; van
‘et al.,.Nature 373: 3471 - 344, 1995; Zurn et al., Neuroreport 6:
113 - 118, 1995) . Pro testovang Schopnost GDNF indukovat

12, linje 1) . Kdys byl stejny Western blotovy filtr Yozst¥ihsn g
Znovu sondovan anti-Ret Protilitkoy (t.5. bylo urgeno mnoZstvi
C-Ret proteiny Zavedené do kazde linie opetovnym Sondovanim




imunoblot®i anti-Ret protildtkou), tak se v obou vzork&ch objevily
prouzky se stejnou molekulovouy hmotnosti a stejnou intesitou
(obrdzek 12, linie 3 a 4). Fosfotyrosinovy prouZek v GDNF
oSet¥enych butikich migroval soudasn& s prouZkem Ret-proteinu, co¥
ukazuje, ¥e GDNF stimuloval autofosforylaci Ret.
Autofosforylované Ret prouZky (linie 1 a 2) a odpovidajici
proteinové prouZky (linie 3 ga 4) jsou oznadeny plnou Sipkou.

Diskuse

jejich Struktury a mechanismu G&inku. Tyto klasifikace zahrnuji
proteinové tyrosin kinasy (PTK), serin/threonin kinasy a
cytokinové receptory. Receptorovad PTK signalizace je zah&jena

oligomerizaci receptoru, kterd potom vede k autofosforylaci
receptoru. Aktivovany receptor potom vychytéava a fosforyluje
intracelularni substrity, &ims spousti kask&adu déju, které
vrcholi v biologické odpove&di (Schlessinger andg Ullrich, Neuron
9: 383 - 391, 1992) . Naopak, signdlni p¥enos serin/threoninovou

mnoha-slofkovych receptorovych komplexit, ve kterych se odliguji
sloZky vazby ligandu a p#enosu signdlu.P#ikladem jsou
TGF-receptorov? komplex, serin/threonin kinasovy receptor
skladajici se z separatni vazebné (typ II) a signalizaé&ni (typ I)
sloZky a CNTF rodina. CNTF, interleukin 6 (IL-6) a leukocytarni
inhibi&ni faktor (LIF) maji spole&nou signdlni slozku, gpl30
a/nebo LIFR, ve svych pfisludnych receptorovych komplexech.




specifickou vazebnou podjednotkou pro kaZdy jednotlivy ligand,
pfenos signdlu vy%aduje asociaci po&atedniho komplexu ligandu a
vazebné podjednotky pro ligand s dal¥f receptorovou podjednotkou,
kterd nemife p¥imo vazat ligand (Ip et al., Cell 69: 1121 - 1132,
1992) . V CNTF receptorovém komplexu je slo¥kou pro vazbu ligandu
CNTF receptor (CNTFR), ktery je podobny GDNFR, co% je GPI vazany
membrénovy protein. Predkladany vynélez obsahuje popis prvniho
p¥ikladu receptorové PTK, jejiZ autofosforylace je zavisl4 na
asociaci s odd&lenou ligand-specifickou vazebnou slo¥kou.

P¥edklddana studie potvrdila, Ze GDNFR, GPI-vézany membrénovy
- brotein, ktery vaZe GDNF s vysokou. afinitou, je nutny pro G&innou
asociaci GDNF s Ret receptorovou PTK. Za absence GDNFR neni GDNF
schopen vazby na Ret nebo stimulace autofosforylace Ret
receptoru. Za pr¥itomnosti GDNFR asociuje GDNF rychle s Ret a
rychle indukuje autofosforylaci Ret zpisobem z&vislym na

davce .GDNFR je schopen pisobit jak ve form& vazané na membranu,
tak v solubilni form& (obrazek 11), jak bylo uvedeno vyie.
Koncentrace GDNF 50 pg/ml (1,7 PM) jsou schopné aktivovat Ret
tyrosin kinasu v buiik4ach exprivujicich GDNFR. Toto je v souladu s
disociadni konstantou (1,5 pPM) 2zjiSté&nou pro vysokoafinitni GDNF
vazebnd mista na NGR-38 butikéch. Rychlé& indukce Ret fosforylace
GDNF (detekovatelnd jednu minutu po oSet¥eni) a schopnost Ret-Fc
blokovat autofosforylaci naznatuji, Ze Ret je aktivovéan pfimo,
spiSe neZ v disledku fosforylace né&kterych jinych receptoru.

Studie zk¥iZené vazby podporuji hypotesu, Ze G&inna asociace
Ret s GDNF z&dvisi na GDNFR. Zk¥i¥end vazba GDNF na Ret v NGR-38
butikdch, které exprivuji vysoké hladiny GDNFR je masivni, ale v
plvodnich Neuro-2a butikdch jsou zk¥i%en& vazané produkty st&Zi

Mo

detekovatelné. A¥koliv je jednoznadna identifikace vSech zk¥i¥en&




vazanych komplext obtiZna, data jasn& ukazuji asociaci Ret s
GDNF, kterd je z&visl& na GDNFR a ukazuji, Ze GDNFR je obsafen v
nékterych z t&chto zkiifend vazanych produkt®. Davod pro
pfitomnost men¥ich zk¥ifen& vazanych typd v Neuro-2a bufikich neni
jasny. ACkoliv exprese GDNFR mMRNA v Neuro-2a builkdch nemiZe byt
detekovana Norther blotingem, je moZ¥né, Ze GDNFR je v t&chto
buiikd exprivovan ve velmi nizkych hladindch.

Skutelnost, #e Ret mi¥e byt aktivovan GDNF v kultivovanych
krysich embryondlnich misnich motorickych neuronech dile
demonstruje biologicky vyznam Ret/GDNF interakce. Tyto burtiky jsou
primédrnim cilem GDNF in vivo a bylo prokézéno, 3e reaguji na
nizké davky GDNF in vitro (Henderson et al., 1994). Stimulace Ret
fosforylace byla zruSena, kdyZ byly motorické neurony pf¥edem
oSet¥eny PI-PLC (data nejsou ukézéana), co¥ naznafuje, Ze aktivace
Ret GDNF vyZaduje GDNFR.

Alkoliv je vazba ligandu na extraceluldrni doménu receptoru
prvnim krokem v aktivaci jingch znémych receptorovych PTK,
p¥edkladana data naznaduji, Ze toto neni pripad GDNF a Ret.
Obrédzek 13 ukazuje model pro vazbu GDNF a GDNFR na Ret a
naslednou aktivaci Ret PTK v odpové&di na GDNF. Podite&nim déjem v
tomto procesu je vazba disulfidove v&dzaného GDNF na GDNFR bud v
monomerické, nebo v dimerické form&. A&koliv v soulasnosti
neexistuje p¥imy dlkaz pro existenci dimerického GDNFR, byly p¥i
transfekci 293T bun&k GDNFR cDNA pozorovany dv& tridy vazebnych
mist. Nejjednodufiim vysvétlenim pro toto pozorovéni je existence
monomerického a dimerického GDNFR, kaZdého s vlastni vazebnou
afinitou pro ligand. Toto je v souladu s objevem, Se vazebné
afinity pro GDNF jsou jasn& neovlivnény p¥itomnosti Ret. Protoe
pfedkladané pokusy nebyly adresovény otézce, zda je dimericky




GDNFR v rovnovédze se sSvym monomerem za absence GDNF nebo zda je
dimerizace indikovéana vazbou GDNF, jsou zde tyto mo¥nosti
presentovany jako alternativni drdhy. Komplex slozeny z
dimerického GDNFR a dimerického GDNF miZe vdzat dvé molekuly Ret,
za vytvo¥eni aktivniho sign&lniho komplexu. Stejn& jako u jinych
PTK, tésny kontakt mezi intracelulirnimi katalytickymi doménami
dvou Ret vede pravd&podobn& k autofosforylaci receptoru. Tato
Gvaha, Ze Ret plisobi timto mechanismem, je podporovana
skute&nosti, Ze MEN2A mutace, kteri zplisobuje rovnova¥ny stav
dimerizace Ret, vede ke konstitutivni aktivaci Ret kinasy
(Santoro et al., 1995).

Bylo popsé&no, Ze motorické neurony odpovidaji na GDNF s ED__ i
5 fM (Henderson et al., 1994). A&koliv je obtiZné srovnavat
vazebnou afinitu s ED__ vzhledem k biologické odpové&di, je moZné,
Ze na té&chto butikédch existuji GDNF vazebnd mista s velmi vysokou
afinitou. U dalZich buné&k, jako jsou napt¥iklad embryondlni kuteci
sympatické neurony, byla popséna vazba GDNF s K,1 - 5 nM (Trupp
et al., Journal of Cell Biology 130: 137 - 148, 1995). Je
nepravd&podobné, Ze GDNFR je obsafen v receptorovém komplexu pro
takové nizkoafinitni mista, ale miZe zde byt pfitomna slabi p¥ima
interakce mezi GDNF a Ret.

Exprese c-ret byla pozorovana b&hem embryogenese v mnoha
buné&nych liniich vyvijejiciho se centrilniho a periferniho
nervového systému, v&etn& bun&k centerilniho nervového systému
(Pachnis te al. . Devolopment 119: 1005 - 1017, 1993; Tsuzuki et
al., 1995). Mimo nervovy systém byla exprese c-ret detekovéna ve
Wolffiho duktu, epitelu ureter&lniho pupenu a sbérnych kandlkt
ledvin (Pachnis et al., vySe; Tsuzuki et al., 1995). Ret exprese
byla také detekovéna ve vSech neuroblastomovych bun&&nych liniich.




odvozenych z neur&lni listy (Ikeda et al., 1990) a z chirurgicky
resekovanych neuroblastomi (Nagao et al., 1990; Takahashi and
Cooper, 1987). GDNF exprese byla pozorovadna v CNS i PNS, stejné
jako v non-neurondlnich tkanich v prib&hu embryondlniho vyvoje.
Hladiny GDNF exprese nalezené v mnoha non-neurondlnich tkanich
byly vy881i neZ v nervovém systému (Choi-Lundberg and Bohn, Brain
Res. Dev. Brain. Res. 85: 80 - 88, 1995) . Akoliv exprese GDNFR
nebyla ve v&t8i mire studovéna, primdrni Northern blot analyzy
detekovaly p¥itomnost vysokych hladin GDNFR mRNA v jatrech, mozku
a ledvindch dospé&lych krys a mySi. Podobnost charakteru exprese
ret, GDNF a GDNFR ve vyvijejicim se nervovém systému a ledvinach
je v souladu s jejich kombinovanym G&inkem v prib&hu vyvoje.

Vyvoj sav@ich ledvin byl uréen jako disledek reciproénich
interakci mezi metanefronem a vyvijejicim se ureterem, v&tvi
vzniklou z kauddlni &&sti Wolffova vyvodu (Saxen, Organogenesis
of the kidney, Devolopment and Cell Biology Series, Cambridge
University Press, Cambridge, England, 1987). Zatimco exprese Ret
byla zjisté&na v ureterilnim pupenu, ale nikoliv v okolnim
mesenchymu vyvijejich se embryi, exprese GDNF byla detekovéna v
nediferencovaném, ale ne v dospé€lém metanefrickém kalichu
ledviny. Tato pozorovani naznatuji, Ze interakce mezi GDNF a Ret
je odpov&dna za iniciaci procesu vyvoje ureterélni struktury.
Dal8i podpora této hypotésy je poskytnuta cilenym naruSenim GDNF
a ret genli, které vede k velmi podobnym fenotypovym defekttm v
ledvinach (Schuchard et al., Nature 367: 380 - 383, 1994;
Sanchez, v tisku). Dal%im hlavnim fenotypovym defektem
pozorovanym jak u GDNF (-/-), tak u ret (-/-) knokautovan?ch
zvifat je kompletni ztrita enterilnich neuronid v zaZivacim
traktu. Hirsprungova choroba, genetickd choroba charakterizovani
kongenitdlni absenci parasympatické inervace v dolnim st¥evnim




traktu, je také spojena s mutaci se "ztratou funkce" v ret (Romeo
et al., Nature 367: 377 - 378, 1994; Edery et al., 1994).
Pozd&j8i zpravy (Angrist et al., Hum. Mol. Genet. 4: 821 - 830,
1995) ukazuji, Ze oproti d¥iv&jZim pozorovanim, nemaji n&kte¥i
pacienti s Hirsprungovou nemoci mutaci v ret. Nyni se
predpokladd, Ze takovy pacienti mohou mit mutaci v GDNF, GDNFR
nebo v né&které z daldich kritickych sloZek této signdlni dréhy.

’

Postupy pro pokusy
(**°I)GDNF vazba na Neuro-2a burikky exprivujici GDNFR

Neuro-2a buriky (ATCC CCL 131) byly transfektovény'expresnim
plasmidem, jak je popséno vyse, za pouZiti Calcium Phosphate
Transfection System (GIBCO/BRL) podle né&vodu vyrobce.
Transfektované builiky byly selektovany na expresi plasmidu
kultivaci v 400 ug/ml G418 antibiotika (Sigma) . G418 resistentni
kolonie byly expandovany a testovdny na GDNFR expresi vazbou na
(*25I)GDNF (Amersham Inc., obvykl& jodinace, katal. &.

IMQ1057) .Buiiky z kaZdého klonu byly umist&ny v hustot& 3 x 104
bunék/cm®* ve dvojim provedeni v jamkédch 24-jamkovych tkéanovych
kultivagnich ploten (Becton Dickinson) pfedem potaZenych
polyornitinem. Buiiky byly jedenkrat promyty ledové chladnym
promyvacim pufrem (DMEM obsahujici 25 mM HEPES, pH 7,5) a byly
potom inkubovény s 50 pM (*2SI)GDNF ve vazebném pufru (promyvaci
pufr plus 0,2% BSA) p¥i 4 °C po dobu 8 hodin bud za pritomnosti,
nebo za absence 500 nM nezna&eného GDNF. Buriky byly potom promyty
4x ledov& chladnym promyvacim pufrem, lyzovdny v 1 M NaOH a
radioaktivita asociovand s buiikami byla kvantifikovéna v 1470
Wizard Automated Gamm Counter (Wallac Inc.). MnoZstvi GDNFR
exprivované jednotlivymi koloniemi bylo hodnoceno pom&rem




(*2%I)GDNF nav&azaného na buliky za p¥itomnosti a za absence
neznafeného GDNF. T¥i klony byly vybrany jako representativni pro
vysokou, st¥edni a nizkou hladinu exprese GDNFR pro pouZiti ve
vazebnych pokusech. Pom&r (*2SI)GDNF navazaného za absence a za
pritomnosti nezna&eného GDNF pro tyto klony byl: NGR-38) 16:1,
NGR-16) 12,8:1 a NGR33) 8:1. Rovnova¥ni vazba (**5I)GDNF na
NGR-38 buiiky byla provedena jak je popsdno vySe s tou v¥jimkou,
Ze koncentrace znadeného GDNF byly v rozmezi od 0,5 pM do 1 nM.
Ve v8ech testech byla nespecificka vazba, jak je ur&ena mnofstvim
radiaktivity navdzané na bufiky za pritomnosti 500 nM nezna&eného
GDNF, odeltena od vazby za absence neznadeného GDNF. Vazebna data
byla analyzovéna Scatchardovym grafem.

Chemicka zk¥iZena vazba

Neuro-2a nebo NGR-38 buiiky byly promyty jedenkrat fosfédtem
pufrovanym salinickym roztokem (PBS, PH 7,1), potom byly oSet¥eny
Pfi 4 °C 1 nebo 3 nM (*2SI)GDNF ve vazebném pufru za p¥itomnosti
nebo za absence 500 nM nezna&eného GDNF. Po vazb& byly burlky
promyty &ty¥ikrat ledove chladnym promyvacim pufrem a byly
inkubovany p¥i pokojové teplotd po dobu 45 minut s 1 mM bis
suberatu (BS®, Pierce) v promyvacim pufru. Reakce zk¥iZené vazby
byla utlumena promytim bundk. t¥ikrat Tris-pufrovanym salinickym
roztokem (TBS, pH 7,5). Butiky byly potom bud primo lyzovéany v
SDS-PAGE vzorkovém pufru (80 mM Tris HCL (pH 6,8), 10% glycerol,
1% SDS, 0,025% bromfenolovd mod#) nebo v Triton X-100 lyzovacim
pufru (50 mM HEPES, pH 7,5, 1% Triton X-100, 50 mM NaCl, 50 mM
NaF, 10 mM pyrofosfore&n sodny, 1% aprotinin (Sigma, katal. &.
A-6279), 1 mM PMSF (Sigma, katal. &. P-7626), 0,5 mM Na3VO4
(Fisher, katal. &. S454-50). Lyzadty byly projasnény centrifugaci,
inkubovény s 5 ug/ml anti-Ret protilatky (Santa Cruz Antibody,




C-19, katal. &. SC-167) a vzniklé imunokomplexy byly odebréany
precipitaci s protein A - Sepharosa CL-4B (Pharmacia) .
Imunoprecipitaty byly promyty t¥ikrdt pufrem pro 1yzu, jedenkrat
0,5% NP-40 obsahujicim 50 mM NaCl a 20 mM Tris-Cl, pH 7,5, a
potom byly resuspendovany v SDS-PAGE vzorkovém pufru. Jak lyzéty
celych bun&k, tak imunoprecipitéty byly frakcionovany 7,5%
SDS-PAGE s pom&rem Bis:Akrylamid 1:200.

Western blot analyza

Autofosforylace Ret receptoru byla vySet¥ovana Western blot
analyzou. Strudn&, bufiky byly umist&ny 24 hodin pred testem v
6-jamkovych tkéatovych kultivadnich plotnach v hustot& 1,5 x 10°
bun€k/jamku. Buiky byly promyty jedenkrat vazebnym pufrem a byly
oSet¥eny riznymi koncentracemi raznych &inidel (véetnd& GDNF,
PI-PLC, PI-PLC/CM, a Ret-Fc¢ flsniho proteinu), bud jednotlivé,
nebo v kombinaci, ve vazebném pufru po rGznou dobu. OSettené
buiky a neolet¥ené kontroly byly lyzovéany v Triton X-100 pufru
pro 1lyzu a imunoprecipitovany s anti-Ret protildtkou (Santa Cruz,
C-19, katal. &. SC-167) a protein-A Sepharosou jako bylo popséno
vySe. Imunoprecipitéty byly frakcionovény SDS-PAGE a byly
preneseny do nitrocelulosovych membran jak je to popsano v Harlow
and Lane (Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory: Cold Spring Harbor, New York, 1988). Membrény byly
pre-blokovany 5% BSA (Sigma) a hladina fosforylace tyrosinu byla
ur&ena blotovanim membrény s anti-fosfotyrosinovou monoklonilni
protilatkou 4G10 (UBI, katal. &. 05-321) pfi pokojové teploté& po
dobu dvou hodin. Mno¥stvi proteinu obsaZené v ka%dé linii bylo
ureno vyst¥iZenim a re-sondovanim stejné membrany anti-Ret
protilédtkou. Nakonec byla membréna ofet¥ena chemiluminiscen&nimi
¢inidly (ECL, Amersham) podle ndvodu vyrobce a byla exponovéana na -




RTG filmech (Hyperfilm-ELC, Amersham) .

O8et¥eni bun&k PI-PLC a v¥voj PI-PLC oSet¥eného
kondicionovaného media

Pro uvolnéni DPI-védzaného GDNFR z bun&&ného povrchu byly buiiky
promyty jedenkrdt promyvacim pufrem, potom byly inkuboviany s 1
U/ml fosfatidylinositol specifické fosfolipasy C (PI-PLC,
Boehringer Mannheim, katal. &. 1143069) ve vazebném pufru pri 37
°C po dobu 45 minut. Buriky byly potom promyty tr¥ikrat promyvacim
pufrem a byly déle zpracovény pro test Ret autofosforylace nebo
zk¥iZené vazby. Pro generovani PI-PLC kondicionovaného media .
(PI-PLC/CM) bylo 8 x 10° bun&k odebrano z tkéfovych kultivadnich
ploten oSet¥enim bun&k PBS obsahujicim 2 mM EDTA p¥i 37 °C po
dobu 5 aZ 10 minut. Buiiky byly promyty jedenkrdt promyvacim
pufrem, byly resuspendovény v 1 ml vazebného pufru obsahujicim 1
U/ml PI-PLC a byly inkubovény p¥i 37 °C po dobu 45 minut. Buriky
byly peletovény a bylo odebrano PI-PLC/CM.

Priprava Ret-Fc fisniho proteinu

CDNA obsahujici cely kodujici region c-Ret byla izolovéna z
den 17 krysi placentdrni cDNA knihovny za pou¥iti
oligonukleotidové sondy odpovidajici prvnim 20 aminokyselindm
my8iho c-Ret (Iwamoto et al., 1993; van Heyningen, 1994).
Kodujici region pro extraceluldrni doménu Ret receptoru (kondici
posledni aminokyselinou, R636) byl fsovan v ramedku s DNA
kodujici Fc region lidského IgG (IgGl) a byl subklonovan do
expresniho vektoru pDSR2 jak bylo popsano d¥ive (Bartley et al.,
Nature 368: 558 - 560, 1994). Ret-Fc/pDSRa2 plasmid byl
transfektovan do ovaridlnich bun&k &inského kredka (CHO) a




129 Yy e L

rekombinantni Ret-Fc¢ fisni protein byl p¥e&ift&n afinitni
chromatografii za pou¥iti Ni++ kolony (Qiagen) .

Priprava kultur embryonédlnich krysich misnich motorickych
neurond

Obohacené kultury embryonilnich krysich mi&nich motorickych
neuronl byly p¥ipraveny z celé michy plodd E15 Sprague-Dawley
krys 24 hodin p¥ed pokusem. Michy byly byly vyfiznuty a byly
odstranény pleny migni a ganglia zadnich ko¥ent mi%nich (DRG) .
Michy byly nast¥ihany na malé fragmenty a byly trdveny papainem v
L15 mediu (Papain Kit, Worthington). Motorické neurony, které
jsou v&tS3i ne¥ jiné typy bun&k p¥itomnych v disociované buné&éné
suspensi, byly obohaceny za pouzZiti 6,8% Metrizamidového
gradientu (Camu and Henderson, J. Neuroscience 44: 59 - 70,
1992) . Obohacené motorické neurony v mezivrstvé mezi
metrizamidovou vrstvou a bun&&nou suspenzi byly odebrény, promyty
a umistény na tkéfiové kultivadni disky predem potaZené
poly-L-ornitinem a lamininem v hustoté& asi 9 x 10* bun&k/cm?® a
byly kultivovany p#¥i 37 °c.

Jsou zde citované rtzné odkazy, jejich? objevy jsou zde
uvedeny jako odkaz ve své Gplnosti.

Agkoliv byl pfedkladany vynilez popsén ve smyslu vyhodnych
provedeni a p¥ikladnych aminokyselinovych sekvenci a sekvenci
nukleovych kyselin, je jasné, Ze mohou existovat jeho variace a
modifikace. Proto pokryvaji pt¥ipojené patentové nédroky vSechny
takové ekvivalentni variace, které spadaji do rozsahu
pfedklddaného vyndlezu.
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GAAATTCCAG TTTAGGAGCT CAGTTGAGAA
TTTNCCTTTT AAGAAAGCTT CTTGTGATCC
TGCTCCATCC AAACTCAGAA GGCTTTGGGA
CTTGGGCTGT AAAGCAAACT GGGGCTGTGT
TNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN
TGGCCTTTCC TAGCTAGAGA AGGAGTTAAT
ATGACATTGA TTTCTAATGA TATAAATTTC
CAAAGAAGAT TCTTACCAAG AGTGGGCTTT

TATATATGTA CTAGCATTTT CCACGCTGAT

1643
1691
1739
1787
1835
1883
1931
1984

2044
2104
2164

2224
2284
2344
2404
2464
2524

2568
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 2:

Met

1

Leu

Ser

Leu

Gly

65

Gln

Lys

Asn

Ser

val

145

Cys

Pro

His

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 465 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein

(2 1 2)
2see

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

Phe Leu Ala Thr Leu Tyr Phe Ala Leu Pro
5 10

Ser Ala Glu Val Ser Gly Gly Asp Arg Leu
20 25

Asp Gln Cys Leu Lys Glu Gln Ser Cys Ser
35 40

Arg Gln Cys Val Ala Gly Lys Glu Thr Asn
50 55

Leu Glu Ala Lys Asp Glu Cys Arg Ser Ala
70 75

Lys Ser Leu Tyr Asn Cys Arg Cys Lys Arg
85 90

Asn Cys Leu Arg Ile Tyr Trp Ser Met Tyr
100 105

Asp Leu Leu Glu Asp Ser Pro Tyr Glu Pro
115 120

Asp Ile Phe Arg Val Val Pro Phe Ile Ser
130 135

Glu His Ile Pro Lys Gly Asn Asn Cys Leu
150 155

Asn Leu Asp Asp Ile Cys Lys Lys Tyr Arg
165 170

Cys Thr Thr Ser Val Ser Asn Asp Val Cys
180 185

Lys Ala Leu Arg Gln Phe Phe Asp Lys Val
195 200

Leu
Asp
Thr
Phe

60
Met
Gly
Gln
val
Asp
140
Asp
Ser

Asn

Pro

s o
o® o
-

e L

Leu Asp

Cys Val
30

Lys Tyr
45

Ser Leu

Glu Ala

Met Lys

Ser Leu
110

Asn Ser
125

Val Phe

Ala Ala

Y
N

Ala Tyr
Arg Arg
190

Ala Lys
205

Leu

15

Lys

Arg

Ala

Leu

Lys

95

Gln

Arg

Gln

Lys

Ile

175

Lys

His

Leu

Ala

Thr

Ser

Lys

80

Glu

Gly

Leu

Gln

Ala

160

Thr

Cys

Ser




Tyr

Arg
225

Pro

Arg

Ser

Tyr

Ser

305

Asp

Cys

val

Thr

Asn

385

Gln

Asn

Thr

val

Ser
465

Gly
210

Arg

Asn

Ser

val

Ser

290

Ser

Leu

Leu

Trp

Ala

370

Glu

Lys

Gly

Lys

Leu
450

Met

Gln

Cys

Arg

Ser

275

Gly

Leu

Glu

Lys

Gln

355

Leu

Ile

Leu’

Asn

Ser
435

val

Leu

Thr

Leu

Leu

260

Ser

Leu

Ser

Glu

Asn

340

Pro

Arg

Pro

Lys

Tyx

420

Met

val

Phe

Ile

Asn

245

Ala

Cys

Ile

Val

Cys

325

Ala

Ala

val

Thr

Ser

405

Glu

Ala

Thr

Cys

Val
230

Leu

Asp

Leu

Gly

Ala

310

Leu

Ile

Phe

Lys

His

390

Asn

Lys

Ala

Ala

Ser
215

Pro

Gln
Phe
Lys
Thr
295
Pro
Lys
Gln
Pro
Asn
375
Val
Val
Glu

Pro

'Leu

455

143

Cys

val

Asp

Phe

Glu

280

val

Trp

Phe

Ala

val

360

Lys

Leu

Ser

Gly

Pro

440

Ser

Arg Asp Ile

Cys

Ser

Thr

265

Asn

Met

Cys

Leu

Phe

345

Gln

Pro

Pro

Gly

Leu

425

Ser

Thr

Ser

Cys
250

Asn

Tyr

Thr

Asp

Asn

330

Gly

Thr

Leu

Pro

Asn

410

Gly

Cys

Leu

Tyr
235

Lys

Cys

Ala

Pro

Cys

315

Phe

Asn

Thr

Gly

Cys

395

Thr

Ala

Gly

Leu

Ala
220

Glu

Thr

Gln

Asp

Asn

300

Ser

Phe

Gly

Thr

Pro

380

Ala

His

Ser

Leu

Ser
460

Cys

Glu

Asn

Pro

Cys

285

Tyr

Asn

Lys

Ser

Ala

365

Ala

Asn

Leu

Ser

Ser
445

Thy

Arg

Tyr
Glu
270
Leu
Ile
Ser
Asp
Asp
350
Thr
Gly
Leu
Cys
His
430

Pro

Leu’fhr

Glu

Glu

Ile

255

Ser

Leu

Asp

Gly

Asn

335

val

Thr

Ser

Gln

Ile

415

Ile

Leu

Glu

Arg

Lys
240

Cys
Arg
Ala
Ser
Asn
320
Thr
Thr
Thr
Glu
Ala
400

Ser

Thr

Leu

Thr
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 3:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 2138 pard bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(i1) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 302...1705

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

AGCTCGCTCT CCCGGGGCAG TGGTGTGGAT GCACCGGAGT TCGGGCGCTG GGCAAGTTGG
GTCGGAACTG AACCCCTGAA AGCGGGTCCG CCTCCCGCCC TCGCGCCCGC CCGGATCTGA
GTCGCTGGCG GCGGTGGGCG GCAGAGCGAC GGGGAGTCTG CTCTCACCCT GGATGGAGCT
GAACTTTGAG TGGCCAGAGG AGCGCAGTCG CCCGGGGATC GCTGCACGCT GAGCTCTCTC
CCCGAGACCG GGCGGCGGCT TTGGATTTTG GGGGGGCGGG GACCAGCTGC GCGGCGGCAC
C ATG TTC CTA GCC ACT CTG TAC TTC GCG CTG CCA CTC CTG GAT TTG
Met Phe Leu Ala Thr Leu Tyr Phe Ala Leu Pro Leu Leu Asp Leu
1 5 10 15
CTG ATG TCC GCC GAG GTG AGT GGT GGA GAC CGT CTG GAC TGT GTG AAA
Leu Met Ser Ala Glu Val Ser Gly Gly Asp Arg Leu Asp Cys Val Lys
20 25 30
GCC AGC GAT CAG TGC CTG AAG GAA CAG AGC TGC AGC ACC AAG TAC CGC

Ala Ser Asp Gln Cys Leu Lys Glu Gln Ser Cys Ser Thr Lys Tyr Arg
35 ] 40 45

60

120

180

240

300

346

394

442




ACA
Thr

TCC
Ser

Lys
80

GAG
Glu

GGA
Gly

TTG
Leu

CAA
Gln

GCC
Ala
160

ACC
Thr

TGC
Ccys

AGC
Ser

. CGG
Arg

AGG
Arg
240

TGC
Cys

CTA
Leu

GGC
Gly
65

CAG
Gln

AMNG
Lys

AAT
Asn

TCA
Ser

GTG
val
145

TGC
Cys

cccC
Pro

CAC
His

TAC
Tyr

CGG
Arg
225

cce

Pro

AGA
Arg

AGG
Arg
50

CTT
Leu

ARG
Lys

AAT
Asn

GAC
Asp

GAT
AsSp
130

GAA
Glu

AAC
Asn

TGC
Cys

AAG
Lys

GGG
Gly
210

cGA
Arg

AAC
Asn

TCT
Ser

CAG
Gln

GAG
Glu

TCT
Ser

TGT
Cys

CTC
Leu
115

ATA
Ile

CAC
His

CTG
Leu

ACC
Thr

GCC
Ala
195

ATG

Met

CAG
Gln

TGC
Cys

CGC
Arg

TGC
Cys

GCC
Ala

CTG
Leu

CTG
Leu
100

CTG
Leu

TTC
Phe

ATT
Ile

GAC
Asp

ACC
Thr
180

cTc
Leu

‘CTC
Leu

ACT
Thr

CTG
Leu

CTT
Leu
260

GTG
val

AAG
Lys

TAC
Tyxr
85

CGT
Arg

GAA
Glu

CGG
Arg

TCC
Ser

GAC
Asp
165

AGC
Ser

AGG
Arg

TTC
Phe

ATC
Ile

AGT
Ser
245

GCA
Ala

GCG
Ala

GAT
Asp
70

AARC
Asn

ATC
Ile

GAT
Asp

GCAa
Ala

Lys
150

ACC
Thr

ATG
Met

CAG
Gln

TGC
Cys

GTC
val
230

CTG

Leu

GAT
Asp

GGC
Gly
55

GAG
Glu

TGC
Cys

TAC
Tyr

TCC
Ser

GTC
val
135

GGG
Gly

TGT
Cys

TCC
Ser

TTC
Phe

TCC
Ser
215

ccc

Pro

CAA
Gln

TIT
Phe

Lys

TGC
Cys

CGC
Arg

TGG
Trp

CcCG
Pro
120

CCG
Pro

AAC
Asn

AAG
Lys

AAC
Asn

TTC
Phe
200

TGC
Cys

GTG
val

GAC
Asp

™17
Phe

145

GAA
Glu

CcGT
Arg

TGC
Cys

AGC
Ser
105

TAT
Tyr

TTC
Phe

AAC
Asn

AAG
Lys

GAG
Glu
185

GAC
Asp

CGG
Arg

TGC
Cys

TCC
Ser

ACC
Thr
265

ACC
Thr

AGC
Ser

AAG
Lys
90

ATG
Met

GAG
Glu

ATA
Ile

TGC
Cys

TAC
TYTr
170

GTC
val

AAG
Lys

GAC
Asp

TCC
Ser

TGC
Cys
250

AAC
Asn

AAC
Asn

GCC
Ala
75

cGG
Arg

TAC
Tyr

CCG
Pro

TCA
Ser

CTG
Leu
155

AGG
Arg

TGC
Cys

GTT
val

ATC
Ile

TAT

Tyr
235

AAG
Lys

TGC
Cys

TTC
Phe
60

ATG
Met

felele

Gly

CAG
Gln

GTT
val

GAT
Asp
140

GaC

Asp

TCG
Ser

AMC
Asn

CCG
Pro

GCC
Ala
220

GAA
Glu

ACC
Thr

CAG
Gln

AGC CTG ACA

Ser

GAG
Glu

ATG
Met

AGC
Ser

AAC
Asn
125

GTT
val

GCA
Ala

GCC
Ala

CGC
Arg

GCC
Ala
205

TGC
Cys

GAA
Glu

Asn

CCA
Pro

Leu

GCC
Ala

AAG
Lys

CTG
Leu
110

AGC
Ser

TTC
Phe

GCC
Ala

TAC
TYr

CGT
rg
190

AAG
Lys

ACC
Thr

CGA
Arg

TAC
Tyr

GAG
Glu
270

Thr

TTG
Leu

Lys
95

CaG
Gln

AGG
Arg

CAG
Gln

AAG
Lys

ATC
Ile
175

AAG
Lys

CAC
His

GAG
Glu

GAG
Glu

ATC
Ile
255

TCA
Ser

490

538

586

634

682

730

778

826

874

922

$70

1018

1066

1114




AGG
Arg

GCC
Ala

TCC
Ser

Asn

320

ACT
Thr

ACC
Thr

ACC
Thr

GAG
Glu

GCT
Ala
400

TCT

Ser

ATA
Ile

CTG
Leu

TTG
Leu

ACCAAGTATT CTGTCCCTGT

GAGAAGCAGT TTCACCCAAC

AGGGGCTTCT GTTGAAGAAC

TGGTGCGGCT TAAGGGGACC

GATGGTGAGG ATGGTAGTGG

TCTACTGGTT AGGAACAGGA

CATTGCCTTC TGAAGACAGG

Asn
385

CAG
Gln

GAT
Asp

ACC
Thr

CCG
Pro

Gca
Ala
465

TCT
Sex

TAC
Tyr

AGC
Ser
305

GaAC
Asp

TGT
Cys

ATG
Met

ACT
Thr

TCG
Ser

GTC
Val

250

AGC
Ser

CTG
Leu

CTC
Leu

TGG
Trp

GCC
Ala

AGC
Ser
275

GGA
Gly

cTC
Leu

GAA
Glu

ARA
Lys

CAG
Gln

AGC
Ser

AAC
Asn

CTG
Leu

GAC
Asp

AAT
Asn

TGT
Cys

ATT
Ile

GTG
val

TGC
Cys

CTT AAG

Leu Lys

GGC ACA

Gly Thr

295

GCA CCA

Ala Pro
310

325

340

355

370

GAG
Glu

Lys

AGT
Ser

ACA
Thr

GTG
val
450

GAA
Glu

ATC
Ile

CTG
Leu

GAT
Asp

Lys
435

CTG

Leu

ACG
Thr

T7C
Phe

CCa

CGG GTC

GCA
Ala

GCC
Pro Ala

CCC ACA CAC

Pro

Lys

T™TC
Phe
420

TCA

Ser

ATG
Met

TCG
Ser

Thr

TCC
Ser
405

GGA
Gly

ATG
Met

CTC
Leu

His
390
AAT

Asn

AAG
Lys

GCT
Ala

ACC
Thr

TTG AAA
Leu Lys

ATT CAA
Ile Gln

CCT CCA
Pro Pro

AAG AAC
Arg Val Lys Asn

375

146

GAG AAC
Glu Asn

280

GTC ATG
val Met

TGG TGT
Trp Cys

TTT CTG
Phe Leu

GCC TTT
Ala Phe

TAC
Tyr

GAC

ACT
Thr

oo N
(2 2 22

GCA GAC

Ala

cee
Pro

TGC

Asp Cys

345

GTC CAG
val Gln

360

AAG CCT
Lys Pro

GTT TTA CCA CCC
Val Leu Pro

GTG TCG GGT
vVal Ser Gly

GAT GGT CTC
Asp Gl¥ Leu

425

GCT CCT CCC
Ala Pro Pro
440

GCC CTT GCT
Ala Leu Ala

455

Pro

AGC
Ser
410

GCT
Ala

AGC
Ser

GCC
Ala

GGC
Gly

ACC
Thr

CTG
Leu

315

Phe

Asp

AAC
Asn
300

AGC
Ser

AAT TTT TTT
Asn
330

Phe

AAT GGC
Asn Gly

ACC ACT

Thr Thr

Gly Pro

TGT
Cys
395

ACA
Thr

GGT
Gly

TGC
Cys

CTG
Leu

380

TGC
Cys
285

TAC
Tyr

Asn

AAG
Lys

TCA
Ser

GCC
Ala
365

GGG CCA GCA

Ala

(2 X2 XY ]
(A X X

CcTC
Leu

GTA
val

AGC
Ser

GAC
Asp

GAT
Asp
350

ACC
Thr

GGG
Gly

CTG
Leu

GAC
ASp

GGC
Gly

AAT
Asn
335

GTG
val

ACT
Thr

TCT
Ser

GCG AAT TTG CAG

Ala

CAC
His

GCC
Ala

AGT
Ser

TTA
Leu
460

Asn

CTC
Leu

TCC
Ser

CTG
Leu
445

TCT

Leu

TGT
Cys

AGC
Ser
430

AGC

Ser

GTA

Ser val

Gln

CTT
Leu
415

CAC

His

TCA
Ser

TCG
Ser

TAGCTGCATC CGGGAAAACA GTATGAAAAG ACAAAAGAGA

CCCGCAGCCG TCG

CCTCTTGTAT ATCTGAAAAT CCAGTTTTAA AAGCTCCGTT
TGGAACTCTT TCCTTGTTTT TAAGAAAGCT TGTGGCCCTC
TGCTACAGGG CTAATTCCAA ACCCATAAGG CTCTGGGGCG
ATTTGCACCA TGTAAAGCAA GCTGGGCTTA TCATGTGTTT
TGATGATGAT GGTAATTTTA ACAGCTTGAA CCCTGTTCTC

GATACTATTG ATAAAGATTC TTCCATGTCT TACTCAGCAG

XX T
*e o

1162

1210

1258

1306

1354

1402

1450

1498

1546

1594

1642

1690

1745

1805

1865

1925

1985

2045

2105

2138




(2) Informace pro SEQ ID NO: 4:

Met Phe Leu Ala Thr Leu Tyr Phe Ala Leu Pro Leu Leu Asp Leu Leu
5

1

Met Ser Ala Glu Val Ser Gly Gly Asp Arg Leu Asp Cys Val Lys Ala

147

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 468 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(1 12
(X 2 X

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

20

Ser Asp Gln Cys Le

Leu Arg
50

Gly Leu
€5

Gln Lys

Lys Asn

Asn Asp

Ser Asp

130

val Glu
145

35

Glin

Glu

Ser

Cys

Leu

115

Ile

His

Cys

Ala

Leu

Leu

100

Leu

Phe

Ile

val

Lys

Tyr

85

Arg

Glu

Arg

Ser

Lys

Ala

Asp

70

Asn

Ile

Asp

Ala

Lys
150

Glu

Gly

55

Glu

Cys

YL

Ser

val

135

Gly

10

25

Gln Ser Cys

40

Lys

Cys

Arg

Trp

Pro

120

Pro

Asn

Glu

Arg

Cys

Ser

105

Phe

Asn

Thr

Ser

Lys

90

Met

Glu

Ile

Cys

Ser

Asn

Ala

75

Arg

Tyr

Pro

Ser

Leu
155

.e
Y]

*® =

.
e 0ean

*

‘sese

15

30

Thr Lys Tyr Arg

Phe

60

Met

Gly

Gln

val

Asp

140

Asp

45

Ser

Glu

Met

Ser

‘Asn

Leu

Ala

Lys

Leu

110

Ser

125

Vval

Ala

Phe

Ala

Thr

Leu

Lys

Gln

Arg

Gln

Lys

Ser

Lys

80

Glu

Gly

Leu

Gln

Ala
160

290680

L)
.e

e
ee

L




Cys

Pro

His

Tyr

Arg

225

Pro

Arg

Ser

Tyr

Ser

305

Asp

Cys

Met

Thr

Asn

385

Gln

Asp

Thr

Pro

Ala
465

Asn

Cys

Lys

Gly

210

Arg

Asn

Ser

val

Ser

290

Ser

Leu

Leu

Trp
Ala
370

Glu

Lys

Ser

Thr

Val

450

Glu

Leu

Thr

Ala

185

Met

Gln

Cys

Arg

Ser

275

Gly

Leu

Glu

Lys

Gln

355

Phe

Ile

Leu

Asp

Lys

435

Leu

Thr

Asp

Thr‘

180

Leu

Leu

Thr

Leu

Leu

260

Asn

Leu

Ser

Asp

Asn

340

Pro

Arg

Pro

Lys

Phe

420

Ser

Met

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Phe

Ile

Ser

245

Ala

Cys

Ile

Val

Cys
325

Ala

Ala

val

Thr

Ser

405

Gly

Met

Leu

Thr
Met
G}n
Cys
Val
230
Leu
Asp
Leu
Gly
Ala

310

Leu

Ile
Pro
Lys
His
390
Asn
Lys

Ala

Thr

Cys
Ser
Phe
Ser
215
Pro
Gln
Phe
Lys
Thr
295

Pro

Lys

Gln
Pro
Asn
375
vVal
val
Asp

Ala

Ala
455

148

Lys

Asn

Phe
200
Cys
Val
Asp
Phe
Glu

280

val

Trp

Phe

Ala

val

360

Lys

Leu

Ser

Gly

Pro

440

Leu

Lys

Glu

185

Asp

Arg

Cys

Ser

Thr

265

Asn

Met

Cys

Leu

Phe

345

Gln

Pro

Pro

Gly

Leu

425

Pro

Ala

Tyr Arg
170

val Cys
Lys Vval
Asp Ile
Ser Tyr

235

Cys Lys
250

Asn Cys
Tyr Ala

Thr Pro

Asp Cys
315

Asn Phe
330

Gly Asn
Thr Thr
Leu Gly
Pro Cys

395
Ser Thr
410
Ala Gly

Ser Cys

Ala Leu

Ser
Asn
Pro
Ala
220
Glu
Thr
Gln
Asp
Asn
300

Ser

Phe

Gly
Thr
Pro
380
Ala
His

Ala

Ser

Leu
460

Ala Tyr Ile Thr
Arg Arg Lys Cys
190

Ala Lys His Ser
205

Cys Thr Glu Arg
Glu Arg Glu Arg
240

Asn Tyr Ile Cys
255

Pro Glu Ser Arg
270

Cys Leu Leu Ala
285

Tyr Val Asp Ser
Asn Ser Gly Asn
320

Lys Asp Asn Thr
335

Ser Asp Val Thr
350

Ala Thr Thr Thr
365

Ala Gly Ser Glu
Asn Leu Gln Ala
400

Leu Cys Leu Ser
415

Ser Ser His Ile
430

Leu Ser Ser Leu
445

Ser Val Ser Leu




(2) Informace pro SEQ ID NO: 5:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 3209 part bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid: misc_vlastnost
(B) Umisté&ni: 1..539
(D) Jiné informace: (pozndmka= "1 a¥ 539 je -237 a¥
301 GDNFR podle obrézku 5"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 540...1937

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:

AATCTGGCCT CGGAACACGC CATTCTCCGC GCCGCTTCCA ATAACCACTA ACATCCCTAA 60
CGAGCATCCG AGCCGAGGGC TCTGCTCGGA AATCGTCCTG GCCCAACTCG GCCCTTCGAG 120

CTCTCGAAGA TTACCGCATC TATTTTTTTT TTCTTTTTTT TCTTTTCCTA GCGCAGATAA 180




150 “ee

AGTGAGCCCG GAAAGGGAAG GAGGGGGCGG GGACACCATT

TAAATAAACA AACTGGCTCC TCGCCGCAGC TGGACGCGGT

CGGACCTGAA CCCCTAAAAG CGGAACCGCC TCCCGCCCTC

CCGGCABGCGGE TGGCTGCTGC CAGACCCGGA GTTTCCTCTT

TTGGGCGGCC AGAGCAGCAC AGCTGTCCGG GGATCGCTGC

GACCCAGCGG CGGCTCGGGA TTTTTTTGGG GGGGCGGGGA

ATG
Met
1

CTG
Leu

AGT
Ser

CTA
Leu

GGC
Gly
65

CAG
Gln

TCA
Ser

GTG
val
145

TGC
Cys

TTC
Phe

TCG
Ser

GAT
Asp

AGG
Arg
50

CTG
Leu

AAG
Lys

AAC
Asn

GAT
Asp

GAT
ASp
130

GAG
Glu

AAC
Asn

CTG
Leu

GCC
Ala

CAG
Gln
35

CAG
Gln

GAG
Glu

TCG
Ser

TGC
Cys

CTG
Leu
115

ATA
Ile

CAC
His

CTC
Leu

GCG
Ala

GARA
Glu
20

TGC
Cys

TGC
Cys

GCC
Ala

CTC
Leu

CTG
Leu
100

CTG

Leu

TTC
Phe

ATT
Ile

GAC
Asp

aACC
Thr
)

GTG
val

CTG
Leu

GTG
val

AAG
Lys

TAC
Tyr
85

CGC
Arg

GAG
Glu

CGG
Arg

cceC
Pro

GAC
Asp
165

CTG
Leu

AGC
Ser

AAG
Lys

GCG
Ala

GAT
Asp
70

AAC

Asn

ATT
Ile

GAT
Asp

GTG
val

Lys
150

ATT
Ile

TAC TTC GCG CTG CCG
Phe Ala Leu Pro

Tyr

GGC
Gly

GAG
Glu

GGC
Gly
55

GAG
Glu

TGC
Cys

TAC
Tyr

TCC
Ser

GTC
val
135

GGG
Gly

TGC
Cys

GGA
Gly

CAG
Gln
40

AAG
Lys

TGC
Cys

CGC
Arg

TGG
Trp

Ccca
Pro
120

cca

Pro

AAC
Asn

AAG
Lys

GAC
Asp
25

AGC
Ser

GAG
Glu

CGC
Arg

TGC
Cys

AGC
Ser
105

TAT
TYyr

TTC
Phe

AAC
Asn

AAG
Lys

10
CGC
axg

TGC
Cys

ACC
Thr

AGC
Ser

AAG
Lys
90

ATG
Met

GAA

Glu

ATA
Ile

TGC
Cys

TAC
Tyr
170

CTG
Leu

AGC
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala
75

CGG
Arg

TAC
TYyr

CCa
Pro

TCA
Ser

CTG
Leu
155

AGG
Arg

(X X X ]
[ XX X J
[ XXX}
[ XXX ]
e o
(X ]

GCCCTGAAAG AATAAATAAG
CGGTTGAGTC CAGGTTGGGT
GCCATCCCGG AGCTGAGTCG
TCACTGGATG GAGCTGAACT
ACGCTGAGCT CCCTCGGCAA
CCAGCCCCGC GCCGGCACC

CTC TTG GAC TTG CIC
Leu Leu Asp Leu Leu
15

GAT TGC GTG AAA GCC
Asp Cys Val Lys Ala
30

ACC AAG TAC CGC ACG
Thr Lys Tyr Arg Thr
45

TTC AGC CTG GCA TCC
Phe Ser Leu Ala Ser
60

ATG GAG GCC CTG AAG
Met Glu Ala Leu Lys
80

GGT ATG AAG AAG GAG
Gly Met Lys Lys Glu

CAG AGC CTG CAG GGA
Gln Ser Leu Gln Gly
110

GTT AAE AGC AGA TTG
val Asn Ser Arg Leu
125

GAT GTT TTT CAG CAA
Asp Val Phe Gln Gln
140

CGAT GCA GCG AAG GCC
Asp Ala Ala Lys Ala
160

TCG GCG TAC ATC ACC
Ser Ala Tyr Ile Thr
175

240

300

360

420

480

538

587

635

683

731

778

827

875

923

971

1019

1067




CCG
Pro

cac
His

TAC
YT

AGG
Arg
225

CCC
Pro

AGA
Arg

TCT
Ser

TAC
Tyr

AGT
Ser
305

GAC
Asp

TGT
Cys

GTG
val

ACT
Thr

Asn
385

TGC
Cys

AAG
Lys

GGA
Gly
210

CGA
Arg

AAC
Asn

TCT
Ser

GTC
val

TCG
Ser
290

AGC
Ser

CTA
Leu

CTT
Leu

TGG
Trp

GCC
Ala
370

GAA
Glu

ACC
Thr

GCC
Ala
‘195

ATG
Met

CAG
Gln

TGT
Cys

CGC
Arg

AGC
Ser
275

GGG
Gly

CTC
Leu

GAA
Glu

Lys

CAG
Gln
355
éTC
Leu

ATT
Ile

ACC
Thr
180

CTC
Leu

cTC
Leu

ACC
Thr

el
Leu

CTT
Leu
260

AGC
Ser

CTT
Leu

AGT
Ser

GAG
Glu

AAT
Asn
340

CCa

Pro

CGG
Arg

cce
Pro

AGC
Ser

CGG
Arg

TTC
Phe

ATC
Ile

AAT
Asn
245

GCG
Ala

TGT
Cys

ATT
Ile

GTG
val

TGC
Cys
325

GCA
Ala

GCC
Ala

GTT
val

ACT
Thr

GTG
val

CAG
Gln

TGC
Cys

GTG
val
230

TTG
Leu

GAT
Asp

CTA
Leu

GGC
Gly

GCC
Ala
310

TTG
Leu

ATT
Ile

TTC
Phe

AAG
Lys

CAT
His
390

TCC
Ser

TTC
Phe

TCC
Ser
215

CccT
Pro

CAG
Gln

TTT
Phe

AAG
Lys

ACA
Thr
295

cca
Pro

Lys

CAA
Gln

cca
Pro

AAC
Asn
375

GTT
vVal

Xaa

7T
Phe
200

TGC
Cys

GTG
val

GAC
Asp

T
Phe

GAA
Glu
280

GTC
val

TGG
Trp

TTT
Phe

GCC
Ala

GTA
val
360

AAG
Lys

hyse)
Leu

GAT
Asp
185

GAC
Asp

CGG
Arg

TGC
Cys

TCC
Ser

ACC
Thr
265

AAC
Asn

ATG
Met

TGT
Cys

TTG
Leu

TrT
Phe
345

CAG
Gln

ccc
Pro

Ccca
Pro

151°%..

GTC
Val

AAG
Lys

GAC
Asp

TCC
Ser

TGC
Cys
250

Asn

TAC
Tyxr

ACC
Thr

GAC
Asp

AAT
Asn
330

GGC
Gly

ACC
Thr

CTG
Leu

elele]
Pro

TGC
Cys

GTC
val

ATC
Ile

TAT
TYY
235

AAG
Lys

TGC
Cys

GCT
Ala

ccc
Pro

TGC
Cys
315

TTC
Phe

AAT
Asn

ACC.

Thr

GGG
Gly

TGT
Cys
395

AAC
Asn

CCG
Pro

GCC
Ala
220

GAA
Glu

ACG
Thr

CAG
Gln

GAC
Asp

AAC
Asn
300

AGC
Ser

TTC
Phe

GGC
Gly

ACT
Thr

CCa
Pro
380

GCA
Ala

CGC
Arg

GCC
Ala
205

TGC
Cys

GAG
Glu

AAT
Asn

cca
Pro

TGC
Cys
285

TAC
TyT

AAC
Asn

AAG
Lys

TCC
Ser

GCC
Ala
365

GCA
Ala

AAT
Asn

CGC AAG
Arg Lys
190

AAG CAC
Lys Eis

ACA GAG
Thr Glu

AGG GAG
Arg Glu

TAC ATC
Tyr Ile
255

GAG TCA
Glu Ser
270

CTC CTC
Leu Leu

ATA GAC
Ile Asp

AGT GGG
Ser Gly

GAC AAT
Asp Asn
335

GAT GTG
Asp Val
350

ACT ACC
Thr Thr

GGG TCT
Gly Ser

TTA CAG
Leu Gln

TGC
Cys

AGC
Ser

CGG
Arg

AAG
Lys
240

TGC
Cys

AGG
Arg

GCC
Ala

TCC
Ser

AAC
Asn
320

ACA
Thr

ACC
Thr

ACC
Thr

GAG
Glu

GCA
Ala
400

1115

1163

1211

1259

1307

1355

1403

1451

1499

1547

1595

1643

1691

1739




AAG
Lys

CAG
Gln

GGT

Asn Gly

CTG
Leu

AAT
Asn

AAD
Lys
405

TAT
TYY

- 420

ACA
Thr Lys

435

GTC
val

CTG
Leu
450

val

TCA TAG

Ser *

465

ATCTGTTTCC

GTTCCATTCA

GGGGCTTCTG

GCTGTATTTT

CGATGATGAT

NNNNNNNGAT

TCTAAGGTAA

CTACATTGAT

GAAACAGCTG

TATGTACTGT

TATAGTATCT

TCAATCCCTG

TAACAAAAGT

ATGTAGAARA

TAATGATATT

CCCTCATAAG

CTCTGAGAAG

AGGAAACAGA

TCA
Ser

GTG

ATG
Met

GTA
val

TGTTCTCTTG

ACTGGAACAT

TGAAMAACCT

AAAGGGACAG

GATCATCATG

TTTAACAGTT

CTCCCATATC

GCCAAGCTTT

GTACTGATGT

AAACAGTTCT

GTCTTTTCGT

AACGACACTC

CCAATATAGC

AAATTTTACT

GTCTCATTTT

TAGTGTTCGC

CCTCGTGCTG

ACAGACAAGC

TCC AAT
Ser Asn

GAA AAA
Glu Lys

GCT GCT
Ala Ala

ACC GCT
Thr Ala

TCG
Ser

GTG
val

GAA
Glu

GGT
Gly

GGC AAT
Gly

CcTC
Leu

152

ACA
Asn Thr
410
GGT
Gly

GCT
Ala

425

ceT
Pro

CCA
Pro
440

CTG
Leu
455

TCC
Ser

TATAGCTGAA

TTTTTTTTTT

GATGCAGTGC

TTTGTAACTT

ATCATGATNN

TTACTTCTGG

TCCTTTAATG

TTTGCCACAA

TCACCTTTAT

GCACTCTTGT

.CAAAATAGAG

TCCTAATCCT

TGAAATGTCG

ACTARATGAT

TTTACTGATG

TCTGATATGA

TAGCAGAAAG

ATTGTCTTTT

AGC
Ser

ACC
Thr Leu

TGT
Cys

GGT
Gly

CTA TTA

Leu

CTGCATTAAA AAAATACAAT ATGGACATGT AAAAAGACAA

ATTCCAGTTT
NCCTTTTAAG
TCCATCCAAA
GGGCTGTAAA
NNNNNNNNNN
CCTTTCCTAG
ACATTGATTT
AGAAGATTCT
ATATGTACTA
ACAAAAGAAA
AGTGGGGAAT
AAGCCTTACC
CTCTAATACT
TTCAACTATT
GTTTAATACA
ACTTCACAAA
TTCTGCATCA

GTCATTGCTC

L4 (2]

CAC
His

CTC
Leu

TCC
Ser

AGC
Ser

TGT
Cys

CAC
His

ATT TCC
Ile Ser
415

ATA ACC
Ile Thr

430

CTG
Leu

AGC
Ser
445

TCT
Ser
460

TTA
Leu

AGGAGCTCAG
AMAGCTTCTT
CTCAGAAGGC
GCAAACTGGG
NNNNNNNNNN
CTAGAGAAGG
CTAATGATAT
TACCAAGAGT
GCATTTTCCA
AAAéACCTGT
GAGTGT&CCG
TGAGTGAGAA
CTTTACACAT
GGCTTTICTAT
AAATACACAG
TACAGCTCAT
TGTGACTGTG

GAAGTGCAAG

CCA
Pro

ACA
Thr

CcTG CTG
Leu Leu

GAA ACA
Glu Thr

AAACCAAGTT

TTGAGAAACA
GTGATCCTTC
TTTGGGATAT
GCTGTGTTTT
NNNNNNNNNN
AGTTAATATf
AAATTTCAGC
GGGCTTTGTG
CGCTGATGTT
CACATCCAAA
ATTCAATACC
GCCCTTTACC
ATGAGGTTAT-
ATTTTGAAAG
AGCTTGTTTC
CAAAAGCAGA
GACAGGCAGG

CGTGCATACC

1883

1931

1987

2047
2107
2167
2227
2287
2347
2407
2467
2527
2587
2647

2707

2767

2827

2887

2947

3007

3067
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TGTGGAGGGA ACTGGTGGCT GCTTGTAAAT GTTCTGCAGC ATCTCTTGAC ACACTTGTCA

TGACACAATC CAGTACCTTG GTTTTCAGGT TATCTGACAA AGGCAGCTTT GATTGGGACA

TGGAGGCATG GGCAGGCCGG AA

(2) Informace pro SEQ ID NO: &:

Met

Leu

Ser

Leu

Gly

65

Gln

Lys

Asn

Ser

Phe
Ser
Asp
Arg

50
Leu
Lys
Asn

Asp

Asp
130

(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 466 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID

Leu Ala

Ala Glu
20

Gln Cys
35

Gln Cys

Glu Ala

Ser Leu

Cys Leu
100

Leu Leu
115

Ile Phe

Thr
val
Leu
val
Lys
Tyr

85
Arg

Glu

Arg

Leu

Ser

Lys

Ala

Asp

70

Asn

Ile

Asp

val

Tyr

Gly

Glu

Gly

55

Glu

Cys

Tyr

Ser

val
135

Phe
Gly
Gln

40
Lys
Cys
Arg

Trp

Pro
120

Pro

Ala

Asp
25

Ser

Glu

Arg

Cys

Ser

105

Tyr

Phe

Leu

10

Arg

Cys

Thr

Ser

Lys

90

Met

Glu

Ile

NO:

Pro
Leu
Ser
Asn
Ala

75
Arg
Tvr

Pro

Ser

Leu Leu
Asp Cys
Thr Lys
Phe Ser
60

Met Glu
Gly Met
Gln Ser
Val Asn

125

Asp Val
140

Asp

val
30

Tyr
Leu
Ala
Lys
Leu
110

Ser

Phe

Leu

15

Lys

Arg

Ala

Leu

Lys

Gln

Arg

Gln

Leu

Ala

Thr

Ser

Lys

80

Glu

Gly

Leu

Gln

3127

3187

3209




val Glu His Ile Pro Lys

145

Cys Asn Leu Asp Asp Ile
Pro Cys Thr Thr Ser Val

His Lys Ala Leu Arg Gln

Tyr

Arg

225

Pro

Arg

Ser

TYTL

Ser

305

Asp

Cys

val

Thr

Asn

385

Gln

Asn

Gly

210

Arg

Asn

Ser

val

Ser

290

Ser

Leu

Leu

Trp

Ala

370

Glu

Lys

Gly

165

180

195

Met Leu Phe

Gln Thr Ile

Cys Leu Asn

245

Arg Leu Ala
260

Ser Ser Cys
275

Gly Leu Ile

Leu Ser Val

Glu Glu Cys
325

Lys Asn Ala
340

Gln Pro Ala
355
Leu Arg Val

Ile Pro Thr

Leu Lys Ser

405

Asn Tyr Glu
420 '

150

Cys

val

230

Leu

Asp

Leu

Gly

Ala

31¢

Leu

Ile

‘Phe

Lys
His
390

Asn

Lys

154 s

Gly Asn Asn Cys Leu Asp Ala Ala Lys Ala

155

160

Cys Lys Lys Tyr Arg Ser Ala Tyr Ile Thr

170

175

Ser Xaa Asp Val Cys Asn Arg Arg Lys Cys -

185

190

Phe Phe Asp Lys Val Pro Ala Lys His Ser
205 .

Ser

215

Pro

Gln

Phe

Lys

Thr

295

Pro

Lys

Gln

Pro

Asn

375

Val

val

Glu

200

Cys Arg Asp
val Cys Ser
Asp Ser Cys

250

Phe Thr Asr
- 265

Glu Asn Tyr
280

val Met Thr
Trp Cys Asp
Phe Leu Asn

330

Ala Phe Gly
345

val Gln Thr
360

Lys Pro Leu
Leu Pro Pro

Ser Gly Asn
410

Gly Leu Gly
425

Ile

Tyr

235

Lys

Cys

Ala

Pro

Cys

315

Phe

Asn

Thr

Gly

Cys

385

Thr

Ala

Ala

220

Glu

Thr

Gln

Asp

Asn

300

Ser

Phe

Gly

Thr

Pro

380

Ala

His

Ser

Cys
Glu
Asn
Pro
Cys
285
Tyr
Asn
Lys
Ser
Ala
365
Ala
Asn

Leu

ﬁer

Thr Glu Arg
Arg Glu Lys
240

Tyr Ile Cys
255

Glu Ser Arg .
270

Leu Leu Ala

Ile Asp Ser

Ser Gly Asn

320

Asp Asn Thr
335

Asp Val Thr
350

Thr Thr Thr

Gly Ser Glu

Leu Gln Ala
400

Cys Ile Ser
415

His Ile Thr
430




Thr Lys Ser Met Ala Ala Pro Pro Ser Cys Gly Leu Ser Pro Leu Leu

Val Leu Val Val Thr Ala Leu Ser Thr Leu Leu Ser Leu Thr Glu Thr

450

Ser *
465

(2)

435

coece
evee
e o

155

440

455

Informace pro SEQ ID NO: 7:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 508 pard bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy§

(D) Topologie: lineé&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:

L4

L

Y3 [3
Y °

L]

L]

445

460

(A) Jméno/kli&: misc_vlastnost

(B) Umisténi:

1..508

(D) Jiné informace: (poznamka= "1 a¥ 508 je -237 aZ
272 Hsgr-2laf podle obrézku 5"

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

TCTGGCCTCG

AGCATCCGAG

CTCGAAGATT

TGAGCCCGGA

AATAAACAAA

GACCTGAACC

GGCGGCGGTG

GGGCGGCCAG

CCCAGCGGCG

GAACACGCCA
CCGAGGGCTC
ACCGCATCTA
AAGGGAAGGA
CTGGCTCCTC
CCTARAAGCG
GCTGCTGCCA
AGCAGCACAG

GCTCGGGATT

TTCTCCGCG?
TGCTCGGAAA
TTTTTTTTTT
GGGGGCGGGG
GCCGCAGCTG
GAACCGCCTC
GACCCGGAGT
CTGTCCGGGG

TTTTTGGG

CGCTTCCAAT
TCGTCCTGGC
CTTTTTTTTC
ACACCATTGC

GACGCGGTCG

"CCGCCCTCGC

TTCCTCTTTC

ATCGCTGCAC

AACCACTAAC
CCAACTCGGC
TTTTCCTAGC
CCTGAAAGAA
GTTGAGTCCA
CATCCCGGAG
ACTGGATGGA

GCTGAGCTCC

ATCCCTAACG

CCTTCGAGCT
GCAGATAAAG
TAAATAAGTA
GGTTGGGTCG
"CTGAGTCGCC
GCTGAACTTT

CTCGGCAAGA

60

120

180
240
300
360
420

480

508
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 8:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 510 part bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/klié&: misc_vlastnost
(B) Umisté&ni: 1..510

(D) Jiné informace: (poznémka= "1'a¥ 510 je -237 aZ

272 Hsgr-21bf podle obré&zku 5"

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:

AATCTGGCCT CGGAACACGC CATTCTCCGC GCCGCTTCCA ATAACCACTA ACATCCCTAA

60
TCGAG 120
AGCATCCG AGCCGAGGGC TCTGCTCGGA AATCGTCCTG GCCCAACTCG GCCCT
cG
AGATAA 180
CTCGAAGA TTACCGCATC TATTTTTTTT TTCTTTTTTT TCTTTTCCTA GCGC
CT
ATAAATAAG 240
TGAGCCCG GAAAGGGAAG GAGGGGGCGG GGACACCATT GCCCTGAAAG Al
AG

' TTGGGT 300
CGCGGT CGGTTGAGTC CAGG
CTCC TCGCCGCAGC TGGA
TAMATAAACA AACTGG




CGGACCTGAA CCCCTAAAAG CGGAACCGCC

TCCCGCCCTC GCCATCCCGG AGCTGAGTCG

GAACT
CCGGCGGCGG TGGCTGCTGC CAGACCCGGA GTTTCCTCTT TCACTGGATG GAGCT

TTGGGCGGCC AGAGCAGCAC AGCTGTCCGG

GACCCAGCGG CGGCTCGGGA TTTTTTTGGG

GGATCGCTGC ACGCTGAGCT CCCTCGGCAA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 9:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 1927 para bazi

(B) Typ: nukleova

kyselina

(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(1i) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 538...1926

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/k1li&: misc_vlastnost
(B) Umisté&ni: 1..537

360

420

480

(D) Jiné informace: (poznamka= "1 a% 537 je -235 a3

301 2lacon podle obrézku 5"
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:

TCTGGCCTCG GAACACGCCA TTCTCCGCGC

AGCATCCGAG CCGAGGGCTC TGCTCGGAAA

CTCGAAGATT ACCGCATCTA TTTTTTTTTT

TGAGCCCGGA AAGGGAAGGA GGGGGCGGGGE

AATAAACAAA CTGGCTCCTC GCCGCAGCTG

GACCTGAACC CCTAAAAGCG GAACCGCCTC

GGCGGCGGTG GCTGCTGCCA GACCCGGAGT

GGGCGGCCAG AGCAGCACAG CTGTCCGGGG

CCCAGCGGCG GCTCGGGATT TTTTTGGGGG

ATG
Met

CTG
Leu

AGT
Ser

CTA
Leu

GGC
Gly
65

CAG
Gln

TCA
Ser

T™TC
Phe

TCG
Ser

GAT
Asp

AGG
Arg
50

CTG
Leu

AAG
Lys

AAC
Asn

GAT
Asp

GAT
Asp
130

CTG
Leu

GCC
Ala

CAG
Gln
35

CAG
Gln

GAG
Glu

TCG
Ser

TGC
Cys

CTG
Leu
115

ATA
Ile

GCG
Ala

GAA
Glu

20

TGC
Cys

TGC
Cys

GCC
Ala

CTC
Leu

CTG
Leu
100

CTG
Leu

TTC
Phe

NCC
Xaa

GTG
val

CTG
Leu

GTG
Val

AAG
Lys

TAC
Tyr
85

CGC
Arg

GAG
Glu

CGG
Arg

CTG TAC TTC

Leu

AGC
Ser

Lys

GCG
Ala

GAT
Asp
70

AAC

Asn

ATT
Ile

GAT
Asp

GTG
Val

Ty

GGC
Gly

GAG
Glu

GGC
Gly

GAG
Glu

TGC
Cys

TAC
Tyr

TCC
Ser

GTC
val
135

Phe

GGa
Gly

CAG
Gln
40

AAG
Lys

TGC
Cys

CGC
Arg

TGG
Trp

CCA
Pro
120

cca
Pro

CGCTTCCAAT AACCACTAAC
TCGTCCTGGC CCAAC;CGGC
CTTTTTTTTC TTTTCCTAGC
ACACCATTGC CCTGAAAGAA
GACGCGGTCG GTTGAGTCCA
CCGCCCTCGC CATCCCGGAG
TTCCTCTTTC ACTGGATGGA
ATCGCTGCAC GCTGAGCTCC

GGCGGGGACC AGCCCCGCGC

GCG
Ala

GAC
Asp
25

AGC
Ser

GAG
Glu

CGC
Arg

TGC
Cys

AGC
Ser
105
TAT
Tyxr

TTC
Phe

CTG
Leu
10

CGC
Arg

TGC
Cys

ACC
Thr

AGC
Ser

AAG
Lys
90

ATG
Met

GAA
Glu

ATA
Ile

olele]
Pro

CTG

‘Leu

AGC
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala
75

CGG
Arg

TAC
Tyr

CCA
Pro

TCA
Ser

CTC
Leu

GAT
Asp

ACC
Thr

TTC
Phe
60

ATG
Met

GGT
Gly

CAG
Gln

GTT
Val

GAT
Asp
140

TTG
Leu

TGC
Cys

AAG
Lys
45

AGC
Ser

GAG
Glu

ATG
Met

AGC
Ser

AAC
Asn
125

GTT
Val

GAC
Asp

‘GTG

Val
30

TAC
Tyr

CTG
Leu

GCC
Ala

AAG
Lys

CTG
Leu
110

AGC

Ser

TTT
Phe

TTG
Leu
135

Lys

cGC
Arg

GCa
Ala

CTG
Leu

AAG
Lys
9s

CAG
Gln

AGA
Arg

CAG
Gln

CGGCACC

CTC
Leu

GCC
Ala

ACG
Thr

TCC
Ser

AAG
Lys

GAG
Glu

GGA
Gly

TTG
Leu

caa
Gln

ATCCCTAACG

CCTTCGAGCT

GCAGATAAAG

TAAATAAGTA

GGTTGGGTCG

CTGAGTCGCC

GCTGAACTTT

CTCGGCAAGA

60
120
180
240
300
360
420
480

537

585

633

681

729

777

825

873

921

969




GTG
val
145

TGC
Cys

CcCG
Pro

CaAC
His

TAC
Tyr

AGG CGA
Arg Arg

225

CCC AAC
Pro Asn

AGA TCT
Ser

Arg

TCT GTC

GAG
Glu

AAC
Asn

TGC
Cys

AAG
Lys

GGA
Gly
210

Ser Val

TAC TCG
Ser

TYX

CAG
Gln

TGT
Cys

CGC
Arg

AGC
Ser

CaC
His

CcTC

Leu

ACC
Thr

GCC
Ala
195

ATG
Met

ACC
Thr

TTG
Leu

CTT
Leu

ATT
Ile

GAC
Asp

ACC
Thx
180

cTC

Leu

CTC
Leu

ATC
Ile

AAT
Asn

CccC
Pro

GAC
Asp
165

AGC

Serx

CGG
Arg

TTC
Phe

GTG
val

Lys
150

ATT
Ile

GTG
val

CAG
Gln

TGC
Cys

230

245

260

275

290

AGT AGC
Ser

Ser
305

GAC
AsSp

TGT
Cys

GTG
val

CTA
Leu

CTT
Leu

TGG
Trp

GGG
Gly

cTC
Leu

GAA
Glu

Lys

CAG
Gln
355

AGC
Ser

CTT
Leu

AGT
Ser

GAG
Glu

GCG
Ala

TGT
Cys

ATT
Ile

GTG
val

TGC
Cys

TTG
Leu

GAT
Asp

CTA
Leu

GGC
Gly

GCC
Ala

CCT
Pro

CAG
Gln

TTT
Phe

AAG
Lys

ACA
Thr

GGG
Gly

TGC
Cys

TCC
Ser

TTC
Phe

TCC
Ser
215

GTG
val

GAC
Asp

TTT
Phe

GAA
Glu

AAC
Asn

AAG
Lys

AAC
Asn

T
Phe
200

TGC
Cys

159

.S

AAC TGC CTG
Asn Cys Leu

155

AAG TAC AGG
Lys Tyr Arg
170

GAT GTC TGC
Asp Val Cys

185

GAC AAG GTC
Asp Lys Val

CGG GAC ATC
Arg Asp Ile

TGC TCC
Cys Ser

TCC TGC
Ser Cys

250

ACC AAC
Thr Asn

265

280

295

310

325

AAT
Asn
340

CCA
Pro

GCA
Ala

GcC
Ala

TTG
Leu

ATT
Ile

TTC
Phe

cca
Pro

Lys

GTC
val

TGG
Trp

TTT
Phe

AAC TAC
Asn Tyr

ATG ACC
Met Thr

TGT GAC
Cys Asp

TTG AAT
Leu Asn

330

TAT GAA
Tyr Glu

235

AAG ACG
Lys Thr

TGC CAG
Cys Gln

GCT GAC
Ala Asp

CCC ARC
Pro Asn

e

GAT

Asp

TCG

Ser

AAC
Asn

ole]e]
Pro

GCC
Ala
220

GAG
Glu

AAT
Asn

cCa
Pro

TGC
Cys

L4

e

GCA
Ala

GCG
Ala

CGC
Arg

GCC
Ala
205

TGC
Cys

GCG AAG GCC
Ala Lys Ala

160

TAC ATC ACC

Tyr Il
17

e Thr
5

CGC AAG TGC
Arg Lys Cys

130

AAG CAC AGC
Lys His Ser

ACA GAG CGG
Thr Glu Arg

AGG GAG
Arg Glu

TAC ATC
Tyr Ile

255

GAG TCA
Glu Ser

270

285

300

TGC AGC
Cys Ser

315

TrC TTC
Phe Phe

TAC
Tyr

AAC
Asn

AAG
Lys

CTC CTC
Leu Leu

ATA GAC
Ile Asp

AGT GGG
Ser Gly

GAC AAT
Asp Asn

335

CAA
Gln

CCA
Pro

GCC
Ala

GTA
Val
360

T
Phe
345

CAG
Gln

GGC
Gly

ACC
Thr

AAT
Asn

ACC
Thr

GGC
Gly

ACT
Thr

TCC
Ser

GCC
Ala
365

GAT
Asp
350

ACT
Thr

GTG
val

ACC
Thr

AAG
Lys
240

TGC
Cys

AGG
Arg

GCC
Ala

TCC
Ser

AAC
Asn
320

ACA
Thr
ACC
Thr

ACC
Thr

1017

1065

1113

1161

1209

1257

1305

1353

1401

1449

1497

1545

1593

1641




ACT
Thr

Asn
385

CAG
Gln

Asn

ACA
Thr

GCC
Ala
370

GAA
Glu

AAG
Lys

GGT
Gly

Lys

cTC
Leu

ATT
Ile

‘CTG

Leu

AAT
Asn

TCA
Ser
435

CGG
Arg

ccc
Pro

Lys

TAT
Tyr
420

ATG
Met

GTT
Val

ACT
Thr

TCC
Ser
405

GAA
Glu

GCT
Ala

AAG
Lys

CAT
His
390

AAT
Asn

Lys

GCT
Ala

AAC
Asn
375

GTT
val

GTG
val

GAA
Glu

ccT
Pro

AAG
Lys

TTG
Leu

TCG
Ser

GGT
Gly

CCA
Pro
440

ccc
Pro

CCA
Pro

GGC
Gly

CTC
Leu
425

AGC
Ser

160

CcTG
Leu

CCG
Pro

AAT
Asn
410

GGT.

Gly

TGT
Cys

e

[ X2 X ]

GGG
Gly

TGT
Cys
395

ACA
Thr

GCT
Ala

GGT
Gly

X LN ]
o0

e L]

cca
Pro
380

GCA
Ala

CAC
His

TCC
Ser

CTG
Leu

o

GCA
-Ala

AAT

Asn

CTC
Leu

AGC
Ser

AGC
Ser
445

GGG TCT GAG

Gly

TTA
Leu

TGT
Cys

CAC
His
430

ceca
Pro

Ser

CAG
Gln

ATT
Ile
415

ATA
Ile

CTG
Leu

GTC CTG GTG GTA ACC GCT CTG TCC ACC CTA TTA TCT TTA ACA GAA

val Leu Val Val Thr Ala Leu Ser Thr Leu Leu Ser Leu Thr Glu
450

455

460

Glu

GCA
Ala
400

TCC

Ser

ACC
Thr

CTG
Leu

1689

1737

1785

1833

1881

1926

- 1927




Met

Leu

Ser

Leu

Gly

65

Gln

Lys

Asn

Ser

val
145

Cys

Pro

His

. .

161 s .l. *

(2) Informace pro SEQ ID NO: 10:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 463 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

_(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 10:
Phe Leu Ala Xaa Leu Tyr Phe Ala Leu Pro Leu Leu Asp Leu
5 10 15

Ser Ala Glu Val Ser Gly Gly Asp Arg Leu Asp Cys Val Lys
20 25 30

Asp Gln Cys Leu Lys Glu Gln Ser Cys Ser Thr Lys Tyr Arg
35 40 45

Arg Gln Cys Val Ala Gly Lys Glu Thr Asn Phe Ser Leu Alé
50 55 60 :

Leu Glu Ala Lys Asp Glu Cys Arg Ser Ala Met Glu Ala Leu
70 ‘ 75

Lys Ser Leu Tyr Asn Cys Arg Cys Lys Arg Gly Met Lys Lys
85" 90 85

Asn Cys Leu Arg Ile Tyr Trp Ser Met Tyr Gln Ser Leu Gln
100 105 . 3 110

Asp Leu Leu Glu Asp Ser Pro Tyr Glu Pro Val Asn Ser Arg
115 120 125

Asp Ile Phe Arg Val Vval Pro Phe Ile Ser Aép Val Phe Gln
130 135 140

Glu His Ile Pro Lys Gly Asn Asn Cys Leu Asp Ala Ala Lys
150 155

Asn Leu Asp Asp lle Cys Lys Lys Tyr Arg Ser Ala Tyr Ile
165 170 175

Cys Thr Thr Ser Val Ser Asn Asp Val Cys Asn Arg Arg Lys
180 185 190

Lys Ala Leu Arg Gln Phe Phe Asp Lys Val Pro Ala Lys His
195 200 205

Leu
Ala
Thr
Ser
Lys

80
Glu
Gly
Leu
Gln
Ala
160
Thr

Cys

Ser

O T




TYyr

Arg

Gly
210

Arg

225

Pro
Arg
Ser
Tyr
Ser
305
Asp
Cys
val
Thr
Asn
385
Gln
Asn

Thr

val

Asn

Ser

val

Ser

250

Ser

Leu

Leu

Trp

Ala

370

Glu

Lys

Gly

Lys

Leu
450

Met

Gln

Cys

Arg

Ser

275

Gly

Leu

Glu

Lys

Gln

355

Leu

Ile

Leu

Asn

Ser

435

val

Leu

Thr

Leu

Leu

260

Ser

Leu

Ser

Glu

Asn

340

Pro

Arg

Pro

Lys

Tyr

420

Met

val

Phe
Ile
Asn
245
Ala
Cys
Ile
Val
Cys
325
Ala
Ala
val
Thr
Ser
405
Glu

Ala

Thr

Cys

val

230

Leu

Asp

Leu

Gly

Ala

310

Leu

Ile

Phe

Lys

His

390

Asn

Lys

Ala

Ala

Ser

215

Pro

Gln

Phe

Lys

Thr

295

Pro

Lys

Gln

Pro

Asn

375

val

val

Glu

Pro

Leu

Cys

val

Asp

Phe

Glu

280

val

Trp

Phe

Ala

val

360

Lys

Leu

Ser

Gly

Pro

440

Ser

455

Arg

Cys

Ser

Thr

265

Asn

Met

Cys

Leu

Phe

345

Gln

Pro

Pro

Gly

Leu

425

Ser

Thr

[ XX 2 ]

162

Ser

Cys

250

Asn

Tyr

Thr

Asp

Asn

330

Gly

Thr

Leu

Pro

Asn

410

Gly

Cys

Leu

Ile

TYyr

235

Lys

Cys

Ala

Pro

Cys

315

Phe

Asn

Thr

Gly

Cys

395

Thr

Ala

Gly

Leu

(X ] L X J

Ala

220

Glu

Thr

-Gln

Asp

Asn

300

Ser

Phe

Gly

Thr

Pro

380

Ala

His

Ser

Leu

Ser
460

Cys

Glu

Asn

Pro

Cys

285

Tyr

Asn

Lys

Ser

Ala

365

Ala

Asn

Jieu

ser

Ser
445

Leu

Thr Glu
Arg Glu

Tyr Ile
255

Glu Ser
270

Leu Leu
Ile Asp
Ser Gly

Asp Asn
335

Asp Val
350

Thr Thr
Gly Ser
Leu Gln
Cyé‘Iie

415

His Ile
430

Pro Leu

Thr Glu

Arg

Lys
240

Ala

Ser

Asn

320

Thr

Thr

Thr

Glu

Ala

400

Ser

Thr

Leu




e L X

163

(2) Informace pro SEQ ID NO: 11:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 1929 part bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS

(B) Umisté&ni:

(ix) Vlastnosti:

AATCTGGCCT

CGAGCATCCG

CTCTCGAAGA

AGTGAGCCCG

TAAATAAACA

CGGACCTGAA

CCGGCGGCGG

TTGGGCGGCC

GACCCAGCGG

540.

..1928

(A) Jméno/kli&: misc_vlastnost

(B) Umisténi:

CGGAACACGC
AGCCGAGGGC
TTACCGCATC
GAAAGGGAAG
AACTGGCTCC
CCCCTAAMAG
TGGCTGCTGC
AGAGCAGCAC

CGGCTCGGGA

CATTCTCCGC
TCTGCTCGGA
TATTTTTTTIT
GAGGGGGCGG
TCGCCGCAGC
CGGAACCGCC

CAGACCCGGA

AGCTGTCCGG

TTTTTTTGGG

1..539
(D) Jiné informace:

(poznédmka= "1 a% 539 je -237 a¥
301 21bcon podle obrazku 5"

GCCGCTTCCA ATAACCACTA ACATCCCTAA 60
AATCGTCCTG GCCCAACTCG GCCCTTCGAG 120
TTCTTTTTTT TCTTTTCCTA GCGCAGATAA 180
GGACACCATT GCCCTGAAAG AATAAATAAG 240
TGGACGCGGT CGGTTGAGTC CAGGTTGGGT 300
TCCCGCCCTC GCCATCCCGG AGCTGAGTCG 360
GTTTCCTCTT'TCACTGGATG GAGCTGAACT 420
GGATCGCTGC ACGCTGAGCT CCCTCGGCAA 480
GGGGCGGGGA CCAGCCCCGC GCCGGCACC 5395




ATG
Met

CTG
Leu

AGT
Ser

CTA
Leu

GGC
Gly
65

CAG
Gln

TCA
Ser

GTG
Val
145
TGC
Cys

CCG
Pro

CAC
His

TAC
Tyr

TTC
Phe

TCG
Ser

GAT
Asp

AGG
Arg
50

CTG
Leu

AAG
Lys

AAC
Asn

GAT
Asp

GAT
Asp
130

GAG
Glu

AAC
Asn

TGC
Cys

AAG
Lys

GGA
Gly
210

(xi) Popis sekvence:

CTG
Leu

GCC
Ala

CAG
Gln
35

CAG
Gln

GAG
Glu

TCG
Ser

TGC
Cys

CTG
Leu
115

ATA
Ile

CAC
His

CTC
Leu

ACC
Thr

GCC
Ala
195

ATG
Met

GCG
Ala

GAA
Glu
20

TGC
Cys

TGC
Cys

GCC
Ala

CcTC
Leu

CTG
Leu
100

CTG
Leu

TTC
Phe

ATT
Ile

GAC
Asp

ACC
Thr
180

CTC

Leu

CTC
Leu

ACC
Thr
5

GTG
val

CTG
Leu

GTG
val

AAG
Lys

TAC
Tyr
85

CGC
Arg

GAG
Glu

CGG
Arg

cce
Pro

GAC
Asp
165

AGC

Ser

CGG
Arg

TTC
Phe

CTG TAC TTC

Leu

AGC
Ser

AXG
Lys

GCG
Ala

GAT
Asp
70

AAC
Asn

ATT
Ile
GAT

Asp

GTG
val

Lys
150

ATT
Ile

GTG
val

CAG
Gln

TGC
Cys

Tyr

GGC
Gly

GAG
Glu

GGC
Gly
55

GAG
Glu

TGC
Cys

TAC
Tyr

TCC
Ser

GTC
val
135

GGG
Gly

TGC
Cys

TCC
Ser

TTC
Phe

TCC
Ser
215

Phe

GGA
Gly

CaAG
Gln
40

AAG
Lys

TGC
Cys

CGC
Arg

TGG
Trp

cCa
Pro
120

CCa
Pro

AAC
Asn

AAG
Lys

AAC
Asn

TTT
Phe
200

TGC
Cys

SEQ ID NO:

GCG
Ala

GAC
Asp
25

AGC
Ser

GAG
Glu

CGC
Arg

TGC
Cys

AGC
Ser
105

TAT
Tyr

TTC
Phe

AAC
Asn

AAG
Lys

GAT
Asp
185

GAC
Asp

CGG
Arg

CTG
Leu
10

CGC
Arg

TGC
Cys

ACC
Thr

AGC
Ser

AAG
Lys

90
ATG
Met

GAA
Glu

ATA
Ile

TGC
Cys

TAC
Tyr
170

GTC
val

AAG
Lys

GAC
Asp

11:

CCG CTC TTG
Pro Leu Leu

CTG
Leu

AGC
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala
75

CGG
Arg

TAC
TYT

cCa
Pro

TCA
Ser

CTG
Leu
155

AGG
Arg

TGC
Cys

GTC
val

ATC
Ile

GAT

Asp C¥9

ACC
Thr

TC
Phe
60

ATG
Met

GGT
Gly

CAG
Gln

GTT
val

GAT
Asp
140

GAT
Asp

TCG
Ser

AAC
Asn

CCG
Pro

GCC
Ala
220

TGC

AAG
Lys

45

AGC
Ser

GAG
Glu

ATG
Met

AGC
Ser

AAC
Asn
125

GTT
val

GCA
Ala

GCG
Ala

CGC
Arg

GCC
Ala
205

TGC
Cys

GAC
Asp

GTG
Val
30

TAC
Tyr

CTG
Leu

GCC
Ala

TTG
Leu
15

Lys

CGC
Arg

GCA
Ala

CTG
Leu

CcTC
Leu

Gee
Ala

ACG
Thr

TCC
Ser

AAG
Lys
80

AAG AAG GAG

Lys

CTG
Leu
110

AGC
Ser

TTT
Phe

GCG
Ala

TAC
Tyr

CGC
Arg
150

AAG
Lys

ACA
Thr

Lys
95

CAG
Gln

AGA
Arg

CAG
Gln

AAG
Lys

ATC
Ile
175

AAG
Lys

CAC
His

GAG
Glu

GGA
Gly

TTG
Leu

CAA
Gln

GCC
Ala
160

ACC
Thr

TGC
Cys

AGC
Ser

CGG
Arg

587

635

683

731

779

827

875

923

1018

1067

1115

1163

1211




AGT
Ser
305

GAC
Asp

TGT
Cys

GTG
val

ACT
Thr

Asn
385

CAG
Gln

Asn

ACA
Thr

GTC
val

AGG
Arg
225

CcceC
Pro

AGA
Arg

TCT

Ser

TAC
Tyr

AGC
Ser

CTA
Leu

CTT
Leu

TGG
Trp

GCC
Ala
370

GAA
Glu

AAG
Lys

GGT
Gly

Lys

CTG
Leu
450

CGA
Arg

AAC
Asn

TCT
Ser

GTC
val

TCG
Ser
290

CTC
Leu

GAA
Glu

Lys

CAG
Gln
355

CTC
Leu

ATT
Ile

CTG
Leu

AAT
Asn

TCA
Ser
435

GTG
val

CAG
Gln

TGT
Cys

CGC
Arg

AGC
Ser
275

GGG
Gly

AGT
Ser

GAG
Glu

AAT
Asn
340

CcCa

Pro

CGG
Arg

cCcC
Pro

Lys

TAT
Tyr
420

ATG
Met

GTA
vVal

ACC
Thr

TTG
Leu

cTT
Leu
260

AGC
Ser

CTT
Leu

GTG
vVal

TGC
Cys
325

GCA
Ala

GCC
Ala

GTT
vVal

ACT
Thr

TCC-
Ser
405

GAA
Glu

GCT
Ala

ACC
Thr

ATC
Ile

AAT
Asn
245

GCG
Ala

TGT
Cys

ATT
Ile

GCC
Ala
310

TTG

Leu

ATT
Ile

TTC
Phe

AAG
Lys

CAT
His
390

AAT
Asn

Lys

GCT
Ala

GCT
Ala

GTG
val
230

TTG
Leu

GAT
Asp

CTA
Leu

GGC
Gly

CcCAa
Pro

Lys

CAA
Gln

CCA
Pro

AAC
Asn
375

GTT
vVal

GTG
val

GAA
Glu

CCT
Pro

CTG
Leu
455

CCT
Pro

CAG
Gln

TTT
Phe

AAG
Lys

ACA
Thr
295

GTG
val

GAC
Asp

TTT
Phe

GAA
Glu
280

GTC
val

TGC
Cys

TCC
Ser

ACC
Thr
265

Asn

ATG
Met

TGG TGT GAC

Trp

TTT
Phe

GCC
Ala

GTA
val
360

AAG
Lys

TTG
Leu

TCG
Ser

GGT
Gly

CcCa
Pro
440

TCC
Ser

Cys

TTG
Leu

TTT
Phe
345

CAG
Gln

ccce
Pro

cca
Pro

GGC
Gly

CTC
Leu
425

AGC

Ser

ACC
Thr

Asp

AAT
Asn
330

GGC
Gly

ACC
Thr

CTG
Leu

CCG
Pro

Asn
410

GGT
Gly

TGT
Cys

CTA
Leu

TCC
Ser

TGC
Cys
250

AAC
Asn

TAC
Tyr

ACC
Thr

TGC
Cys
3158

TTC
Phe

AAT
Asn

ACC
Thr

GGG
Gly

TGT
Cys
395

ACA
Thr

GCT
Ala

GGT
Gly

TTA
Leu

TAT
235
AAG

Lys

TGC
Cys

GCT
Ala

ccce
Pro

AGC
Ser

TTC
Phe

GGC
Gly

ACT
Thr

cCa
Pro
380

GCaA
Ala

CAC
His

TCC

‘Ser

CTG
Leu

TCT

Ser-

460

ACG
Thr

caG
Gln

GAC
Asp

AAC
Asn
300

AAC
Asn

AAG
Lys

TCC
Ser

GCC
Ala
365

GCA
Ala

AAT
Asn

CTC
Leu

AGC
Ser

AGC
Ser
445

TTA
Leu

GAG AGG GAG

Glu

Asn

cCa
Pro

TGC
Cys
285

TAC
Tyr

AGT
Ser

GAC
Asp

GAT
Asp
350

ACT
Thr

GGG
Gly

TTA
Leu

TGT
Cys

CaC
His
430
CCA

Pro

ACA
Thr

Arg

TAC

GAG
Glu
270

cTC
Leu

ATA
Ile

GGG
Gly

AAT
Asn
335

GTG
vVal

ACC
Thr

TCT
Ser

CAG
Gln

ATT
Ile
415

ATA
Ile

CTG
Leu

GAA
Glu

Glu

ATC
Ile
255

TCA
Ser

CcTC
Leu

GAC
Asp

AAC
Asn
320

AC2
Thr

ACC
Thr

ACC
Thr

GAG
Glu

GCa
Ala
400

TCC

Ser

ACC
Thr

CTG
Leu

AGG
Arg

GCC
Ala

TCC
Ser

1489

1547

1595

1643

1691

1739

1787

1835

1883

1928

19238

1259

1307

1355

1403

1451




(2) Informace pro SEQ ID NO: 12:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 463 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina




Leu
Ser
Leu
Gly

65
Gln
Lys
Asn
Ser
val
145
Cys
Pro
His

Tyr

167

(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi)

Ser Ala
Asp Gln
35

Arg Gln
50

Leu Glu
Lys Ser
Asn Cys

Asp Leu
115

Asp Ile
130

Glu His
Asn Leu
Cys Thr
Lys Ala

195

Gly Met
210

Popis sekvence: SEQ ID

Glu val Ser Gly Gly Asp Arg

20

Cys Leu Lys Glu

Cys

Ala

Leu

Leu

100

Leu

Phe

Ile

Asp

Thr

180

Leu

Leu

Val
Lys
Tyr

85
Arg
Glu
Arg
Pro
Asp
165
Ser

Arg

Phe

Ala

Asp

70

Asn

Ile

Asp

val

Lys

150

Ile

val

Gln

Cys

Gly

55
Glu
Cys
Tyr
Ser
val
135
Gly
Cys
Ser

Phe

Ser
215

Gln

40
Lys
Cys
Arg
Trp
Pro
120
Pro
Asn
Lys
Asn
Phe

200

Cys

25

Ser

Glu

Arg

Cys

Ser

105

Tyr

Phe

Asn

Lys

Asp

185

Asp

Arg

Cys

Thr

Ser

Lys

90

Met

Glu

Ile

Cys

TYr

170

val

Lys

Asp

LA XN ]

NO:

Leu

Ser

Asn

Ala

75

Arg

Tyr

Pro

Ser

Leu

155

Arg

Cys

val

Ile

[ XX X ]
oo ©
e o

12:

Asp

Thr

Phe

60

Met

Gly

Gln

Val

Asp

140

Asp

Ser

Asn

Pro

Ala

Cys

Val
30

Lys

Lys Tyr Arg

45

Ser

Glu

Met

Ser

Asn

125

val

Ala

Ala

Arg

Ala

205

Cys

220 "¢

Leu

Ala

Lys

Lelu

110

Ser

Phe

Ala

YT

Arg

190

Lys

Thr

Ala
Leu
Lys

95
Gln
Arg
Gln
Lys
Ile
175
Lys

His

Glu

Ala

Ser

Lys

80

Glu

Gly

Leu

Gln

Ala

160

Thr

Cys

Ser

Arg




Arg Arg Gln

225

Pro Asn Cys

Arg Ser Arg

Ser Val Ser
275

Tyr Ser Gly
290

Ser

305

Asp

Cys

val

Thr

Asn

385

Gln

Asn

Thr

val

Ser

Leu

Leu

Trp

Ala

370

Glu

Lys

Gly

Lys

Leu
450

Leu

Glu

Lys

Gln

355

Leu

Ile

Leu

Asn

Ser

435

val

Thr Ile vVal Pro Val
230

Leu Asn Leu Gln Asp
245

Leu Ala Asp Phe Phe
260

Ser Cys Leu Lys Glu
280

Leu Ile Gly Thr Val
295

Ser

Glu

Asn

340

Pro

Arg

Pro

Lys

Tyr

420

Met

val

vVal

Cys

325

Ala

Ala

Val

Thr

Ser

405

Glu

Ala

Thr

Ala

310

Leu

Ile

Phe

Lys

His

390

Asn

Lys

Ala

Ala

Pro

Lys

Gln

Pro

Asn

375

val

val

Glu

Pro

Leu
455

Trp
Phe
Ala
val
360
Lys
Leu
Ser
Gly
Pro

440

Ser

Cys Ser
Ser Cys
250

Thr Asn
265

Asn Tyr

Met Thr

Cys

Leu ,

Phe
345
Gln
Pro
Pro
Gly
Leu
425

Ser

Thr

168

Asp

Asn

330

Gly

Thr

Leu

Pro

Asn

410

Gly

Cys

Leu

*®
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Tyr Glu Gld Arg Glu Lys

235

240

Lys Thr Asn Tyr Ile Cys

255

Cys Gln Pro Glu Ser Arg

270

Ala Asp Cys Leu Leu Ala

285

Pro Asn Tyr Ile Asp Ser

Cys

315

Phe

Asn

Thr

Gly

300

Ser

Phe

Gly

Thr

Pro
380

Cys Ala

3958

Thr

Ala

Gly

Léu

His

Ser

Leu

Ser
460

Asn

Lys

Ser

Ala

365

Ala

Asn

Leu

Ser

Ser

445

Leu

Ser

Asp

Asp

350

Thr

Gly

Leu

Cys

His

430

Pro

Thr

Gly
Asn
335
val
Thr
Ser
Gln
Ile
415
Tle

Leu

Glu

Asn

320

Thr

Thr

Thr

Glu

Ala

400

Ser

Thr

Leu

o

L 24




(2) Informace pro SEQ ID NO: 13:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 699 part bazi
(B) Typ: nukleovid kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti: _
(A) Jméno/k1li&: misc_vlastnost
(B) Umisté&ni: 1..699
(D) Jiné informace: (poznamka= "1 a¥ 699 je

814 a¥

1512 Hsgr-29a podle obréazku 5"

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 2...697

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

G TCG GCG TAC aTc ACC cce
Ser Ala Tyr Ile Thr Pro
1 5

TGC ACC ACC AGC GTG TCC AAT GAT GTC
Cys Thr Thr Ser Val Ser Asn Asp Vval

10 A 15

46
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TGC AAC CGC CGC AAG TGC CAC AAG GCC CTC CGG CAG TTC TTT GAC AAG 94
Cys Asn Arg Arg Lys Cys His Lys Ala Leu Arg Gln Phe Phe Asp Lys
20 25 30
GTC CCG GCC AAG CAC AGC TAC GGA ATG CTC TTC TGC TCC TGC CGG GAC 142
val Pro Ala Lys His Ser Tyr Gly Met Leu Phe Cys Ser Cys Arg Asp
.35 _ 40 45
ATC GCC TGC ACA GAG CGG AGG CGA CAG ACC ATC GTG CCT GTG TGC TCC 190
Ile Ala Cys Thr Glu Arg Arg Arg Gln Thr Ile val Pro Val Cys Ser
50 55 60
TAT GAA GAG AGG GAG AAG CCC AAC TGT TTG AAT TTG CAG GAC TCC. TGC 238
Tyr Glu Glu Arg Glu Lys Pro Asn Cys Leu Asn Leu Gln Asp Ser Cys
65 70 75
AAG ACG AAT TAC ATC TGC AGA TCT CGC CTT GCG GAT TTT TTT ACC AAC 286
Lys Thr Asn Tyr Ile Cys Arg Ser Arg Leu Ala Asp Phe Phe Thr Asn
80 85 90 95
TGC CAG CCA GAG TCA AGG TCT GTC AGC AGC TGT CTA AAG GAA AAC TAC 334
Cys Gln Pro Glu Ser Arg Ser Val Ser Ser Cys Leu Lys Glu Asn Tyr
100 105 110
GCT GAC TGC CTC CTC GCC TAC TCG GGG CTT ATT GGC ACA GTC ATG ACC 382
Ala Asp Cys Leu Leu Ala Tyr Ser Gly Leu Ile Gly Thr Vval Met Thr
' 115 120 125
CCC AAC TAC ATA GAC TCC AGT AGC CTC AGT GTG GCC CCA TGG TGT GAC 430
Pro Asn Tyr Ile Asp Ser Ser Ser Leu Ser Val Ala Pro Trp Cys Asp
130 135 140
TGC AGC AAC AGT GGG AAC GAC CTA GAA GAG TGC TTG AAA TTT TTG AAT 478
Cys Ser Asn Ser Gly Asn Asp Leu Glu Glu Cys Leu Lys Phe Leu Asn
145 150 155
TTC TTC AAG GAC AAT ACA TGT CTT AAA AAT GCA ATT CAA GCC TTT GGC 526
Phe Phe Lys Asp Asn Thr Cys Leu Lys Asn Ala Ile Gln Ala Phe Gly
160 165 170 . 175
AAT GGC TCC GAT GTG ACC GTG TGG CAG CCA GCC TTC CCA GTA CAG ACC 574
Asn Gly Ser Asp Val Thr val Trp Gln Pro Ala Phe Pro val Gln Thr
180 185 190
ACC ACT GCC GCT ACC ACC ACT GCC CTC CGG GTT AAG AAC AAG CCC CTG 622
Thr Thr Ala Ala Thr Thr Thr Ala Leu Arg Val Lys Asn Lys Pro Leu
195 200 205
GGG CCA GCA GGG TCT GAG AAT GAA ATT CCC ACT CAT GTT TTG CCA CCG 670
Gly Pro Ala Gly Ser Glu Asn Glu Ile Pro Thr His Val Leu Pro Pro
210 . 215 220
TGT GCA AAT TTA CAG GCA CAG AAG CTG AA v 699

Cys Ala Asn Leu Gln Ala Gln Lys Leu
225 230
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 14:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 232 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

*e ¢

Ser

Asn

Pro

Ala

Glu

65

Thr

Gln

Asp

Asn

Ser

145

Phe

(x1i) Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

ala

Arg

Ala

Cys

S0

Glu

Asn

Pro

Cys

Tyxr

130

Asn

Lys

Tyr

Arg

Lys

35

Thr

Arg

Tyr

Glu

Leu

115

Ile

Ser

Asp

Ile

Lys

20

His

Glu

Glu

Ile

Ser

100

Leu

Asp

Gly

Asn

Thr

Cys

Ser

Arg

Lys

Cys

85

Axg

Ala

Ser

Asn

Thr
165

Pro

His

TYr

Arg

Pro

70

Arg

Ser

Tyr

Ser

AsSp

150

Cys

Cys

Lys

Gly

Arg

55

Asn

Ser

val

Ser

Ser

135

Leu

Leu

Thr
Ala
Met

40
Gln
cys
Arg
Ser
Gly
120
Leu

Glu

Lys

Thr

Leu

25

Leu

Thr

Leu

Leu

Ser

105

Leu

Ser

Glu

Asn

Ser

10

Arg

Phe

Ile

Asn

Ala

90

Cys

Ile

val

Cys

Ala
170

val

Gln

Cys

val

Leu

75

Asp

Leu

Gly

Ala

Leu

155

Ile

Ser
Phe
Ser
Pro

60
Gln
Phe
Lys

Thr

Pro

140.

Lys

Gln

Asn
Phe
Cys

45
val
Asp
Phe

Glu

val
125

Trp
Phe

Ala

Asp

Asp

30

Arg

Cys

Ser

Thr

Asn

110

Met

Cys

Leu

Phe

val

15

Lys

Asp

Ser

Cys

Asn

95

Tyr

Thr

Asp

Asn

Gly
175

Cys
val
Ile
TYyr
Lys

80
Cys
Ala
Pro
Cys
Phe

160

Asn
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Gly Ser Asp Val Thr Val Trp Gln Pro Ala Phe Pro Val ?;g Thr Thr
180 185

Thr Ala Ala Thr Thr Thr Ala Leu Arg val Lys Asn gg: Pro Leu Gly
195 200

Pro Ala ‘Gly Ser Glu Asn Glu Tle Pro Thr His val Leu Pro Pro Ccys
210 215 220

Ala Asn Leu Gln Ala Gln Lys Leu
225 : 230

(2) Informace pro SEQ ID NO: 15:°

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 2157 parl bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 2...886

(ix) Vlastnosti:

(A) Jméno/klid: misc_vlastnost
(B) Umisténi: 1..2157

(D) Jiné informace: (poznédmka= "1 a% 2157 je 814 a¥
2971 29brc podle obrazku 5"
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 15:
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G TCG GCG TAC ATC ACC CCG TGC ACC ACC AGC GTG TCC AAT GAT GTC
Ser Ala Tyr Ile Thr Pro Cys Thr Thr Ser Val Ser Asn Asp Val

TGC
Cys

GTC
val

ATC
Ile

TAT
Tyr

Lys
80

TGC
Cys

GCT
Ala

1

AAC
Asn

cCcG
Pro

GCC
Ala

GAA
Glu
65

ACG
Thr

CAG
Gln

GAC
Asp

CGC
Arg

GCC
Ala

TGC
Cys
50

GAG
Glu

Asn

CCa
Pro

TGC
Cys

CGC
Arg

AAG
Lys
35

ACA
Thr

AGG
Arg

TAC
Tyr

GAG
Glu

cTC
Leu
115

AAG
Lys
20

‘CAC

His

GAG
Glu

GAG
Glu

ATC
Ile

TCA
Ser
100

cTC
Leu

5

TGC CAC AAG

Cys

AGC
Ser

CGG
Arg

AAG
Lys

TGC
Cys
85

AGG
Arg

GCC
Ala

His

TAC
Tyr

AGG
Arg

ccc
Pro
70

AGA

Arg

TCT
Ser

TAC
TYY

Lys

GGA
Gly

CGA
Arg
55

AAC

Asn

TCT
Ser

GTC
val

TCG
Ser

GCC
Ala

ATG
Met
40

CAG
Gln

TGT
Cys

cGC
Arg

AGC
Ser

GGG
Gly
120

CTC
Leu

10

CGG
Arg

25

cTC
Leu

ACC
Thr

TTG
Leu

CTT
Leu

AGC
Ser
105

CTT
Leu

TTC
Phe

ATC
Ile

AAT
Asn

GCG
Ala
90

TGT
Cys

ATT
Ile

CAG
Gln

TGC
Cys

GTG
val.

TTG
Leu
75

GAT

Asp

CTA
Leu

GGC
Gly

TTC
Phe

TCC
Ser

CCT
Pro
60

caG
Gln

TTT
Phe

AAG
Lys

“ACA

Thr

TTT
Phe

TGC
Cys

45

GTG
val

GAC
Asp

TTT
Phe

GAA
Glu

GTC
val
125

GAC
Asp
30

CGG
Arg

TGC
Cys

TCC
Ser

ACC
Thr

AAC
Asn
110

ATG
Met

15

AAG
Lys

GAC
Asp

TCC
Ser

TGC

Cys

AAC
Asn
95

TAC
Tyr

ACC
Thr

*ow &

e
LK J

L34

46

94

142

238

286

334

382
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CCC AAC TAC ATA GAC TCC AGT AGC CTC AGT GTG GCC CCA TGG TGT GAC
Pro Asn Tyr Ile Asp Ser Ser Ser Leu Ser Val Ala Pro Trp Cys Asp
130 135 140

TGC AGC AAC AGT GGG AAC GAC CTA GAA GAG TGC TTG AAA TTT TTG AAT
Cys Ser Asn Ser Gly Asn Asp Leu Glu Glu Cys Leu Lys Phe Leu Asn
145 150 155

TTC TTC AAG GAC AAT ACA TGT CTT AAA AAT GCA ATT CAA GCC TTT GGC
Phe Phe Lys Asp Asn Thr Cys Leu Lys Asn Ala Ile Gln Ala Phe Gly
160 165 170 175

AAT GGC TCC GAT GTG ACC GTG TGG CAG CCA GCC TTC CCA GTA CAG ACC
Asn Gly Ser Asp Val Thr Val Trp Gln Pro Ala Phe Pro Val Gln Thr
180 185 190

ACC ACT GCC GCT ACC. ACC ACT GCC CTC CGG GTT AAG AAC AAG CCC CTG
Thr Thr Ala Ala Thr Thr Thr Ala Leu Arg Val Lys Asn Lys Pro Leu
195 200 205

GGG CCA GCA GGG TCT GAG AAT GAA ATT CCC ACT CAT GTT TTG CCA CCG

Gly Pro Ala Gly Ser Glu Asn Glu Ile Pro Thr His Val Leu Pro Pro
210 215 220 :

TGT GCA AAT TTA CAG GCA CAG AAG CTG AAA TCC AAT GTG TCG GGC AAT
Cys Ala Asn Leu Gln Ala Gln Lys Leu Lys Ser Asn Val Ser Gly Asn
225 230 235
ACA CAC CTC TGT ATT TCC AAT GGT AAT TAT GAA AAA GAA GGT CTC GGT
Thr His Leu Cys Ile Ser Asn Gly Asn Tyr Glu Lys Glu Gly Leu Gly
240 245 250 255
GCT TCC AGC CAC ATA ACC ACA AAA TCA ATG GCT GCT CCT CCA AGC TGT
Ala Ser Ser His Ile Thr Thr Lys Ser Met Ala Ala Pro Pro Ser Cys
260 265 270
GGT CTG AGC CCA CTG CTG GTC CTG GTG GTA ACC GCT CTG TCC ACC CTA
Gly Leu Ser Pro Leu Leu Val Leu Val Val Thr Ala Leu Ser Thr Leu
275 280 ' 285
TTA TCT TTA ACA GAA ACA TCA TAG CTGCATTAAA AAAATACAAT ATGGACATGT
Leu Ser Leu Thr Glu Thr Ser *
: 290 295
AAAAAGACAA AAACCAAGTT ATCTGTTTCC TGTTCTCTTG TATAGCTGAA ATTCCAGTTT
ACGAGCTCAG TTGAGAMACA GTTCCATTCA ACTGGAACAT TTTTTTTTIT CCTTTTAAGA
AAGCTTCTTG TGATCCTTCG GGGCTTCTGT GAAAAACCTG ATGCAGTGCT CCATCCAAAC
TCAGAAGGCT TTGGGATATG CTGTATTTTA AAGGGACAGT TTGTAACTTG GGCTGTAAAG
CAMACTGGGG CTGTGTTTTC GATGATGATG ATCATCATGA TCATCATNNN NNNNNNNNNN

NNNNNNNNNN NNNNNNNNNN NNNNNNGATT TTAACAGTTT TACTTCTGGC CTTTCCTAGC

430

478

526

574

622

670

718

766

814

862

916

976

1036

1096

1156 -

-1216

1276




TAGAGAAGGA

TAATGATATA

ACCAAGAGTG

CATTTTCCAC

AACACCTGTC

AGTGTGCCGA

GAGTGAGAAG

TTTACACATA

GCTTTCTATA

AATACACAGA

ACAGCTCATC

GTGACTGTGG

AAGTGCAAGC

TCTCTTGACA

GGCAGCTTTG .

GTTAATATTT
AATTTCAGCC
GGCTTTGTGG
GCTGATGTTT
ACATCCAAAT
TTCAATACCT
CCCTTTACCT
TGAGGTTATA
TTTTGAAAGT
GCTTGTTTCC
AAAAGCAGAC
ACAGGCAGGA
GTGCATACCT
CACTTGTCAT

ATTGGGACAT

CTAAGGTAAC

TACATTGATG

AAACAGCTGG

ATGTACTGTA

ATAGTATCTG

CAATCCCTGA

AACAAAAGTC

TGTAGAAAAA

AATGATATTG

CCTCATAAGT

TCTGAGAAGC

GGAAACAGAA

GTGGAGGGAA

GACACAATCC

GGAGGCATGG

.

175

TCCCATATCT

CCAAGCTTTT

TACTGATGTT

AACAGTTCTG

TCTTTTCGTC

ACGACACTCT

CAATATAGCT

AATTTTACTA

TCTCATTTTT

AGTGTTCGCT

CTCGTGCTGT

CAGACAAGCA

CTGGTGGCTG

AGTACCTTGG

GCAGGCCGGA

(2) Informace pro SEQ ID NO: 16:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 295 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

»
e [ ]

CCTTTAATGA
TTGCCACAAA
CACCTTTATA
CACTCTTGTA
AAAATAGAGA
CCTAATCCTA
GAAATGTCGC
CTAAATGATT
TTACTGATGG
CTGATATGAA
AGCAGAAAGT
TTGTCTTTTG
CTTGTAAATG
TTTTCAGGTT

A

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

CATTGATTTC

GAAGATTCTT

TATGTACTAG

CAAAAGAAAA

GTGGGGAATG
AGCCTTACCT
TCTAATACTC
TCAACTATTG
TTTAATACAA
CTTCACAAAT
TCTGCATCAT
TCATTGCTCG
TTCTGCAGCA

ATCTGACAAA

1336

1396

1636
1696
1756
1816
18786
1936
1996
2056
2116

2157




Ser

Asn

Pro

Ala

Glu

Ala Tyr Ile Th

20

35

50

65

Thr

Gln

Asp

Asn

Ser

145

Phe

Gly

Thr

Pro

Ala

225

His

Ser

Leu

Ser

Asn

Pro

Cys

TYyr

130

Asn

Lys

Ser

Ala

Ala

210

Asn

Leu

Ser

Ser

Leu
290

Tyx

Glu

Leu

115

Ile

Ser

Asp

Asp

Ala

195

Gly

Leu

Cys

His

Pro

Ile

Ser

100

Leu

Asp

Gly

Asn

val

180

Thr

Ser

Gln

Ile

Ile

260

Leu

275

Thr

Glu

Cys

85
Arg
Ala
Ser
Asn
Thr
165
Thr
Thr
Glu

Ala

Ser
245

Thr’

Leu

Thr

176
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r Pro Cys Thr Thr Ser Val Ser Asn Asp val Cys
10

5

Arg Arg Lys Cys His Lys Ala

25

40

55

70

Arg

Ser

Tyr

Ser

Asp

150

Cys

val

Thr

Asn

Ser

val

Ser

Ser

135

Leu

Leu

Trp

Ala

Glu

. 215

‘Gln

230

Asn

Thr

val

Ser

Lys

Gly

Lys

Leu

295

Arg
Ser
Gly
120
Leu
Glu
Lys
Gln
Leu
200
Ile
Leu
Asn

Ser

val
280

Leu

Ser

105

Leu

Ser

Glu

Asn

Pro

185

Arg

Pro

Lys

Tyr

Met

265

val

Ala

50

Cys

Ile

val

Cys

Ala

170

Ala

val

Thr

Ser

Glu

250

Ala

Thr

Ala Lys His Ser Tyr Gly Met Leu Phe Cys 8

Cys Thr Glu Arg Arg Arg Gln Thr Ile val P

45

60

75

Asp

Leu

Gly

Ala

Leu

155

Ile

Phe

Lys

His

Asn

235

Lys

Ala

Ala

Phe

Lys

Thr

Pro

140

Lys

Gln

Pro

Asn

val

220

val

Glu

Pro

Leu

Glu Arg Glu Lys Pro Asn Cys -Leu Asn Leu Gln Asp S

Phe

Glu

val
125

Trp

Phe

Ala

val

Lys

205

Leu

Ser

Gly

Pro

Ser
285

30

Thr
Asn
110
Met
Cys
Leu
Phe
Gln
190
Pro
Pro
Gly
Leu
Ser

270

Thr

15

Asn

95

Tyr

Thr

Asp

Asn

Gly

175

Thr

Leu

Pro

Asn

Gly

255

Cys

Leu

Leu Arg Gln Phe Phe Asp Lys val
er Cys Arg Asp Ile
ro Val Cys Ser Tyré

er Cys Lys

80

Cys

Ala

Pro

Cys

Phe

160

Asn

Thr

Gly

Cys

Thr

240

Ala

Gly

Leu
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 17:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 659 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 2...658

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid: misc_vlastnost
(B) Umisténi: 1..659

(D) Jiné informace: (pozndmka= "1 aZ 659 je 1033 aZz

1691 Hsgr-29ar podle obrazku 5"

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

G AA
As: ;I::S S?G }C:,AC TCC TGC aac ACG AAT TAC ATC TGC AGA TCT CGC
" n Asp Ser Cys Lys Thr Asn Tyr Ile Cys Arg Ser Arg i
5 10 15
CTT GC
e Al: g?T ggT T:T ACC AAC TGC CAG CCA GAG TCA AGG TCT GTC AGC 9
ho) e Phe Thr asn Cys Gln Pro Glu Ser Arg Ser val Ser o
20 25 30
AGC TGT
Ser cun EZﬁ iAG GAA AAC TAC GCT GAC TGC CTC CTC GCC TaC TCG GGG 142
Ys Glu Asn Tyr Ala ASp Cys Leu Leu Ala Tyr Ser Gly
35 40 45
CTT ATT GGC ACA GTC ATG ACC CCC AAC TAC ATA GAC TCC AGT AGCICTC 190

Leu Ile G;g Thr Val Met Thr Pro Asn Tyr Ile Asp Ser Ser Ser Leu
55
60




AGT
Ser

GAG
Glu
80

AAT

Asn

CCA
Pro

CGG
Arg

ccc
Pro

Lys
160

TAT GAA AAA
Tyr Glu Lys

ATG GCT GCT
Met Ala Ala

GTA ACC GCT
Val Thr Ala

GTG. GCC CCA TGG

Val Ala Pro Trp

65

TGC TTG AAA TTT
Cys Leu Lys Phe

GCA ATT CAA GCC
Ala Ile Gln Ala

100

GCC TTC CCA GTA
Ala Phe Pro val

115

GTT AAG AAC AAG
val Lys Asn Lys
130

ACT CAT GTT TTG
Thr His val Leu

145

TCC AAT GTG TCG
Ser Asn Val Ser

210

GAA GGT CTC GGT GCT
Glu Gly Leu Gly Ala

180

CCT CCA AGC TGT GGT
Pro Pro Ser Cys Gly

195

CTG TCC ACC CTA TTA
Leu Ser Thr Leu Leu

TGT
Cys

TG
Leu
85

TTT
Phe

CAG
Gln

ccc
Pro

CCA
Pro

GGC
Gly
165

GAC
Asp
70

AAT
Asn

GGC
Gly

ACC
Thr

CTG
Leu

CCG
Pro
150

AAT
Asn

TGC
Cys

TTC
Phe

AAT
Asn

ACC
Thr

GGG
Gly
135

TGT
Cys

ACA
Thr

AGC
Ser

TTC
Phe

GGC
Gly

ACT
Thr
120

CCA

Pro

GCA
Ala

CAC
His

AAC
Asn

AAG
Lys

TCC
Ser
105

Gee
Ala

GCA
Ala

AAT
Asn

CTC
Leu

185

200

215

AGT
Ser

GAC
Asp
90

GAT
Asp

ACT
Thr

GGG
Gly

TTA
Leu

TGT
Cys
170

GGG
Gly
75

AAT

Asn

GTG
val

ACC

Thr

TCT
‘Ser

CAG
Gln
155

ATT
Ile

TCT TTA ACA GAA A
Ser Leu Thr Glu

ACA
Thr

ACC
Thr

ACC
Thr

GAG
Glu
140

GCA
Ala

TCC
Ser

GAC
Asp

TGT
Cys

GTG
val

ACT
Thr
125

AAT

Asn

CAG
Gln

AAT
Asn

CTA
Leu

CTT
Leu

TGG

Trp
110

GCC
Ala

GAA
Glu

AAG
Lys

GGT
Gly

190

205

Glu

Lys
95

CAG
Gln

cTC
Leu

ATT
Ile

CTG
Leu

AAT
Asn
175

TCC AGC CAC ATA ACC ACA AAA TCA
Ser Ser His Ile Thr Thr Lys Ser

CTG AGC CCA CTG CTG GTC CTG GTG
Leu Ser Pro Leu Leu Val Leu Val

238

286

334

382

430

478

526

574

622

659
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 18:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 219 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: lineé&rni

(ii) Typ molekuly: protein

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

Asn Leu Gln Asp Ser Cys Lys Thr Asn Tyr Ile Cys Arg Ser
1 , 5 10

Ala Asp Phe Phe Thr Asn Cys Gln Pro Glu Ser Arg Ser Vval
20 25 30

Cys Leu Lys Glu Asn Tyr Ala Asp Cys Leu Leu Ala Tyr Ser
35 40 45

Ile Gly Thr val Met Thr Pro Asn Tyr Ile Asp Ser Ser Ser
50 55 60

val Ala Pro Trp Cys Asp Cys Ser Asn Ser Gly Asn Asp Leu
65 70 75 =

Cys Leu Lys Phe Leu Asn Phe Phe Lys Asp Asn Thr Cys Leu
85 90

Ala Ile Gln Ala Phe Gly Asn Gly Ser Asp Val Thr Val Trp
100 105 110

Ala Phe Pro val Gln Thr Thr Thr Ala Thr Thr Thr Thr Ala
115 120 125

val Lys Asn Lys Pro Leu Gly Pro Ala Gly Ser Glu Asn Glu
130 13% 140

Thr His Val Leu Pro Pro Cys Ala Asn Leu Gln Ala Gln Lys
145 150 155

Ser Asn Val Ser Gly Asn Thr His Leu Cys Ile Ser Asn Gly
165 170

Axg

Ser

Gly

Leu

Glu

Lys

95

Gln

Leu

Ile

Leu

Asn
175

Leu
§er
Leu
Ser
Glu

80
Asn
Pro
Arg

Pro

Lys
160




His Ile Thr Thr Lys Ser Met
s Glu Gly Leu Gly Ala Ser Ser
o M 180 185 190

Ala Ala Pro Pro Ser Cys Gly Leu Ser Pro Leu Leu Val Leu Val Val
195 200 . 205

Thr Ala Leu Ser Thr Leu Leu Ser Leu Thr Glu
210 215

(2) Informace pro SEQ ID NO: 19:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 630 parut bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid&: CDS
(B) Umisténi: 3...629

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: misc_vlastnost
(B) Umisténi: 1..630

(D) Jiné informace: (poznamka= "1 aZ 630 je 1062 aZ
1691 Hsgr-29br podle obré&zku 5"

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 19:

AC ATC TGC AGA TCT CGC CTT GCG GAT TTT TTT ACC AAC TGC CAG CCA 47
Ile Cys Arg Ser Arg Leu Ala Asp Phe Phe Thr Asn Cys Gln Pro
1 _ ) 10 15
GAG TCA AGG TCT GTC AGC AGC TGT CTA AAG GAA AAC.TAC GCT GAC TGC 95
Glu Ser Arg Ser Val Ser Ser Cys Leu Lys Glu Asn Tyr Ala Asp Cys
20 25 - 30
CTC CTC GCC TAC TCG GGG CTT ATT GGC ACA GTC ATG ACC CCC AAC TAC 143

Leu Leu Ala Tyr Ser Gly Leu Ile Gly Thr Vval Met Thr Pro Asn Tyr
35 40 45




ATA
Ile

AGT
Ser

GAC

Asp

80

GAT
Asp

ACT
Thr

GGG
Gly

TTA
Leu

TGT
Cys
160

CAC

His

CcCca
Pro

ACA
Thr

GAC
Asp

GGG
Gly
65

AAT
Asn

GTG
val

ACC
Thr

TCT
Ser

CAG
Gln
145

ATT
Ile

ATA
Ile

CTG
Leu

GAA
Glu

ACA~

Thr

ACC
Thr

ACC
Thr

GAG
Glu
130

GCA
Ala

TCC
Ser

ACC
Thr

CTG
Leu

AGT
Ser

GAC
Asp

TGT
Cys

GTG
val

ACT
Thr
115

AAT
Asn

CAG
Gln

AAT
Asn

ACA
Thr

GTC
val
195

AGC
Ser

CTA
Leu

CTT

Leu

TGG

Trp
100

GCC
Ala

GAA
Glu

AAG
Lys

GGT
Gly

Lys
180

CTG
Leu

cTC
Leu

GAA
Glu

Lys

85"

CAG
Gln

cTC
Leu

ATT
Ile

CTG
Leu

AAT
Asn
165
TCA

Ser

GTG
val

AGT
Ser

GAG
Glu
70

AAT
Asn

CCA
Pro

CGG
Arg

ccc
Pro

Lys
150

TAT
Tyxr

ATG
Met

GTA
val

GTG
val
55

TGC
Cys

GCA
Ala

GCC
Ala

GTT
val

ACT
Thr
135

TCC
Ser

GAA
Glu

GCT
Ala

ACC
Thr

GCC
Ala

TTG
Leu

ATT
Ile

TTC
Phe

AAG
Lys
120

CAT
His

AAT

Asn

Lys

GCT
Ala

GCT
Ala
200

181

CCA
Pro

Lys

CAA
Gln

cca
Pro
105

AAC
Asn

GTT
val

GTG
Val

GAA
Glu

CCT
Pro
185

CTG
Leu

TGG
Trp

TTT
Phe

GCC
Ala
90

GTA
val

AAG
Lys

TTG
Leu

TCG
Ser

GGT

Gly

170
CCA

Pro

TCC
Ser

TGT
Cys

TTG
Leu
75

T
Phe

CAG
Gln

ccc
Pro

CCA
Pro

GGC
Gly
155

CTC

Leu

AGC
Ser

ACC
Thr

GAC

AAT
Asn

GGC.

Gly

ACC
Thr

CTG
Leu

CCG

Pro
140

AAT
Asn

GGT
Gly

TGT
Cys

cTA
Leu

TTC
Phe

AAT
Asn

ACC
Thr

GGG
Gly
125

TGT
Cys

ACA
Thr

GCT
Ala

GGT
Gly

TTA
Leu
205

TTC AAG
Phe Lys

GGC TCC
Gly Ser
95

ACT GCC
Thr Ala
110

CCA GCA
Pro Ala

GCA AAT
Ala Asn

CAC CTC
His Leu

TCC AGC
Ser Ser
175

CTG AGC
Leu Ser
190

TCT TTA
Ser Leu

191

239

287

335

/383

479

527

575

623

630




(2) Informace pro SEQ ID NO: 20:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 209 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

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

Ile Cys Arg Ser Arg Leu Ala Asp Phe Phe Thr Asn Cys Gln Pro

Ser Arg

Leu Ala

Asp Ser
50

Gly Asn

65

Asn Thr

val Thr

Thr Thr

Ser Glu

130

Gln Ala

145

Ile Ser

Ile Thr

Leu Leu

Glu

Ser
Tyr
35

Ser

Asp

Cys

val

5 10 15

Val Ser Ser Cys Leu Lys Glu Asn Tyr Ala Asp Cys
20 25 30

Ser Gly Leu Ile Gly Thr Val Met Thr Pro Asn Tyr
40 45

Ser Leu Ser Val Ala Pro Trp Cys Asp Cys Ser Asn
S5 60

Leu Glu Glu Cys Leu Lys Phe Leu Asn Phe Phe Lys
70 75

Leu Lys Asn Ala Ile Gln Ala Phe Gly Asn Gly Ser
85 90 95

Trp Gln Pro Ala Phe Pro Vval Gln Thr Thr Thr Ala
100 105 110

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

115

Asn

Gln

Asn

Thr

val
195

120 125

Glu Ile Pro Thr His Val Leu Pro Pro Cys Ala Asn
135 140

Lys Leu Lys Ser Asn Val Ser Gly Asn Thr His Leu
150 155

Gly Asn Tyr Glu Lys Glu Gly Leu Gly Ala Ser Ser
165 170 175

Lys Ser Met Ala Ala Pro Pro Ser Cys Gly Leu Ser
180 185 : 190

Leu vVal val Thr Ala Leu Ser Thr Leu Leu Ser Leu
200 205

Glu

Leu

Ile

Ser

Asp

80

Asp

Thr

Gly

Leu

Cys

160

His

Pro

Thr
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 21:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 1075 p&art bazi
(B) Typ: nukleové kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umist&ni: 2...445

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: misc_vlastnost
(B) Umist&ni: 1..1075
(D) Jiné informace: (poznémka= "1 a3 1075 je 1255 a%
2330 Hsgr-2 podle obrazku 5"

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

T GGG AAC GAC CTA GAA GAG TGC TTG AAA TTT TTG AAT TTC TTC AAG 46
Gly Asn Asp Leu Glu Glu Cys Leu Lys Phe Leu Asn Phe Phe Lys
1 5 10 15
GAC AAT ACA TGT CTT AAA AAT GCA ATT CAA GCC TTT GGC AAT GGC TCC 94
Asp Asn Thr Cys Leu Lys Asn Ala Ile Gln Ala Phe Gly Asn Gly Ser
20 25 30
GAT GTG ACC GTG TGG CAG CCA GCC TTC CCA GTA CAG ACC ACC ACT GCC 142

Asp Val Thr Val Trp Gln Pro Ala Phe Pro Val Gln Thr Thr Thr Ala
35 40 45




ACT
Thr

GGG
Gly

TTA
Leu
80

TGT
Cys

CAC
His

CCA
Pro

acc
Thr

TCT
Ser
65

CAG
Gln

ATT
Ile

ATA
Ile

CTG
Leu

ACC
Thr
50

GAG
Glu

GCA
Ala

TCC
Ser

ACC
Thr

CTG
Leu

ACT
Thr

GCC
Ala

AAT
Asn

GAA
Glu

CAG
Gln

AAG
Lys

AAT
Asn

GGT
Gly
100
ACA

Thr
115

Lys

GTC
val

CTG
Leu

CcTC
Leu

ATT
Ile

CTG
Leu
85

AAT

Asn

TCA
Ser

GTG
val

CGG
Arg

ccc
Pro
70

Lys

TAT
Tyr

ATG
Met

GTA
val

GTT
vVal
55

ACT
Thr

TCC
Ser

GAA

Glu

GCT
Ala

ACC
Thr

AAG
Lys

AAC
Asn

CAT
His

GTT
Val

TTG
Leu

AAT
Asn

GTG
Val

TCG
Ser’
g0

GAA
Glu
105

GGT

Lys Gly

GCT
Ala
120

ccT
Pro

cCa
Pro

GCT
Ala

CTG
Leu

TCC
Ser

cce
Pro

CCA
Pro
75

GGC
Gly

CcTC
Leu

AGC
Ser

ACC
Thr

CTG
Leu
€0

CCG

Pro

AAT
Asn

GGT
Gly

TGT
Cys

CTA
Leu

GGG
Gly

TGT
Cys

ACA
Thr

GCT
Ala

GGT
Gly
125

TTA
Leu

CCA
Pro

GCA
Ala

CAC
His

TCC
Ser
110

CTG

Leu

TCT
Ser

GCA
Ala

AAT
Asn

CTC
Leu
95

AGC

Ser

AGC
Serx

TTA
Leu

130

ACA
Thr

ACA
Thr

GAA
Glu
145
AAACCAAGTT
TTGAGAAACA
TGATCCTTCG
TTGGGATATG
CTGTGTTTTC

NNNNNNNNNN

GTTAATATTT

AATTTCAGCC
GGCTTTGTGG

GCTGATGTTT

TCA
Ser

TAG

ATCTGTTTCC

GTTCCATTCA

GGGCTTCTGT

CTGTATTTTA

GATGATGATG

NNNNNNGATT

CTAAGGTAAC

TACATTGATG

AAACAGCTGG

ATGTACTGTA

135

TGTTCTCTTG

ACTGGAACAT

GAAAAACCTG

AAGGGACAGT

ATCATCATGA

TTAACAGTTT

TCCCATATCT

CCAAGCTTTT

TACTGATGTT

AACAGTTCTG

TATAGCTGAA

TTTTTTTTTT

ATGCAGTGCT

TTGTAACTTG

TCATGATNNN

TACTTCTGGC

CCTTTAATGA

TTGCCACAAA

CACCTTTATA

CACTCTTGTA

140

-
)

ATTCCAGTTT
CCTTTTAAGA
CCATCCAAAC
GGCTGTAAAG
NNNNNNNNNN
CTTTCCTAGC

CATTGATTTC

GAAGATTCTT
TATGTACTAG

CAAAAGAAAA

CTGCATTAAA AAAATACAAT ATGGA&ATGT AAAAAGACAA

AGGAGCTCAG
AAGCTTCTTG
TCAGAAGGCT
CAAACTGGGG
NNNNNNNNNN
TAGAGAAGGA

TAATGATATA

ACCAAGAGTG

CATTTTCCAC

190

238

286

334

382

430

485

545

605

665

725

785

845

905

w

1025

1075
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 22:

(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 148 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID

Gly Asn Asp Leu Glu Glu Cys Leu Lys Phe
1 5 10

Asn Thr Cys Leu Lys Asn Ala Ile Gln Ala
20 25

Val Thr Val Trp Gln Pro Ala Phe Pro val
35 40

Thr Thr Thr Ala Leu Arg Vval Lys Asn Lys
50 55 ‘

Ser Glu Asn Glu Ile Pro Thr His Val Leu
65 70

Gln Ala Gln Lys Leu Lys Ser Asn Val Ser
85 : 90

Ile Ser Asn Gly Asn Tyr Glu Lys Glu Gly
100 105

Ile Thr Thr Lys Ser Met Ala Ala Pro Pro
115 120

Leu Leu Val Leu Val Val Thr Ala Leu Ser
130 135

Glu Thr Ser *
145

NO:

Leu

Phe

Gln

Pro

Pro

75

Gly

Leu

Ser

Thr

e o
L ]
L] L]
dosoes

22

Asn

Gly

Thr

Leu

60

Pro

Asn

Gly

Cys

Leu
140

Phe Phe
Asn Gly
30

Thr Thr
45

Gly Pro

Cys Ala

Thr His

Ala Ser
110

Gly, Leu
125

Leu Ser

e LX)

Lys Asp
15

Ser Asp
Ala Thr
Ala Gly
Asn Leu

80
Leu Cys
95
Ser His

Ser Pro

Leu_Thr

(XXX ]
se o




(2) Informace pro SEQ ID NO: 23:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Dé&lka: 1059 pard bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisté&ni: 3...428

(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/klid: misc_vlastnost
(B) Umisténi: 1..1059
(D) Jiné informace: (poznémka= "1 a3 1059 je 1272
2330 Hsgr-9 podle obrazku 5"

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

AG TGC TTG AAA TTT TTG AAT TTC TTC AAG GAC AAT ACA TGT CTT AAA

47
Cys Leu Lys Phe Leu Asn Phe Phe Lys Asp Asn Thr Cys Leu Lys
1 5 10 15
AAT GCA ATT CAA GCC TTT GGC AAT GGC TCC GAT GTG ACC GTG TGG CAG 95
Asn Ala Ile Gln Ala Phe Gly Asn Gly Ser asp val Thr val Trp Gln
20 25 30
CCA GCC TTC CCA GTA CAG ACC ACC ACT GeCC AcT ACC ACC ACT GCe cTC 143

Pro Ala Phe Pro val Gln Thr Thr Thr Ala Thr Thr Thr Thr Ala Leu
35 40 45




TGAAAAACCT
AAAGGGACAG
GATGATCATG
TTTAACAGTT
CTCCCATATC
GCCAAGCTTT
GTACTGATGT

AAACAGTTCT

CGG
Arg

GTT
val Lys

50

cce
Pro

ACT
Thr
65

CAT
His

TCC

Lys Ser Asn

80

TAT
Tyr

GAA

Glu Lys

ATG
Met

GCT
Ala

GCT
Ala

GTA
val

ACC
Thr

GCT
Ala
130

GATGCAGTGC

TTTGTAACTT

ATGATGATCA

TTACTTCTGG

TCCTTTAATG

TTTGCCACAA

TCACCTTTAT

GCACTCTTGT

Asn Lys

‘GTT
val

e
Leu

GTG
Val

TCG
Ser

GAA
Glu

GGT
Gly
100

cCcT
Pro
115

cca
Pro

CTG
Leu

TCC
Ser

CCC
Pro

cca
Pro

GGC
Gly
85

CcTC

Leu

AGC
Ser

ACC
Thr

TCCATCCAAA

GGGCTGTAAA

TCATGATCAT

CCTTTCCTAG

ACATTGATTT

AGAAGATTCT

ATATGTACTA

ACAAAAGAAA

CTG
Leu

GGG
Gly
55

CcCaG
Pro
70

TGT
Cys

AAT
Asn

ACA
Thr

GGT
Gly

GCT
Ala

TGT
Cys

GGT
Gly

CTA
Leu

TTA
Leu
135

187

CTCAGAAGGC
GCAAACTGGG
GATGATGATC
CTAGAGAAGG
CTAATGATAT
TACCAAGAGT
GCATTTTCCA

A

cCca
Pro

GCA
Ala

GGG
Gly

GCA
Ala

AAT
Asn

TTA
Leu

CAC
His

CTC
Leu

TGT
Cys
90

TCC
Ser

AGC
Ser
105

CAC
His

CTG
Leu
120

AGC
Ser

CcCa
Pro

TCT
Ser

TTA
Leu

ACA
Thr

CTGCATTAAA AAAATACAAT ATGGACATGT AARAAGACAA

TCTTCTCTTG TATAGCTGAA ATTCCAGTTT AGGAGCTCAG

ACTGGAACAT TTTTTTTTTT TCCTTTTAAG AAAGCTTCTT

LA *®

L2 ]

se0
*eone
e @
e o
L

TTTGGGATAT
GCTGTGTTTT
ATCATGATCA
AGTTAATATT
AAATTTCAGC
GGGCTTTGTG

CGCTGATGTT

TCcT
Ser

GAG
Glu
60

CAG
Gln
75

GCA
Ala

ATT
Ile

TCC
Ser

ATA
Ile

ACG
Thr

CTG
Leu

CTG
Leu

AAT
Asn

CAG
Gln

AAT
Asn

ACA
Thr

GTC
val

[ X XY X ¥
eses
[ XX %]

o

GCTGTATTTT
CGATGATGAT
TGATGATGAT
TCTAAGGTAA
CTACATTGAT
GAAACAGCTG

TATGTACTGT

ATT

Glu Ile

AAG
Lys

CTG
Leu

GGT
Gly

AAT
Asn
95

TCA
Lys Ser

110

GTG
val

CTG
Leu

125

GAA
Glu

ACA
Thr
140

TCA
Ser

TAG

AAACCAAGTT ATCTGTTTCC

TTGAGAAACA GTTCCATTCA

GTGATCCTTT GGGGCTTCTG

LA

LA

L 2 4

663
728
788
848
908
968
1028

1059
191
239
287
335
383
428
488

548

608
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 24:

Cys Leu

Ala Ile

Ala Phe

Val Lys

50

Thr His

65

Ser Asn

Glu Lys

Ala Ala

Thr Ala
130

(ii)

(xi)

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 142 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

Lys Phe

Gln Ala
20

Pro Val
35

Asn Lys
val Leu
Val Ser
Glu Gly

100

Pro Pro
118

Leu Ser.

Popis

Leu
5

.Phe

Gln
Pro
Pro
Gly

85
Leu

Ser

Thr

Typ molekuly: protein

sekvence: SEQ ID

Asn Phe

Gly Asn

Thr Thr

Leu Gly

55

Pro Cys

70

Asn Thr

Gly Ala

Cys Gly

Leu Leu
135

Phe

Gly

Thr

40

Pro

Ala

His

Ser

Leu

120

Ser

Lys

Ser

25

Ala

Ala

Asn

Leu

Ser

105

Ser

Leu

Asp

10

Asp

Thr

Gly

Leu

Cys

90

His

Pro

Thr

(X2 X ]
oo o

NO: 24:

Asn

vVal

Thr

Ser

Gln

75

Ile

Ile

Leu

Glu

Thr
Thr
Thr
clu

60
Ala
Ser
Thr
Leu

Thr
140

Cys

Val

Thr

45

Asn

Gln

Asn

Thr

val

125

Ser

Leu

Trp

30

Ala

Glu

Lys

Gly

Lys

110

Leu

Lys

15

Gln

Leu

Ile

Leu

Asn

95

Ser

val

‘Asn

Pro
Arg
Pro
Lys

80
Tyr

Met

val




(2) Informace pro SEQ ID NO: 25:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 10 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

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

Gln Ser Cys Ser Thr Lys Tyr Arg Thr Leu
1 5 10

(2) Informace pro SEQ ID NO: 26:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 10 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

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

Cys Lys Arg Gly Met Lys Lys Glu Lys ?gn
1 5

(2) Informace pro SEQ ID NO: 27:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 10 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina




(D) Topologie: line&rni
(ii) Typ molekuly: peptid

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

Leu Leu Glu Asp Ser Pro Tyr Glu Pro Val
1 5 10

(2) Informace pro SEQ ID NO: 28:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 10 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 28:

Cys Ser Tyr Glu Glu Ar

1 g Glu Arg Pro aAsn
5

10

(2) Informace pro SEQ ID NO: 29:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 14 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: peptid

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

Pro Ala Pro Pro Val Gln Thr Thr Thr Ala Thr Thr Thr Thr
1 5 10




(2) Informace pro SEQ ID NO: 30:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 21 parh bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 30:

CTGTTTGAAT TTGCAGGACT C

(2) Informace pro SEQ ID NO: 31:

(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 36 pard bazi
(B) Typ: nukleovad kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: cDNA
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 31:
CTCCTCTCTA AGCTTCTAAC CACAGCTTGG AGGAGC
(2) Informace pro SEQ ID NO: 32:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 37 part bazi

21

36




(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

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

CTCCTCTCTA AGCTTCTATG GGCTCAGACC ACAGCTT

(2) Informace pro SEQ ID NO: 33:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 60 paru bazi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: cDNA

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

CTCCTCTCTA AGCTTCTACT TGTCATCGTC GTCCTTGTAG TCACCACAGC TTGGAGGAGC

(2) Informace pro SEQ ID NO:.34:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 60 para bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

37

60
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(ii) Typ molekuly: cDNA

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

\GCTT 6
CTCCTCTCTA AGCTTCTACT TGTCATCGTC GTCCTTGTAG TCTGGCTCAG ACCACAG
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1.

sekvenci podle obré&zku 2 nebo 4 (SEQ
a jeho analogy, kdy tento protein je
neurotrofickym faktorem odvozenym od
~ a zprost¥edkovat bun&&nou odpovéd’ na

2.
podle

podle

Ser*®

Aspz S

Cys29

Ala*®

Cys29

atentoveé na r

Izolovany a predi¥té&ny protein

Protein podle naroku 1 obsahujici
obrézku 2 (SEQ ID NO: 2).

Protein podle né&roku 1 obsahujici
obrazku 4 (SEQ ID NO: 4).

Protein podle naroku 1 obsahujici
aZ Pro**€ podle obrazku 2 (SEQ ID

Protein podle néroku 1 obsahujici
aZ Leu**” podle obrazku 2 (SEQ ID

Protein podle naroku 1 obsahujici
aZz Cys**2 podle obrazku 2 (SEQ ID

Protein podle n&roku 1 obsahujici
aZ Val*®° podle obrazku 4 (SEQ 1D

. Protein podle n&roku 1 obsahujici

az Cys**® podle obrazku 4 (SEQ 1D

o k v

aminokyselinovou
aminokyselinovou
aminokyselinovou

NO: 2).

aminokyselinovou
NO: 2).

aminokyselinovou
NO: 2).

aminokyselinovou
NO: 4) .

aminokyselinovou
NO: 4).

Protein podle n&roku 1, ktery je glykosylovany.

obsahujici aminokyselinovou
ID NO: 2 nebo SEQ ID NO: 4)
schopen tvo¥it komplexy s
glidlni bun&&né linie (GDNF)
GDNF .

sekvenci

sekvenci

sekvenci

sekvenci

sekvenci

sekvenci

sekvenci




10. Protein podle ndroku 1, ktery je neglykosylovany.

11. Protein podle nérokd 1 a¥ 10, ktery je produkovan
rekombinantni technologii nebo chemickou syntesou.

12. Farmaceuticky p¥ipravek obsahujici protein podle
jakéhokoliv z nérokli 1 a%¥ 10 v kombinaci s farmaceuticky
prijatelnym nosi&em.

13. Izolovand sekvence nukleové kyseliny kodujici proteinovy
receptor pro neurotroficky faktor obsahujici aminokyselinovou
sekvenci podle jakéhokoliv z ndrokd 1 a3 8.

14. Izolovana sekvence nukleové kyseliny kodujici proteinovy
receptor pro neurotroficky faktor obsahujici aminokyselinovou
sekvenci jak je uk&zdna na obrazku 2 a 4 (SEQ ID NO: 2 a SEQ ID
NO: 4) a jeji analogy, kdy tento protein je schopen tvo¥it
komplexy s neurotrofickym faktorem odvozenym od glidlni bun&&né
linie (GDNF) a zprost¥edkovat tak bun&&nou odpovéd’ na GDNF.

15. Sekvence nukleové kyseliny podle nédroku 14 kodujici
proteinovy receptor pro neurotroficky faktor obsahujici ,
aminokyselinovou sekvenci jak je uk&z&na na obrizku 2 (SEQ ID NO:
2).

'16. Sekvence nukleové kyseliny podle niroku 14 kodujici
proteinovy receptor pro neurotroficky faktor obsahujici '
aminokyselinovou sekvenci jak je ukédz&na na obrizku 4 (SEQ ID NO:
4).




17. Izolovanéd sekvence nukleové kyseliny obsahujici:

(a) sekvenci uvedenou na obrézku 1 (SEQ ID NO: 1)
obsahujici nukleotidy kodujici Met™ a% Ser*€® nebo obrézku 3 (SEQ
ID NO: 3) obsahujici nukleotidy kodujici Met® a% Ser*c®, kde
uvedend sekvence koduje proteinovy receptor pro neurotroficky
faktor (GDNFR), ktery je schopen tvorit komplexy s neurotrofickym
faktorem odvozenym od glidlni bunélné linie (GDNF)

a zprostfedkovat bun&lnou odpov&d na GDNF;

(b) sekvenci nukleové kyseliny, kterd (1) hybridizuje s
komplementarni sekvenci podle (a) a (2) koduje aminokyselinovou
sekvenci s GDNFR aktivitou; a

(c) sekvenci nukleové kyseliny, kterd by mohla, kdyby
nebylo degenerace genetického kodu, hybridizovat s komplementarni
sekvenci podle (a) a (2) koduje aminokyselinovou sekvenci s GDNFR
aktivitou.

18. Vektor obsahujici sekvenci nukleové kyseliny podle
kteréhokoliv z nérokl 14 aZ 17 operativn& navizanou na jeden nebo
vice operalnich elementd schopnych zaji¥t&ni amplifikace nebo
exprese uvedené sekvence nukleovych kyselin.

19. Vektor obsahujici sekvenci nukleové kyseliny kodujici
proteinovy receptor pro neurotroficky faktor obsahujici
aminokyselinovou sekvenci podle obrédzku 2 nebo 4 (SEQ ID NO: 2
nebo SEQ ID NO: 4) operativn& navdzanou na jeden nebo vice
operacnich elementd schopnych zajist&ni amplifikace nebo exprese
uvedené sekvence nukleovych kyselin.




20. Hostitelskéa builka transformovand nebo transfektovana
vektorem podle n&droku 18.

21. Hostitelskd butika transformovand nebo transfektovana
vektorem podle naroku 19.

22. Hostitelsk&d buiika podle nédroku 20 vybrana ze skupiny
skladajici se ze sav&ich bun&k a bakteridlnich bun&k.

23. Hostitelskd builka podle ndroku 22, kterd je COS-7 buiika
nebo E. coli.

24. Hostitelskd butika podle naroku 20, kde uvedens buiika je
vhodnéd pro implantaci u 1idi a kde uvedena buiika exprivuje a
secernuje uvedeny receptor pro neurotroficky faktor.

25. Hostitelskd builka podle ndroku 21, kde uvedena buiika je
vhodnd pro implantaci u 1idi a kde uvedeni buiika exprivuje a
secernuje uvedeny receptor pro neurotroficky faktor.

26. Hostitelské buiika podle ndroku 20, kde uvedend buiika je
transformovana nebo transfektovina ex vivo.

27. Hostitelskéd builika podle ndroku 20, kde uvedend buiika je
uzaviena v semipermeabilni membran& vhodné pro implantaci u 1idi.

28. Zplusob pro produkci proteinového receptoru pro
neurotroficky faktor vy znadujici se tim Ze

obsahuje kroky:

(a) kultivace hostitelské buillky obsahujici sekvenci nukleové




kyseliny kodujici proteinovy receptor pro neurotroficky faktor
obahujici aminokyselinovou sekvenci podle obrédzku 2 nebo 4 (SEQ

ID NO: 3 nebo SEQ ID NO: 4) a jeji analogy, kde protein je

schopen tvorit komplexy s neurotrofickym faktorem odvozenym od
glidlni bun&né linie (GDNF) a zprost¥edkovat bun&&nou odpov&d na
GDNF, za podminek vhodnych pro expresi uvedeného proteinového
receptoru pro neurotroficky faktor uvedenou hostitelskou burikou; a

(b) voliteln&, izolace uvedeného proteinového receptoru pro
neurotroficky faktor exprivovaného uvedenou hostitelskou burikou.
29. Zpisob podle niroku 28 vy zn a & u jici se tim,
Ze uvedend sekvence nukleové kyseliny koduje proteinovy receptor
pro neurotroficky faktor obsahujici aminokyselinovou sekvenci

podle obréazku 2 (SEQ ID NO: 2).

30. Zplsob podle ndroku 28 vy zn a & u jici se tim,
Ze uvedend sekvence nukleové kyseliny koduje proteinovy receptor
pro neurotroficky faktor obsahujici aminokyselinovou sekvenci
podle obrazku 4 (SEQ ID NO: 4).

31. ZpUsob pro produkci proteinového receptoru pro
neurotroficky faktor vy znaduijici se ¢t 1 m, Ze
obsahuje kroky:

(a) kultivace hostitelské buiniky transformované nebo
transfektované sekvenci nukleové kyseliny podle ndroku 17 za
podminek vhodngch pro expresi uvedeného proteinového receptoru
pro neurotroficky faktor uvedenou hostitelskou butikou; a

(b) voliteln&, izolace uvedeného proteinového receptoru pro




neurotroficky faktor exprivovaného uvedenou hostitelskou buiikou.

32. Zplisob podle ndroku 28 nebo 31 vy zn a & u jici se
t 1 m, Ze dédle obsahuje krok znovuslo¥eni izolovaného receptoru
pro neurotroficky faktor.

33. Zpisob podle néroku 28 nebo 31 vy zn a & u jici se
t i m, Ze uvedenou hostitelskou buiikou je prokaryoticka butika.

34. Zplisob podle néroku 28 nebo 31 vy zn a & u jici se
t i m, Ze uvedenou hostitelskou butikou je eukaryoticka buiika.

35. Vyznamné prelist&ny proteinovy receptor pro neurotroficky
faktor pfipraveny zplsobem podle jakéhokoliv z nérokd 28 a¥ 31.

36. PouZiti proteinového receptoru pro neurotroficky faktor
podle naroku 1 pro vyrobu farmaceutického ptipravku.

37. Zpisob pro 1lé&bu chybn& funk&nich dopaminergnich nervovych
bunék vy znadujici se tim 3e obsahuje podéani
proteinového receptoru pro neurotroficky faktor podle naroku 1.

38. Zpisob pro 1lé¥bu Parkinsonovi nemoci v yznadujici
s e t iIm Ze obsahuje poddni proteinového receptoru pro
neurotroficky faktor podle naroku 1.

39. Zplsob pro 1lé¢bu Alzheimerovi nemoci v yznadc¢uijici

s e t im Ze obsahuje podédni proteinového receptoru pro
neurotroficky faktor podle naroku 1.

40. Zpisob pro lédbu amyotrofické later&lni sklerosy




vyznadujici se tim Ze obsahuje podani proteinového
receptoru pro neurotroficky faktor podle n&roku 1.

41. Protilétka, ktera se va%e na proteinovy receptor pro
neurotroficky faktor obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 2 nebo SEQ ID NO: 4.

42. Protildtka podle niroku 41, kde uvedena protiléatka je
monoklondlni protilétka.

43. Protildtka podle ndroku 41, kde uvedena protilatka je
polyklonédlni protilétka.

44. Protilatka produkovand imunizaci zvifete proteinovym
receptorem pro neurotroficky faktor obsahujicim aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 2 nebo SEQ ID NO: 4.

45. Hybridom, ktery produkuje monoklon&lni protilatku, ktera se
véZe na proteinovy receptor pro neurotroficky faktor obsahujici
aminokyselinovou sgekvenci SEQ ID NO: 2 nebo SEQ ID NO: 4.

46. Prostredek pro 1é&bu nervového pogkozeni obsahujici:
(a) polopropustnou membrinu vhodnou pro implantaci; a

(b) buliky obsaZené v uvedené membréng, kde uvedené buiiky
secernuji proteinovy receptor pro neurotroficky faktor podle
naroku 1; kde uvedend membréna je propustni pro proteinovy
receptor pro neurotroficky faktor a nepropustna pro materidly
8kodlivé pro uvedené buiiky .




47. Prost¥edek podle ndroku 46, kde uvedené buiiky jsou
p¥irozené buriky, které secernuji uvedeny proteinovy receptor pro
neurotroficky faktor.

48. Prostfedek podle naroku 46, kde uvedené buiiky byly
modifikovany tak, aby secernovaly uvedeny proteinovy receptor pro
neurotroficky faktor pomoci sekvence nukleovych kyselin
obsahujici:

(a) sekvenci uvedenou na obrézku 1 (SEQ ID NO: 1)
obsahujici nukleotidy kodujici Met® a¥ Ser*S® nebo obrazku 3 (SEQ
ID NO: 3) obsahujici nukleotidy kodujici Met® a%¥ Ser*€® kodujici
proteinovy receptor pro neurotroficky faktor (GDNFR), ktery je
schopen tvorit komplexy s neurotrofickym faktorem odvozengym od
glidlni bun&&né linie (GDNF) a zprost¥edkovat bun&&nou odpovéd na
GDNF; ' '

(b) sekvenci nukleové kyseliny, kterd (1) hybridizuje s
komplementarni sekvenci podle (a) a (2) koduje aminokyselinovou
sekvenci s GDNFR aktivitou; a

(c) sekvenci nukleové kyseliny, ktera by mohla, kdyby »
nebylo degenerace genetického kodu, hybridizovat s komplementarni
sekvenci podle (a) a (2) koduje aminokyselinovou sekvenci s GDNFR
aktivitou.

49. Testovaci prostfedek pro analyzu testovaného vzorku na
pfitommost neurotrofického faktoru odvozeného od glidlni bun&&né
linie, ktery obsahuje: pevnou fézi obsahujici nebo potaZenou
GDNFR proteinem, kde uvedeny GDNFR protein reaguje s GDNF
pfitomaym v testovaném vzorku a produkuje detekovatelny reakéni




202 teetteet

produkt ukazujici na p¥itomnost GDNF.

50. 2plsob pro analyzu testovaného vzorku na p¥itomnost
neurotrofického faktoru odvozeného od glidlni bun&&né linie,
vyznadcujici se t im Ze obsahuje: kontaktovani
vzorku a testovaciho €inidla obsahujiciho GDNFR protein, kde
uvedeny GDNFR protein reaguje s GDNF p¥itomnym v testovaném
vzorku a produkuje detekovatelny reakdni produkt ukazujici na
pritomnost GDNF.
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10 30 50
AGCTCGCTCTCCCGGGGCAGTGGTGTGGATGCACCGGAGTTCGGGCGCTGGGCAAGTTGG

70 90 110
GTCGGAACTGAACCCCTGAAAGCGGGTCCGCCTCCCGCCCTCGCGCCCGCCCGGATCTGA

130 150 170
GTCGCTGGCGGCGGTGGGCGGCAGAGCGACGGGGAGTCTGCTCTCACCCTGGATGGAGCT

190 210 230
GAACTTTGAGTGGCCAGAGGAGCGCAGTCGCCCGGGGATCGCTGCACGCTGAGCTCTCTC

250 270 290
CCCGAGACCGGGCGGCGGCTTTGGATTTTGGGGGGGCGGGGACCAGCTGCGCGGCGGCAC

310 . 330 350
CATGTTCCTAGCCACTCTGTACTTCGCGCTGCCACTCCTGGATTTGCTGATGTCCGCCGA
M F L A T L Y F A L P L L DL L M S A E

370 390 410
GGTGAGTGGTGGAGACCGTCTGGACTGTGTGAAAGCCAGCGATCAGTGCCTGAAGGAACA
VG G6GDRLDTCVYVEKASTDTUGOQTCTELTZ KTE Q

430 450 470
GAGCTGCAGCACCAAGTACCGCACACTAAGGCAGTGCGTGGCGGGCAAGGAAACCAACTT
S €& T K Y R TUL ROQCV A G K £ T W F

490 510 530
CAGCCTGACATCCGGCCTTGAGGCCAAGGATGAGTGCCGTAGCGCCATQGAGGCCTTGAA
S L. 7 8 ¢ L £ 2 K D EGC CU R S A M = A L X
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