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(57) Anotace:

Rekombinatni protein obsahuje alespoi jeden
variabilni region korespondujici k variabilni-
mu regionu imunoglobulinu specifickému pro
lidsky Fas a nemé v podstaté zadnou dalsi
imunogenicitu u lidi ve srovnani s lidskou
protilatkou, a je vyuZitelny v 1é¢bé autoimu-
nitnich chorob, zejména revmatismu.
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Anti-Fas rekombinantni protilédtky a jejich DNA

Oblast vyndlezu

p¥edkladany vyndlez se tyka rekombinantnich protilétek
namitenych proti Fas, zejméma lidskym Fas, a DNA kodujici
takové protildtky. Predkladany vyndlez se déle tyka

farmaceutickych p¥ipravkd obsahujicich takové protilatky a

uZitednych pro 1ébu autoimunitnich chorob jako je
revmatoidni artritida, p¥ipravky ddle volitelné obsahuiji
inhibitor bun&®ného ristu. P¥edkladany vynalez se také tyka
anti-Fas komplementaritu uréujicich regiond (CDR) a jejich
uziti p¥i tvorb& takovych protilatek a DNA kodujici takové
CDR.

Dosav. i v h
Fyziologickd smrt bunék v Zijicich organismech se

ptirozen& d&je uddlosti znamou jako apoptosa, a 1i81 se od

patologické smrti buné€k, t.j. nekrosy (Kerr et al., (1972},

‘Br.J.Cancer, 26, 239 et seq.). Apoptosa je p¥ikladem

programované bun&&né smrti, ktera se d&je tehdy, jsou-1li
jisté buiiky predem programovany k prirozené smrti v Zijicim
organismu, tak jako kdyZ zmin€né buiiky splnily pfedem
uréenou funkci. Apoptosa je charakterizovéna takovymi
zm&nami jako je zak¥iveni povrchu bunék, kondensace
nukledrniho chromatinu a fragmentace chromosomdlni DNA, mimo
jiné. Apoptosa mi ddlefitou Glohu v likvidaci bun&k, které
rozpozndvaji autoantigen bé&hem procesu diferenciace T a B
lymfocytli. Rozvoj takzvanych autoimunitnich chorob je obecné
zaptidin&n vyskytem autoreaktivnich lymfocytl vzeSlych ze
selhani apoptosy b&hem diferenciace lymfocytd (Keiichi
Nakayama et al., (1995), Mebio 12(10), 79 - 86) .

Fas je molekula bun&fné membrany zahrnutd v apoptose
imunokompetentnich bunék (Yonehara, S., et al., (1989), J.
Exp. Med. 169, 1747 a dale,; Trauth, B.C., et al., (1989},




Science 24, 301 a dale,; a Itoh, N., et al., infra). Byly
vyvinuty my&i monoklon&lni protil&tky proti Fas antigenu (
Itoh, N., et al., (1991), Cell 66, 233 - 243 a Yonehara,
vySe, kte¥i popsali monoklonélni'protilétku oznalenou CH11
specifickou pro lidsky Fas). Tyto anti-lidské Fas protilatky
‘maji apoptosu - indukujici cytotoxickou aktivitu, a uvazuje
se o nich jako o potencidlnim terapeutickém agens pro lé&bu
autoimunitnich chorob jako je AIDS, stejné jako nadora
(Japonské patentova publikace nepodrobend prizkumu &. Hei

' 2-237935 a Japonskd nepodrobend prizkumu PCT publikace ¢&.
Hei 5-503281). Ogasawara et al. (Nature (1993), 364, 806

- 809) popisuje, Ze my%i anti-Fas protildtky rychle usmrcuji
divoky typ my#%i, zieteln& prost¥ednictvim masivni apoptosy

v jéatrech.

Monoklondlni protildtky proti lidskému Fas jsou také
zn&my z nésledujicich publikaci: J.Exp. Med. (1989),
169,1747 - 1756; WO 91/10448; Science (1989), 245, 301 -
305; cell (1991), 66, 233 - 243; -J.Imm. (1992), 149, 3166 -
3173; a Internat. Immun. (1994), 6, (12) 1849 - 1856.

0 revmatismu, zejména o revmatoidni artritidé, se soudi,
e je diasledkem proliferace synoviocytli, ktery je spojen s
riznymi imunologickymi abnormalitami. Proliferace
synoviocytl je typicky spojena se zané&tlivou buné&cnou
infiltraci a erosi kosti. Erose tkan& okolo postiZeného
kloubu u chronické revmatoidni artritidy je jasné zpusobena
abnormdlni produkci cytokini z&n&tlivymi synoviocyty.
VySet¥eni kloubd u pacientl s revmatismem ukazuje abnormdlni
proliferaci synoviocytd, hyperplasii synovidlnich klka,
mnohovrstevné synoviocyty atd. (Daniel J. McCarty (1985), v
" Arthritis and allied conditions, A textbook of
rheumatology" 10. vydéni, Lea & Febiger). Léky pro
revmatismus nyni p¥edev3im zahrnuji protizandtlivé 1éky jako
jsou steroidy a imunomodulatory. Pokud by bylo moZné
inhibovat abnormalni proliferaci synoviocytl, bylo by
jakékoliv agens uZitefné v 1é&&bé revmatismu.




Synoviocyty u revmatismu neproliferuji neomezenym
zpisobem ((Daniel J. McCarty (1985), v " Arthritis and
allied conditions, A textbook of rheumatology"” 10. vydéani,
Lea & Febiger), a bylo demonstrovéno, Ye u pacientu s
revmatismem se vyskytuje apoptosa synoviocytl. Fas antigen
je exprivovén na membrané synoviocytd a Nakajima et al.,
(Nakajima, T., et al., (1995), Arthritis Rheum.738, 485 -
491) a Aono et al., (Abstract of 38th Meeting of Japan
Rhematism Society (1994), str. 487, a ¢lanky 1994 Meeting of
Japan Cancer Society, (1994), str. 388) zkoumaji, zda mohou
cytotoxiéké anti-lidské Fas protilatky indukovat apoptosu Vv
abnormdlné& proliferujicich synoviocytech u pacientl s
revmatismem. Tyto byly schopné indukovat vysoky stupeil
apoptosy u abnormilné proliferujicich synoviocytd od pacientd
s revmatismem ve srovnani s kontrolou obsahujici synoviocyty
od pacientt s jinou chorobou neZ revmatismem.

Tak je anti-lidska Fas protilédtka schopna selektivné
indukovat apoptosu nejen lymfocytd, ale té% abnormdlné
proliferujicich synoviocytl, takZe anti-lidska Fas
protilatka mi%e byt uZite&na jako antirevmatické agens.

Nicménd&, pii podani mySi monoklondlni protilétky lidem
jako farmaceutického p¥ipravku pro chronické podévéni‘je
vysoce pravdépodobny vyskyt mnoha problémi, které jsou
nisledkem antigenicity vychézejici z mySiho
pivodu. Vyskyt anafylaktického oku je pravdépodobny, a
opakovand davka miZe redukovat a&innost nebo urychlit
redukci na Grovni krve atd., coZ je efekt, ktery je
ne¥sdouci, ma-1li byt protilatka pouZita v klinické praxi.

Snahy preklenout problémy spojené s mySimi monoklondlnimi
protilatkami vedly k uZiti rekombinantni DNA technologie
_tak, aby se ziskala chimericka protilétka, ve které je
konstantni region my3i protilatky nahrazen konstantnim
regionem korespondujici lidské protilatky (Morrison, S.L.,




et al., (1984), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851 -
6855) . V alternativnim procesu humanizace mySi protilatky je
my3i CDR p¥itomny ve variabilnim regionu my8i protilétky
(Jones, P.T., et al., (1986), Nature, 321, 522 - 525)
insertovén do lidské protilatky v podstat& ekvivalentnim
procesem. Aby se p¥ipravila takova genetickym inZenyrstvim
zpracovand protildtka je nejprve nezbytné klonovat DNA
kodujici jak H, tak L podjednotkové feté&zce, které tvori
my3i protildtku. Tyto Feté&zce specificky rozpoznédvaji cilovy
antigen, takZe objasnéni jejich sekvence odhaluje primirni
strukturu variabilniho regionu obsahujiciho CDR, a tento
mi¥e pak byt pou¥it pro p¥ipravu humanizované protilétky.

‘Doposud nebyl ¥adny popis jakékoliv casti cytotoxické
my8i anti-lidské Fas monoklondlni protilatky, nebo jeji DNA
sekvence.

Podstata vyndlezu

Pfedmdtem predkladaného vyndlezu je poskytnuti jedné nebo
vice nukleotidovych sekvenci kodujicich variabilni regiony
protiléatky a dovolujicich konstrukci humanizovanych
protilatek specifickych pro lidsky Fas.

V prvnim aspektu poskytuje p¥edklddany vynélez
rekombinantni protein, kde uvedeny protein obsahuje alespon
jeden region korespondujici s variabilnim regionem
imunoglobulinu, kde uvedeny alespoill jeden region umoZiuje
uvedenému proteinu rozpoznat a specificky se navazat na
antigen, kde zmin&nym antigenem je Fas, a kde zminény
protein nemd v podstat& Z&dnou daldi imunogenicitu u 1idi,
ne? ma lidskd protilatka.

Jiné objekty, cile, aspekty a provedeni pfedklédaného
vyndlezu budou objasnény dale.




Obrizek 1 je schematem konstrukce cDNA knihovny pro
umo¥néni klonovani DNA kodujici celou délku kazdé
podjednotky CH11l; a

Obrazek 2 je diagramem ukazujicim proces klonovani a
amplifikace DNA kodujici celou délku ka?dé podjednotky CH11l.

Jak je zde pouZito, tyké se pojem "rekombinantni”
jakékoliv substance, ktera byla zisk@na genetickym
inZenyrstvim, jako je-1li uvedena substance bud modifikovéna
z puvodni substance, nebo exprivovéana odliSnym zpasobem nebo
odliZnym systemem, neZ je plvodni.

Termin "protein" se obecn& tyka jakékoliv sekvence
aminokyselinovych zbytkd navézanych peptidovymi mistky, a
ma¥e zahrnovat oligopeptidy stejné jako polypeptidy a
multimerni peptidy nebo polypeptidovéd uskupeni.

Region korespondujici k variabilnimu regionu
imunoglobulinu ma strukturu charakteristickou pro variabilni
region imunoglobulinu, a miZe korespondovat variabilnimu
regionu jak H, tak L Fetézce imunoglobulinu. V preferovaném
provedeni maji proteiny predkladaného vyndlezu alespoil dva
takové regiony, jeden korespondujici variabilnimu Fetézci H
regionu a druhy korespondujici variabilnimu Fetézci
L regionu, kde jsou oba specifické pro lidsky Fas.

Proteiny p¥edkl&daného vyndlezu nemaji v podstaté& Zadnou
dalgi imunogenicitu vzhledem k lidskym protilétkém, za CcoOZ
vds&&i skutednosti, e Sast protildtky korespondujici
heterolognimu konstantnimu regionu neni p¥itomna. Tak mohou
mit proteiny p¥edkl&daného vynalezu variabilni region nebo
regiony pochédzejici z my3i monoklondlni protilatky, ale musi
byt vylou¥en my3i konstantni region. Vysledkem je, Ze




‘protein p¥edkladaného vyndlezu ma pouze stejnou aroven
imunogenicity pro pacienta jako, nap¥iklad, lidska
protildtka z alternativniho zdroje diky skute&nosti, Ze mySi
variabilni regiony jsou dostate&n& podobné lidskym, takZe
jakdkoliv zvy$end droveli imunogenicity miZe vzejit pouze z
jiné aminokyselinové sekvence, ktera je souldsti
variabilniho regionu.

'Variabilni regiony p¥edkl&daného vyndlezu mohou byt
odozeny z jakéhokoliv zdroje, ze kterého je mozné generovat
protilatky nami¥ené proti lidskému Fas. Ackoliv je zdrojem
nejlépe my%, jsou moZné také jiné zdroje jako jsou kralici
a krysy, adkoliv tyto a vy38i zvifata se jevi byt méné
vhodnymi .

Variabilni regiony p¥edkladaného vyndlezu mohou byt
p¥itomny v proteinu v jakékoliv vhodné konfiguraci. V
nejjednoussim provedeni se miZe protein sklddat z pouze
jednoho variabilniho regionu, ackoliv G¢innost takovych
proteint bude vyznamné sniZena. Casteéné je toto zplsobeno
chyb&nim stabilizace tercidlni struktury, atkoliv vazba miZe
byt stdle pozorovana.

Na vy53i Grovni se mohou proteiny skladat z jednoho
variabilniho regionu H Yet&zce a jednoho variabilniho
regionu L Yet&zce, které jsou spolu asociovany. Takova
asociace mife byt prostiednictvim p¥imé vazby, nebo miZe byt
tvofena flexibilni peptidovou vazbou zahrnujici jeden nebo
vice .extra -aminokyselinovych zbytkl. Takové konstrukty maji
vyhodu v tom, %e neobsahuji %&dné extra peptidové sekvence,
které zvyZuji potencidlni imunogenicitu.

A%koiv je u proteinli predklédaného vyndlezu moZné, aby
m&ly pouze jeden variabilni region, je preferovano, aby mély
alespoii dva. Navic je preferovdno, aby dva byly odvozeny od
jedné ur&ité protilétky jako je CH11l, kaZzdy od H a L
tet&zce tak, aby p¥esn&ji imitovaly p¥irozenou protilatku. Z




ohledem na to je Z&douci, aby variabilni sekvence byly
integriln& véazény s lidskymi konstantnimi regiony, zejména s
vhodnymi konstantnimi regiony H a L Yetézcu.

V ptedchozim provedeni je preferovano, aby dva variabilni
regiony byly kaZdy odpovidajiéi gasti vétSiho polypeptidu a
aby ‘dva polypeptidy byly schopné asociovat za tvorby
heterodimeru protilétky.

Vlastnosti protilatky nejsou pro predkladany vyndlez
rozhodujici a mohou byt jakéhokoliv vhodného typu, ve kterém
protein vyndlezu aktudln& koresponduje s typem protilatky.
Nap¥iklad mohou typem byt IgG, IgM, nebo IgE a typ maZe
Gpln& z&viset na, nap¥iklad, cestd podani. Agkoliv je CHI11
IgM molekula, mohou byt variabilni regiony vioZeny do IgG
konstrukt. Faktem, ktery jsme objevili, je, Ze , jestlize
je pouzit IgM typ konstruktu, ale bez J Yeté&zce, ktery
vytva¥i pentamerickou strukturu protildtky s péti pary
lehkych a t&%kych Yet&zcu, vzroste apoptotickd aktivita
p&tkrit nebo vicekrat.

Bude objasn&no, Ze pFedkladany vynalez déle poskytuje DNA
a RNA kodujici jakykoliv z vySe identifikovanych proteinq,
a zejména DNA. Uvedena DNA mi¥e jednodufe kodovat protein,
nebo miZe kodovat ur&ity polypeptid v tom pripadéd, je-1i
protein nap¥iklad heterodimerem.

Bude také objasn&no, ¥e DNA miZe byt v jakékoliv vhodné
form& tak, aby mohla byt inkorporovana do vektoru, vyhodné
do expresniho vektoru. MiZe byt také asociovana s jakoukoliv
vhodnou sekvenci, jako je leadef sekvence nebo sekvence pro
expresi kodovaného proteinu ve form& fusniho proteinu,
nap¥iklad.

predklidany vynalez dale poskytuje hostitelskou buiiku
transformovanou vektorem jak je definovan vySe, a systém pro
expresi proteinu vynalezu obsahujici takovou hostitelskou




bufiku transformovanou jednim nebo vice vektory obsahujicimi
vySe uvedenou DNA. Protein vynélezu miZe byt ziskén pomoci
takovych systémi, po kultivaci systému standartnimi

technikami .

Jisté preferované aspekty a provedeni predkladaného
vyndlezu nyni nasleduji:

Genetickym inZenyrstvim zpracovany imunoglobul inovy
protein, ktery specificky véaZe lidsky Fas, kde se
imunoglobulinovy protein skl4dd z podjednotky H Yeté&zce a
podjednotky L Fetdzce, kde podjednotka H Fetézce obsahuje
aminokyselinovou sekvenci representovanou nasledujicim
obecnym vzorcem (1) :

-FRH_-CDRH_ -FRH_-CDRH_-FRH_-CDRH_-FRH_ - (1)
kde FRH_ representuje aminokyselinovou sekvenci zahrnujici
13 a¥ 30 aminokyselinovych residui, CDRH representuje
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO. 1, FRH, representuje
aminokyselinovou sekvenci zahrnujici 14 aminokyselinovych
residui, CDRH, representuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO.
2, FRH, representuje aminokyselinovou sekvenci zahrnujici 32
aminokyselinovych residui, CDRH_ representuje aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO. 3, a FRH_ representuje aminokyselinovou
sekvenci zahrnujici 11 aminokyselinovych residui, kde je kazda z
aminokyselinovych sekvenci navazéana na dal¥i cestou peptidové
vazby;

podjednotka L Yet&zce obsahuje aminokyselinovou sekvenci
representovanou nasledujicim obecnym vzorcem (IT) :

-—FRL:L—CDRL:L—I'?RLZ—C'DRLZ—}S'RI.-3 —CDRL3-FRL4- (11)
kde FRL_ representuje aminokyselinovou sekvenci zahrnujici
23 aminokyselinov§ch residui, CDRL_ representuje
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO. 4, FRL_ representuje
aminokyselinovou sekvenci zahrnujici 15 aminokyéelinov?ch
residui, CDRL, representuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO.
5, FRL_ representuje aminokyselinovou sekvenci zahrnu31c1 32
amlnokysellnovych residui, CDRL representuje aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO. 6, a FRL_ representuje aminokyselinovou




sekvenci zahrnujici 10 aminokyselinovych residui, kde je kaZda z
aminokyselinovych sekvenci navazéna na dalgi cestou peptidové

vazby.

V§$e uvedeny protein je preferovan, jestliZe podjednotka H
Yet&zce obsahuje aminokyselinovou sekvenci representovanou
aminokyselinami &. 1 aZ 116 Vv SEQ ID NO. 8, a/nebo podjednotka
1, Yet&zce obsahuje aminokyselinovou.sekvenci representovanou
aminokyselinami . 1 a% 112 v SEQ ID NO. 10.

V§8e uvedeny protein je preferovan , jestliZe podjednotka H
Fet&zce obsahuje aminokyselinovou sekvenci representovanou
aminokyselinami &. 1 a% 571 v SEQ ID NO. 8, a/nebo podjednotka
L Yet&zce obsahuje aminokyselinovou sekvenci representovanou
aminokyselinami &. 1 aZ 219 v SEQ ID NO. 10

Vynalez dédle poskytuje DNA kodujici podjednotku H fetézce
obsahujici peptid vzorce (I) jak je definovan vyse. Preferujeme
takovou DNA, kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci
representovanou nukleotidy &. 58 a% 405 v SEQ IN NO. 7.

Také preferovanou je DNA, kterd hybridizuje s takovou DNA,
.sense Yet&zec kodujici podjednotku H Yetdzce imunoglobulinu
schopného specificky véazat 1lidsky Fas spolu s podjednotkou L
Yet&zce obsahujici aminokyselinovou sekvenci obecného vzorce
(II) . Je preferovano, aby takova DNA byla schopnd hybridizovat
p¥i 60 a¥ 70 °C a v 6 x SSC.

DNA kodujici podjednotku L Yet&zce kodujici aminokyselinovou
sekvenci representovanou obecnym vzorcem (II) je také
preferovéna; zejméma obsahuje-1i nukleotidovou sekvenci
representovanou nukleotidy &. 58 a%Z 393 v SEQ IN NO. 9. DNA,
kterd hybridizuje s takovou DNA, a jejié’korespondujici sense
tfet&zec kodujici podjednotku L Yetézce imunoglobulinu, ktery
specificky vaZe 1idsky Fas antigen spolu s podjednotkou H fetézce
jak je definovéno vy3e, ktera obsahuje aminokyselinovou sekvenci
obecného vzorce (I) je také preferovéna,-zejméma je-1i
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hybridizace pf¥i 60 aZ 70 °C a v 6 x SSC.

Dale je preferovan rekombinantni DNA vektor obsahujici
jakoukoliv DNA popsanou vyge, zejméma rekombinantni DNA vektord
pCR3-H123 a pCR3-L103, buiiky transformované takovymi vektory a
zejméma E.coli pCR3-H123 (FERM BP-5247) a E.coli pCR3-L103 (FERM
BP-5248) .

Preferovand metoda pro produkci imunoglobulinového proteinu,
ktery specificky rozpozndva lidsky Fas antigen zahrnuje:

kultivaci bunék transfektovangch DNA vektorem popsanym vyse za
podminek, které umoZni expresi DNA kodujici podjednotku L Yeté&zce
nebo H Tetdzce, kterd je obsaZena ve vektoru, a

ziskéni imunoglobulinového proteinu z kultury.

predkl&dany vynalez dale potitd s pouZitim CDR, at vazany &i
nikoliv, na regiony "framework" (FR) jak je identifikovan
vyse, a jeho kodujici DNA, v konstrukci humanizovanych protilatek
a proteinfi, které selektivné& v&Zou lidsky Fas.

Nyni jsme Gsp&%né& klonovali geny kodujici kaZdy z H, L a J
Yet&zcl IgM monoklondlni protilatky proti lidskému Fas. Byla
pou¥ita cDNA knihovna p¥ipravend z hybridomi produkujicich
protilatku a bylo moZné objasnit celou nukleotidovou sekvenvci
kaZdého genu a jeji korespondujici aminokyselinovou sekvenci. z
t&chto bylo mo¥né ziskat CDR sekvence H a L Yetdzcia. Expresni
vektory obsahujici H, L a J ¥etézce byly konstruovény, a bylo
shledéno, Ze ze supernatantu kultury zigkané ko-transfekci
kultivovanych zvifecich bun&k té&mito vektory bylo moZné ziskat
cytotoxické proteiny majici podobnou aktivitu jako protilatka
proti lidskému Fas.

DNA predkladaného vyndlezu miZe byt ziskana nejprve piipravou
poly (A) “RNA z mySich hybridomnich bundk produkujicich
monoklon&lni protildtku proti lidskému Fas, jako je CH11.
Poly (A) “RNA miZe pak byt konvertovana na cDNA pouZitim reversni
transkriptasy, cDNA kodujici H, 1 a pripadné J fetézec protiléatky
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miZe byt purifikovana. (Yonehara et al. ((1989), J.Exp. Med. 169,
1747 a d&le) monoklondlni protilatku proti lidskému Fas, ktera
byla ozna¥ena CH11l, fasi myfich myelomovych bunék s mySimi
lymfocyty po imunizaci my8i Fas exprivujicimi lidskymi
diploidnimi fibroblasty bun&fné linie FS-7. CH1l protilatka je
komerdné dostupnd od Medical Biological Laboratory Co. Ltd. of
Japan.

Poly (A) *RNA miZe byt ziskana bud nejprve pfipravou celkové RNA
a pak purifikaci poly(A)"RNA z celkové RNA uZitim nap¥iklad
afinitni kolony pln&né oligo(dT) celulosou, oligo{(dT) latexovych
kordlki atd., nebo miZe byt ziskana p¥imo purifikaci poly(A) "RNA
z bun&¢nych lys&tt za pouZiti takovych afinitnich materidlq,
které jsou popsédny vySe. Celkova RNA miZe byt p¥ipravena
napriklad takovymi metodami jako je: ultracentrifugace v
hustotnim gradientu alkalické sacharosy (Dougherty, W. G.
a Hiebert, E., (1980), Virology, 101, 466 - 474); guanidin
thiokyanat-fenolovou metodou; guanidin
thiokyanat-trifluorocesium metodou; a fenol-SDS metodou.
Preferovand metoda nicmén& vyuZiva guanidin thiokyanat a chlorid
cesia (Chirgwin, J.M., et al., (1979), Biochemistry, 18, 5294
- 5299).

Jednotetdzcova (ss) cDNA ziskand uZitim reversni transkriptasy
jak je popséno vyde, miZe pak byt konvertovéna na dvoutetézcovou
(ds) ¢DNA. Vhodné metody pro ziskdni ds cDNA zahrnuji S1
nukleasovou metodu (Efstratiadis, A., et al. (1976), Cell, 7, 279
- 288) a Gubler - Hoffmanovu metodu (Gubler, U., agq Hoffman, B.J.
(1983) Gene, 25, 263 - 269). My nicméné& preferujeme vyuZziti
Okayama - Bergovi metody (Okayama. H. a Berg, P. (1982), Mol.
Cell. Biol. 2, 161 - 170).

Ds cDNA ziskand vySe mi¥e pak byt integrovéna do klonujiciho
vektoru a vysledny rekombinantni vektor pak miZe byt pouZit pro
transformaci vhodnych mikroorganismi, jako je E. coli.
Transformované buiiky budou selektovédny pouZitim standartnich
metod, jako je selekce podle resistence na tetracyklin nebo
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resistence na ampicilin, kterd je kodovana rekombinantnim
vektorem. P¥i pouZiti E.coli miZe byt transformace dosaZena
metodou podle Hanahana (Hanahan, D. (1983), J.Mol. Biol., 166,
557 - 580). Alternativnd mi¥e byt rekombinantni vektor zaveden do
kompetentnich bun&k p¥ipravenych vystavenim zéroveil chloridu
vapenatému a bud chloridu ho¥efnatému nebo chlorid rubidia.
Je-1i plasmid pouZit jako vektor je vysoce ¥&douci, aby plasmid
nesl gen 1lékové resistence, jak bylo zmin&no vySe, aby se
usnadnila selekce. Selekce za pouZiti hrubé sily je moZna, ale
neni preferovéna. Afkoliv se mluvilo a plasmidech je jasné, Ze
mohou byt pouZity jiné klonovaci prostfedky, jako jsou lambda
fagy.

Metody pro selekci transformantd majicich Zadouci DNA zahrnuji
nésledujici:

(1) VySet¥eni pouZitim syntetické oligonukleotidové proby
Jestli%e byla ur&ena &ast nebo celd aminokyselinova sekvence
pozadovaného proteinu, pak miZe byt kratka sousedici sekvence,
kterd je také representativni pro poZadovany proteih, pouZita pro
konstrukci oligonukleotidové proby. Proba koduje aminokyselinovou
sekvenci, ale, diky degeneraci genetického kodu, existuje
v&t3i mnoZstvi prob, které mohou byt pripraveny. Tak bude
aminokyselinovd sekvence oby&ejn& vybréna tak, aby mohla byt
kodovéna‘omezenYmAmnoistvim oligonukleotidli. Polet
oligonukleotidd, které je nezbytné vytvotit, miZe dale byt
redukovan substituci inosinu tam, kde mohou byt pouZity jakékoliv
gty¥i normalni base. Proba je pak vhodn& znalena, napfiklad'32P,
253 nebo biotinem, a pak je hybridizovéana s denaturovanou,
transformovanou DNA od transformantli, které byly imobilizovéany na
nitrocelulosovém filtru. Pozitivni kmeny jsou ukdzény detekci
znatky na probé.

(2) Polymerasovd FTet&zovd reakce

JestliZe byla ur&ena ¢ast nebo celd aminokyselinova sekvence
poZadovaného proteinu,pak mohou byt syntetizovany sense a
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antisense oligonukleotidové primery korespondujici k separdtnim
nesousedicim ¢&astim aminokyselinové sekvence, tak jako v metodé
popsané v (1) vySe. Tyto primery pak mohou byt pouZity v technice
polymerasové Yet&zové reakce (Saiki, R.K., et al., (1988)
Science, 239, 487 - 491) za pouZiti templatové DNA. Templitova
DNA, kterd je zde pouZita, miZe byt cDNA syntetizovand reversni
transkriptdsovou reakci za pouZiti mRNA ziskané z hybridomi
produkujicich protilatku proti lidskému Fas, jako je ta
exprivovand CH11l. Takto syntetizovany DNA fragment mi%e byt bud
p¥imo integrovén do plasmidového vektoru, nap¥iklad pouZitim
komerdniho kitu, nebo miZe byt znafen napriklad **P, *®S nebo
biotinem, a pak pouZit jako proba- pro hybridizaci kolonie nebo
‘hybridizaci plaku pro ziskani poZadovaného klonu.

Monoklondlni protildtka CH11l je molekulou imunoglobulinu M
("IgM"); komplexem obsahujicim p&t podjednotek jak H (p Tetézce),
tak L Yetdzce, a jeden J Fet&zec. Proto aby se urdila jednotliva
aminokyselinova sekvence pro podjenotku musi byt podjednotka
separovdna, coZ miZe byt provedeno jakoukoliv vhodnou technikou
jako je elektroforesa, chromatografie na kolon&, atd., které jsou
v oboru dobie znamé. Pokud byla podjednotka separovana, je
sekvencovéna nap¥iklad pouZitim automatického sekvencoru proteini
(nap¥iklad PPSQ-10 od Shimadzu), aby se urcila aminokyselinova
sekvence alespoii N - konce kaZdé podjednotky.
Oligonukleotidy/primery mohou pak byt produkovany za vyuZiti této
znalosti.

Ziskéni DNA kodujici kaZdou podjednotku monoklonalni
protildtky proti lidskému Fas z vhodnych transformantd ziskanych
vySe miZe byt provedeno dobfe znamou technikou, jako je ta,
kterou popisuje Maniatis, T. et al., (v " Molecular Cloning A
Laboratory Manual" Cdld Spring Harbor Laboratory, NY, (1982)) .
Nap¥iklad, region DNA kodujici pozadovanou podjednotku miZe byt
excidovéan z plasmidové DNA po separaci frakce korespondujici
vektorové DNA z transformantu, ktery byl ur&en jako nesouci
nezbytny plasmid.




14

E.coli DHS5a byl tramsformovan plasmidem obsahujicim DNA
kodujici t&Zké, lehké a J Yetdzce CH1l, pripravené jak je popsano
vy¥%e, a vzniklé t¥i transformanty (oznadené E.coli pCR3-H123,
E.coli pCR3-L103, E. coli pCR3-J1123) byly uskladnény v souladu s
podminkami Budape&tské smlouvy O uloZ¥eni mikroorganismi v
Research Institute of Life Science Technology Agency of
Industrial Science and Technology 28. Gnora 1996 a byly jlm
prid&leny ukladaci %igla FERM BP-5427, FERM BP-5428 a FERM
BP-5429, v prisluZném poradi. E. coli DH5a obsahujici tyto
plasmidy miZe byt kultivovéna srovnatelnym zpisobem jako E. coli
DH5¢ nenesouci tyto plasmidy. VSechny uskladn&né kmeny mohou byt
selektovany diky jejich resistenci na ampicilin. Proto mi¥e byt
DNA predklédaného vyndlezu ziskdna za pouZiti téchto deposit.
Tohoto miZe byt dosa¥eno nap¥iklad kultivovénim deposit a
izolovanim plasmidl, nebo uZitim polymerasové FYet&zové reakce
(PCR) za pouZiti plasmidd jako templatl.

Tam, kde je to vhodné, mohou byt DNA sekvence sekvencovany
podle mnoha v oboru dob¥e znamych metod, v&etneé, naptiklad, Maxam
- Gilbert chemické modifikované techniky (Maxam, A.M. a Gilbert,
W. (1980) v "Methods in Enzymology" 65, 499 - 276) a dideoxy
¥etdzovou terminalni metodou za uZiti M13 fagu (Messing, J. a
Vieira, J. (1982), Gene, 19, 269 - 276). V poslednich letech
dalsi metoda sekvencovéni DNA doséhla Sirokého uplatnéni, a
'obsahuje pouZiti fluorogeniho barviva misto konvenéniho
radioizotopu v dideoxy metod&. Cely proces je komputerizovan,
véetnd &teni nukleotidové sekvence po elektroforese. Vhodnym
. pfistrojem pro proces je naptiklad Perkin - Elmer Sequence robot
"CATALYST 800" a Perkin - Elwmer model 373A DNA sekvencer. UzZiti
této techniky umoZfiuje G&inné a bezpe&né urleni DNA nukleotidové
sekvence.

v souladu s tim je moZné -z takto urdené nukleotidové sekvence
DNA kodujici H a L fetézce CH11l, Vv konjunkci s daty sekvence pro
N-konec H a L Fet&zcu, urlit celou amlnokysellnovou sekvenci H a
L Yet&zcl CH1l.
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Regiony pracovnich ré&mecka (FR) jsou p¥itomny v raznych
regionech H a L Feté&zci imunoglobulind a slouZi k obklopeni a
separovéni CDR. V souladu s tim je zde o jeden FR vice ve
srovnéni s pottem CDR v kaZdém variabilnim regiOnu. "framework"
regiony také p¥ispivaji ke trojrozmérné struktute variabilniho
regionu, a tak se Glastni ve vazb® antigenu stabilizaci tercidlni
struktury regionu. Jako ilustrace terminologie aplikované na
kafdy FR a CDR ve varibilnim regionu je FRH_ "framework" region na
N-terminglnim konci variabilniho regionu H F¥eté&zce. Postupné&
smérem k C-termindlnimu konci jsou zde v p¥islufném poradi CDRH_
FRH_, CDRH,_,, FRH_, CDRH, a nokonec FRH_. Stejna nomenklatura je
pou¥ita na L Teté&zec, tak3e prvni "framework" region je oznaclen
FRLl,_atd.

Jak H, tak L Teté&zce imunoglobulini obsahuji variabilni a
konstantni region. Variabilni region je sloZen z CDR a, jak bylo
poséno vy¥e, jak H, tak L Yetézce maji t¥i CDR propojené mezi
sebou a doprovazené Sty¥mi "framework" regiony. Aminokyselinova
sekvence konstantnich regioni je stejnd, bez ohledu na rozpoznani
antigenu, a je p¥esn& oddé€lena pro H a L tetdzce a tak poskytuje
stejnou t¥idu imunoglobulind. Oproti tomu je aminokyselinova
sekvence variabilniho regionu, zejméma CDR, a je typicka pro
kaZdou protiléatku. Nicmén&, podle srovnavacich studii
aminokyselinovych sekvenci velkého po&tu protilétek, jak umisténi
CDR, tak délka "framework" sekvenci, které je spojuji, je prakticky
konstantni u podjednotek protildtky stejné podskupiny (Kabat,
E.A. et al., (1991), v "Sequence of Proteins of Immunological
Interes Vol. II": U.S. Department of Health and Human Services).
S touto znalosti je proto moZné ur&it umist&ni CDR, »framework"
regionli a konstantnich regioni kaZdého z H a L Fetézch CH1l
srovnanim uréené aminokysélinové sekvence se znamou
aminokyselinovou sekvenci.

Bude ztrejmé, ¥e "framework" regiony jsou ddle¥ité pro separaci
CDR a pro pomoc p¥i sterickém urdeni struktury variabilnich
regionli, ale Ze, pokud jsou tyto poZadavky splné&ny, neni aktualni
velikost a sekvence ka%dého "framework" regionu vyznamna pro
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p¥edkladany vynalez, cof je dano tim, Ze FR nejsou odpové&dné za
vazbu antigenu.V souladu s tim mife byt pro kazdy FR. pouZita
jakdkoliv vhodna aminokyselinova sekvence. Nicméné&, bylo
pozorovéno, Ze "framework" regiony jsou vieobecné p¥irozené
konzervovany, a z tohoto divodu obecn& preferujeme uchovani
regionli, které jsou bud’ 1dent1cké nebo t&sn& korespondujici k
t&m, které jsou nachézeny v CH1l (Yonehara et al., supra).

Atkoliv je délka Yet&zce "framework" regionu obecné& v podstaté
konservované, zejméma uvnit¥ imunoglobulinovych subtypt, bylo
stanoveno, Ze FRH , umist&ny na N-konci H Yetdzce miZe byt n&kdy
‘kratdi, neZ je pfedpoklédéno Tak misto 30 aminokyselin miZe byt
FRH_ zkrécen u mysSiho IgM na 13 aminokyselin a byla stanovena
mlnlmélnl délka 19 aminokyselin pro p 2a podtyp pro CH11 (Kabat
et al.). V souladu s tim miZe byt délka Yetézce »framework" regionu
v N-konci H Yetdzce v rozsahu 13 az 30 aminokyselin. Toto rozmezi
‘je preferované mezi 19 a 30 aminokyselinami a nejlépe je 30

- aminokyselin.

Obecn& bude jasné, Ze "framework" regiony v kaZdém konci
variabilniho regionu (FRH_a FRH_ Vv H Yetdzci) maji mensSi vyznam
ne? vmezerené "framework" regiony pfimo spojujici CDR (FRH a FRH
v H Yetdzci). V souladu s tim se mohou piripojené "framework"
regiony liZit o vice ne¥ asi 60% od normy dané pro dany typ
‘protilétky, zatimco vmezeiené "framework" regiony se mohou Vv délce
1i8it pouze Vv omezeném rozsahu, ktery je typicky pouze jedna
aminokyselina. V nékterych p¥ipadech ma¥e vést jakdkoliv variace
v délce k vyznamnému sniZeni G¢innosti a odbornik bude snadno
schopen stanovit pot¥ebné parametry pro jakgkoliv konstrukt

variabilniho regionu.

Je-1i ¥&douci konstruovat pozménénou sekvenci, ve které je
deletovana jakékoliv jedna nebo vice aminokyselin v
aminokyselinové sekvenci, pak maZe byt pouZita, napfiklad, metoda
kazetové mutace (Toshimitsu Kishimoto, nghin-Seikagaku Jikken
Kouza (New Biochemistry Experiment Series) II: Nucleic Acids III,
Recombinant DNA technology", str. 242 - 251).
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Jakakoliv vhodnd aminokyselinova sekvence miZe byt navazana na
C-termindlni konec obou variabilnich regionti, pokud neovlivmi
neptrizniv® schopnost vazby antigenu, pokud to neni z divodu jako
je tvorba prekursorové molekuly, nap¥iklad tvorba leader
sekvence.Obecn&, tam, kde je C-terminalni sekvence preferujeme,
aby korespondovala s 1idskym konstantnim regionem z vhodného H
nebo L Fetézce.

DNA p¥edklédaného vyndlezu mi¥e byt pripravena jakoukoliv
vhodnou metodou, jako je chemicka syntesa za pouziti konven&nich
metod, jako je fosfat - triesterovd metoda ( Hunkapiller, M. et
al., (1984), Nature, 310, 105 - 111; a Grantham, R., et al.,
(1981) Nucleic Acids Res. 9, r4a3 - r74). Razné kodony pro
aminokyseliny jsou dobfe znamé a jejich selekce miZe byt Gplné
svévolna, afkoliv je vieobecnd preferovéno pouZit selekci
zalo¥enou na frekvenci pouZiti kodond pro vybraného hostitele.
Je-1i vyuZita jind technika nez p¥imé chemickd syntesa, miZe byt
¥sdouci Castednd modifikovat kodony ziskané sekvence, a tohoto
miZe byt dosaZeno napiiklad mistn® ¥izenou mutagenesi (Mark,
D.F., et al., (1984), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 5662 -
5666) za pouZiti syntetickych oligonukleotidd s inkorporovanou
pozadovanou modifikaci jako' primert.

V predklidaném vyndlezu, kde je specifikovéno, Ze DNA mizZe
hybridizovat s jinou DNA, miZe byt toto stanoveno technikami v
oboru dob¥e znidmymi. Napfiklad pro stanoveni, jestli jista
sekvence hybridizuje s né&jakou jinou danou sekvenci, miZe byt
jedna nebo druh& sekvence oznacena nap¥iklad (a->2P)dCTP za
‘pouZiti metody ndhodného primeru (Feinberg A.P. a Vogelstein,
B.(1983), Anal. Biochem., 132, 6 - 13) nebo zafezovou (nick)
transla®ni metodou {(Maniatis, T., et al., (1982) v "Molecular
Cloning A Laboratory Manual" Cold Spring Harbor Laboratory, NY),
naptiklad. Jeden DNA feté&zec pouZity v hybridizafnim testu je
vhodn& adsorbovan na, nap¥iklad, nitrocelulosovou. membrénu nebo
nylonovou membrénu, a na ni imobilizovéan zah¥atim nebo UV

ozarenim za pou¥iti konvenénich metod. V jednom specifickém
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provedeni miZe pak membrana byt ponofena Vv prehybridizaénim
roztoku obsahujicim 6 x SSC, 5% (objem/ objem) Denhartdv roztok
a 0.1% (hmotnost/ objem) dodecyl sulfat sodny (SDS) a inkubovan
p¥i 55 °C po vice ne¥ 4 hodiny. Druhy, znaleny Yet&zec je pak
p¥idéan do prehybridizafniho roztoku do kone&né specifické
aktivity 1 x 10° cpm/ml a inkubovén p¥es noc p¥i 60 °C. Potom je
membrana promyta v 6 x SS8C p¥i pokojové teplot& p&tkriat po dobu
5 minut. Po dalfim promyti p¥i 57 °¢ po 20 minut je membrana
podrobena autoradiografii pro ur&eni toho, jestli hybridizace
prob&hla. Tak miZe byt p¥ipravena a izolovéna DNA hybridizujici
s DNA predklédaného vynalezu (Maniatis, T., et al., (1982)

v "Molecular Cloning A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor
Laboratory, NY).

Integrace takto ziskané DNA p¥edkladaného vynalezu do
expresniho vektoru umo¥fiuje transformaci prokaryotnich a
eukaryotnich hostitelskych bun&k. Takové expresni vektory budou
typicky obsahovat vhodné promotory, replika¢ni mista a sekvence

‘zahrnuté v genové expresi, kteréd umoZni expresi DNA Vv hostitelské

burice.

Vhodné prokaryotni hostitelské buiiky zahrnuji, nap¥iklad,
E.coli (Escherichia coli) a Bacilus subtilis. Aby byl exprivovan
pofadovany gen v takovém hostiteli, musi byt hostitelské buiiky
transformovany plasmidovym vektorem obsahujicim replikon odvozeny

" od druhu kompatibilniho s hostitelem, ktery typicky mé zdroj

replikace a promotorovou sekvenci jako je lac UV5. Vektory

preferované maji sekvence schopné ud&leni selekniho fenotypu

transformovanym buiikam.

Vhodnym kmenem E.coli je kmen JM109 odvozeny od E.coli K12.
Vhodné vektory zahrnuji pBR322 a pUC serie plasmidl. Vhodné

promotory zahrnuji laktosovy promotor (lac) a tryptofan laktosovy

promotor (trc). Obecn& bude jasné, Ze pfedklédany vyndlez neni
omezen na takové hostitele, vektory, promotory -atd., jak jsou zde
dolo¥eny p¥iklady a Ze muZe byt pouZit jakykoliv vhodny systém
podle potieby.
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Vhodnym preferovanym kmenem Bacillus subtilis je kmen 207-25,
a preferovanym vektorem je pTUB (Ohmura, K., et al., (1984),
- J.Biochem., 95, 87 - 93). Vhodnym promotorem je regulaéni
sekvence Bacillus subtilis o-amylasového genu. Je-1i to Z&douci,
miZe byt DNA sekvence kodujici signdlni peptidovou sekvenci
a-amylasy navézana na DNA p¥edklédaného vyndalezu, aby se
usnadnila extraceluldrni sekrece.

Vhodné eukaryotické hostitelské buiiky zahrnuji buiiky od
obratlovcd, kvasinek atd. Vhodné butiky od obratlovcd zahrnuiji,
nap¥iklad opi&i bunélnou linii COS (Gluzman, Y. (1981), Cell, 23,
175 - 182). Vhodné kvasinky zahrnuji Saccharomyces cerevisiae a
gchizosaccharomyces pombe.

Obecnd jsou poZadavky pro vhodné expresni vektory pro buiiky
obratlovcy tyto: promotor obvykle upstream od exprivovaného genu;
RNA spojovaci misto; polyadenyla&ni misto; a traskriptni
termindtorovou sekvenci atd. Je-1i to 2&douci mohou'déle
obsahovat zdroj replikace. Vhodnym plasmidem je pSV2dhfr
obsahujici SV40 promotor ( Subramani, S. et al., (1981) Mol. Cell
Biol., 1, 854 - 884).

Vhodnymi eukaryotickymi hostiteli jsou kvasinky, jako je
Saccharomyces cerevisiae, a vhodné expresni vektory pro kvasinky
zahrnuji pAH301, pAH82 a YEpS51. Vhodné vektory obsahuji,
napifiklad, promotor genu pro alkohol dehydrogenasu (Bennetzen,
J.L. a Hall B.D. (1982, J.Biol. Chenm., 257, 3018 - 3025) nebo
karboxupeptidasa Y GAL10 protmotor (Ichikawa, K. et al., (1993),
Biosci. Biotech. Biochem, 57,1686 - 1690) . Je-1i ti Zadouci miZe
byt DNA sekvence kodujici signalni peptidovou sekvenci
karboxypeptidasy Y p¥ipojena na exprivovanou DNA, aby se
usnadnila extraceluldrni sekrece.

vV p¥ipad&, Ze hostitelem je €OS, zahrnuji vhodné vektory SV40
zdroj replikace, umo¥#ujici autonomni rast, transkrip&ni
promotor, terminadni signdl transkripce a RNA spojovaci misto.
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Expresni vektory mohou byt pouzity pro transformaci bun&k
jakoukoliv vhodnou metodou, jako je DEAE-dextranova metoda
(Luthman, H., a Magnusson, G. (1983) Nucleic Acids Res., 11, 1295
- 1308), fosforelan vépenaty-DNA koprecipitatni metodou (Graham,
F.L. a van der Eb, A.J. (1973) Virology, 52, 456 - 457) a

metodou elektroporace elektrick?mi_pulsy (Neumann, E. et al.,
(1982) EMBO J. 1, 841 - 845) V preferovaném provedeni jsou COS
kotransfektovény dvéma separatnimi expresnimi vektory - jednim
obsahujicim DNA kodujici protein obsahujici variabilni region H
Yetdzce CH11 a jednim obsahujicim DNA kodujici protein obsahujici
variabilni region L Yet&zce CH1l, a tyto vektory jsou
exprivovany simulténné& za vzniku rekombinantni protilatky proti
lidskému Fas.

Transformanty predklédaného vynélezu mohou byt kultivovany za
pouziti konven&nich metod, kde je poiadovan? protein exprivovan
bud intra, nebo extracelularnéd. vhodna kultivadni media zahrnuji
razna obecnd uzivana media, a budou obecné& vybrédna podle
vybraného hostitele. Nap¥iklad, vhodné medium pro COS buiiky
zahrnuje RPMI-1640 a Dulbekovo Modifikované Eaglovo Minimalni
esencidlni medium, které miuZe byt doplnéno, je-1li to zadouci,
fetalnim hov&zim sérem (FBS). Teplota kultivace miZe byt
jakékoliv teplota, kters nesnifuje vyznamné schopnost bunék
gyntetizovat proteiny, a preferované je v rozmezi od 32 do 42 °C,
zejméma pro savei buriky. Je-1i to ¥4douci, muZe byt kultivace
provedena v atmosfete obsahujici 1 aZ 10% (objem/objem) oxidu
uhli&itého.

Protein exprivovany transformanty p¥edkladaného vyndlezu maZe
byt izolovan a purifikovan riznymi dobte znamymi metodamy
separace podle toho, jestli je protein. exprivovan intra- nebo
extra- celuldrn& a s ohledem na. fyzikéalni a chemické vlastnosti
proteinu. Vhodné specifické metody separace zahrnuji: oSet¥eni
obecn® ufivanym precipita&nim ¢inidlem pro proteiny; riizné
metody chromatografie jako je ultrafiltrace, chromatografie na
molekuldrni sitce (gelova filtrace), adsorpéni chromatografie,
iontova vymé&nna chromatografie, afinitni chromatografie a vysoko-
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tlakovd kapalinovd chromatografie (HPLC); dialysu; a jejich
kombinace

U%itim metod posanych vySe miZe byt poZadovany protein snadno
ziskén ve znadném vyt&%ku a vysoké &istot&. Protilatka
produkovand v preferovaném provedeni miZe postradat J Tetézec,

- jestliZe zde neni ¥4dny extra plasmid kodujici J fetézec. V
takovém pripadd jsme stanovili, %e vysledné heterodimery H a L
Yetdzcl maji cytotoxicitu asi p&tkrét vyS88i neZ CH1l.

- Specifickd vazebnd aktivita proteini pfedkladaného vyndlezu
k Fas antigenu miZe byt ur&ena, napf¥iklad, enzym vazanou
imunosorbentni zkoufkou (ELISA) V jednom specifickém provedeni
ELISA je Fas antigen imobilizovén na dné& jamek 96 jamkového pléatu
" a testovany protein je zaveden do jamek, kde jsou potom buiiky
promyty kvili odstranéni nenavazaného proteinu. Po promyti jsou
buiiky vystaveny enzymem znaené protilatce speifické pro protein,
nap¥iklad pro jeho konstantni region. Bullky jsou pak promyty
znovu, a jakdkoliv zna&ka zbyvajici v jamce je detekovana. cDNA
kodujici pro lidsky Fas antigen byla dfive popsana a metoda pro
zavedeni cDNA do zvifecich bundk pro jeji expresi je také znama
(Itoh, N., et al., (1991) Cell, 66, 233 - 243). Antigen pro
pouZiti ve vySe uvedené ELISA metodé miZe byt ziskan ze
supernatantu kultury bunék, které byly transformovany expresnim
vektorem obsahujicim gen kodujici fusni protein obsahujici
extraceluldrni region lidského Fas antigenu a extraceluldrni
region my%iho receptoru pro interleukin 3, jak popisuje itoh
(vyse) .

Cytotoxicita proteint ptedkl&daného vynalezu miZe byt
stanovena naptriklad kultivovénim bunék exprivujicich Fas
(naptiklad lidskych lymfocytd bun&fné linie HPB-ALL (Morikawa, S.
et al., (1978), Int. J.Cancer, 21,166 - 170) a Jurkat (American
Type Culture &. TIB - 152) v mediu , do kterého byl nebo bude
p¥idan testovaci vzorek, a ur&enim stupn& p¥eZiti MTT zkou#kou
(Green, L. M., et al., (1984) J. Immunological Methods, 70, 257 -
268) .
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Za pouZiti DNA predklé&daného vyndlezu miZe byt konstruovana
chimerickd my$i protilatka, kde je konstantni region nahrazen
konstantnim regionem lidského imunoglobulinu (Morrison, S.L., et
al., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851 - 6855).

Podobné& je moZné konstruovat Fv frakci slofenou v podstaté
pouze z variabilnich regiond H a L Yet&zcl, kde touto je
jednotlivy Fet&zec Fv (scFv) (Huston, J.S. et al., (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879 a dale), kde jsou H a L fetézec
spojeny flexibilnim peptidem.

Tak, v souladu s predkladanym vyndlezem, miZe byt produkovana
protiléatka proti Fas, kteri ma redukovanou imunogenicitu u 1idi,
konstrukci humanizované protilatky obsahujici konstantni region
1lidské protilétky s CDR mySi protilatky proti lidskému Fas
(Jones, P.T. et al., (1986) Nature, 321, 522 - 525) .

predkladany vynalez také poskytuje metodu a terapeutické
kompozice pro léZbu p¥iznakd uvedenych vySe. Takové kompozice
typicky obsahuji terapeuticky efektivni mnoZstvi proteinu
p¥edkladaného vynalezu ve sm&si s farmaceuticky akceptovatelnym
nosidem. Kompozice miZe byt podana jakymkoliv vhodnym zpusobem,
jako je parenterdlni, intravenosni, subkutdnni, nebo lokdlni
pod4ni. Zejména tam, kde jsou 1é6¢eny lokdlni p¥iznaky, je
preferovano co nejbli%si podéni proteinu do tohoto mista.
Nap¥iklad, vaZna revmaticka bolest miZe byt pocitovana na velkych
kloubech, a protein mife byt podan v takovém mist&. Systémové
podany protein tohoto vyndlezu je vyhodné podat ve formé
apyrogeniho,‘terapeuticky,-zejméma parenteralné, akceptovatelného
vodného roztoku. P¥iprava takového farmaceuticky akceptovatelného
proteinového roztoku s ohledem na aspekty jako je pH,
izotonicita, stabilita a podobn&, je odbornikim dobfe znama.
Navic, kompozice p¥edklédaného vynalezu mohou zahrnovat dal$i
prisady jak je uznano za vhodné, jako jsou retardanty bunéného
ristu nebo jiné medikamenty.
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Davkovaci reZim pro rlizné p¥iznaky léfené proteiny
p¥edkladaného vyndlezu bude odbornikim jasny, s ohledem na ruzné
faktory, jako je celkovy stav, té&lesnd hmotnost, pohlavi a dieta

pacienta, z&vaZnost jakychkoliv p¥iznakl, ¢as, poZadavek

opakované 1léc¢by, stejn& jako jiné vhodné klinické faktory.
V8eobecné& by denni davka méla byt v rozsahu 1 - 1000 ug proteinu
na kilogram t&lesné hmotnosti.

Vyndlez bude nyni vysvétlen detailné&ji s odkazem na
nasledujici P¥iklady, které jsou ilustrativni, nikoliv omezujici,
pro p¥edkladany vynélez. Jakékoliv metody, pTripravy roztokd a
podobn&, které nejsou specificky definovény, mohou byt nalezeny v
"Molecular Cloning - A Laboratory Handbook" (vySe). VSechny
roztoky jsou vodné a jsou vyrobeny ve sterilni, deionizované
vodé, pokud neni jinak specifikovano.

P¥iklad 1
Klonovani DNA kodujici variabilni region my$i monoklondlni
protilatky CH1l proti lidskému Fas antigenu

(1-1) P¥iprava poly{(A)™ RNA

Celkova RNA byla pFipravena z CH11l produkujicich hybridomi
(ziskanych od Yonehara, vySe) v souladu s metodou popsanou
Chirgwinem a spolupracovniky (viz Chirgwin, J,M,, et al., (1979)
Biochemistry 18, 5294). Specificky byl CH11l produkujici hybridom
(viz Yonehara , S. et al., (1994) International Immunology 6,1849
- 1856) kultivovan v ASF104 mediu (Ajinomoto) obsahujicim 10%
(objem/objem) fetdlni hové&zi sérum (Gibco). P¥ibli¥n& 6.7 x 10°
bunék bylo ziské&no centrifugaci a supernatant byl odloZen.
Vysledné pelety bunék pak byly okamZzit& smichany s 60 ml 4M
roztoku guanidin thiokyanatu {(Fluka). Builtky ve vzniklé suspensi
byly nasledné€ lysovany aspiraci bunécéné suspense injekdéni
st¥ikalkou vybavenou jehlou &islo 21 t¥i krit. Takto ziskany
buné&¢ny lysat byl navrstven 3 ml 5.7 M chloridu cesia/ 0.1
M roztok EDTA (pH 7.5) v ultracentrifugalni tubé& (13PA:Hitachi
Koki) a tuba pak byla odst¥edéna na Hitachi RPS-40T Rotor (i3PA
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tuba, 150000 x g p¥i 20 °C po 18 hodin) pro precipitaci RNA.
Precipitovand RNA byla rozpu$téna ve vodé€, extrahovdna pomoci
chloroform/1-butanol (4 : 1, objem/objem) a potom reprecipitovéna
100% etanolem.

Poly(A)* RNA byla pak purifikovéna z celkové, vysledné RNA
ptipravené vyfe, b&Znymi metodami (Maniatis, T. et al., (1988)
"Molecular cloning: A Laboratory Manual", (2.edice), Cold Spring
Harbor Lab., 7.26 - 7.28). Presn&ji, polyesterovd kolona pro
jedno pouZiti (prim&r 0.7 cm) byla napln&na 100 mg oligo 4T
celulosy (Pharmacia, Typ 7). Kolona byla ekvilibrovéna zavadécim
pufrem, obsahujicim 20 mM tris- chlorovodikové kyseliny (pH 7.6),
0.5 M chloridu sodného, 1 mM ethylendiamin tetraacetatu (EDTA) a
0.1% (hmotnost/ objem) dodecylsulfatu sodného (SDS). Celkova RNA
(pfibli¥né& 1.2 mg) pak byla rozpuité&na v celkovém objemu 400 pul
vody zah¥&tim na 65 °C po 5 minut, a pak bylo do roztoku pridano
400 pl zavad&ciho pufru (vyrobeného ve dvakrat vySSi
koncentraci) . Vyslednd sm&s byla ochlazena na pokojovou teplotu a
pak nalita do kolony. Frakce, kterd proSla kolonou byla odebréna,
zah¥ata na 65 °C po dalsich 5 minut, a pak nalita zpét do kolony.

Kolona byla poté znovu promyta 10 ml zavadéciho pufru, a pak
znovu promyta 5 ml zavadéciho pufru obsahujiciho 0.1 M chlorid
sodn§ pro odstrandni neadsorbovanych latek a také nespecifickych
adsorbovanych latek. Ndsledné& bylo do kolony nalito 5 ml elu¢niho
pufru (10 mM tris-chlorovodikové kyseliny (pH 7.5), 1 mM EDTA
a 0.05% (hmotnost/objem) SDS), aby se vyluhoval adsorbent.
Vysledny eludt byl odebrén ve frakcich o 200 pl. T¥eti a ctvrtad
200 pl eludni frakce (celkem 400 pl) byly zkombinovany a smichény
S 40 pl 3 M octanu sodného (pH 4.0) a 1 ml ethanolu. Vyslednd
sm&s byla uskladnéna p¥i - 20 °C p¥es noc. DalS8i den byla smé&s
odst¥ed&na na centrifuse (10000 x g, 4 °C po 10 minut) pro
ziskdni pelet. Tyto pelety byly uZity jako poly(A) *RNA vzorky
a byly uskladné&ny p¥i -80 °C aZ do doby pouZiti.

(1 - 2) Klonovani DNA kodujici variabilni region
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cDNA fragmenty pro variabilni regiony H fet&zce a L Ffet&zce
my$iho anti-Fas antigenu (CH11) byla klonovéna RT-PCR, ktera
kombinue reversni transkripci (uZitim reversni transkriptéasy -
RT) s polymerasovou ¥et&zovou reakci (PCR). Kombinace té&chto
technik umoZfuje specifickou amplifikaci poZadované sekvence z
poly (A) *RNA vzorku odvozeného od CH11 prodikujicich hybridomi
pripravenych v (1 - 1).

Dva sety primerd pro RT-PCR reakci byly vybrany z Ig-Primer
Set (Novagen) . MngVHS‘—B a MuigMv_3"-1 byly pouZity pro
- amplifikaci regionu H ¥Yeté&zce, zatimco MuIgkV 5~ a MuIgMVv _37-1
byly pouZity pro amplifikaci regionu L ¥Yet&zce. RT-PCR reakce
byly provedeny za pouZiti jak setu primert pro H ¥et&zec, tak
setu primerd pro L Fetézec.

a) Reakce s reversni transkriptasou

Reak&ni roztok reversni transkriptasi (44 pl) byla
provedena nésledovné. 10 mM tris—kyéeliny chlorovodikové (pH
8.3), 50 mM chloridu draselného, 0.1 mM dATP, 0.1 mM 4GTP, 0.1 mM
dCcTP, 0.1 mM 4TTP, 1.5 mM chloridu hofe¢natého, 2.5 pmol primeru
3 -konce H Fetdzce nebo L Fet&zce, 50 ng poly(A) *RNA piipravené v
(1.1) a 20 jednotek reversni transkriptasy (BIOCHEMICAL KOGYO
CO., LTD) odvozené od Moloney viru mySi leukemie (MMLV) bylo
smichano a vyslednd sm&s byla inkubovéna p¥i 42 °C po jednu
hodinu.

b) Amplifikace pomoci PCR

Reak&ni roztok reversni transkriptdsi pripraveny v a) byl
smichln s 25 pmol primeru 5 -konce H Fet&zce nebo L fetézce,
podle potfeby, s 5 jednotkami Tag DNA polymerasy (ampliTaq DNA
polymerasa ziskand od Perkin Elmer, Japan) do kone&ného objemu
100 pul reak&niho pufru dodaného s kitem (pufr a roztok pro enzymy
je dodén s kitem, neni-1i jinak uvedeno). Kompletni vysledna
reakéni sm&s byla zah¥ata na 94 °C po 2 minuty, a pak podrobena
tepelnému cyklu 94 °C po jednu minutu, 50 °C po jednu minutu a 72
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°C po 2 minuty. Tento cyklus se opakoval 30 krat. Roztok pak byl
udrZovan p¥i 72 °C po dalSich 10 minut. Amplifikadni genovy PCR
systém 9600 (Perkin Elmer, Japan) byl pouZit ke kontrole reakéni
teploty ve vSech PCR reakcich.

c) Zkou$ka PCR produktu

C4st PCR reak&ni sm&sy pripravené v b) byla analyzovéna
gelovou elektroforesou na 1.5% (hmotnost/objem) agarosovém gelu
(FMC Bioproducts) . Produkt PCR reakci ka?dého H a L Fet&zce byl
ziskdn jako prouZek okolo 430 bp. Velikost prouZku byla hodnocena
srovndnim s markery molekuldrni hmotnosti, které byly také
podrobeny elektroforese na stejném gelu.

d) Klonovani PCR produktu

Kazdy PCR produkt ziskany v b) byl ligovan do jednotlivych
plasmidovych vektoru za uZiti origindlniho TA klomujiciho kitu
(Invitrogen) . P¥esné&ji, 50 ng pCRII vektoru a &ty¥i jednotky T4
DNA ligasy (oboje obsaZeno v kitu) byly pt*idany do pufru ligasové
reakce (6 mM tris-chlorovodikova kyselina (pH 7.5), 6 mM chlorid
ho¥e&naty, 5 mM chlorid sodny, 7 mM - merkaptoethanol, 0.1 mM
ATP, 2 mM dithiothreitol (DDT), 0.1 mM spermidin a 0.1 mg/kg
hovézi sérovy albumin). Pufr ligasové reakce také obsahoval &ast
PCR reak’ni smé&sy, ktera byla vybrana tak, aby obsahovala
p¥ibliZné& 10 ng poZadovaného PCR produktu, jak bylo urceno
.gelovou elektroforesou v c¢) vySe. Vyslednad smé&s byla inkubovéna
p¥i 14 °C po 15 hodin.

Potom byly 2 ul ligasové reak¢éni smésy smiseny s 50 pul E.coli
kmenu TOP10F~ (obsaZeném v kitu), ktery byl p¥ed tim udé€lan
kompetentnim p¥idé&nim 2 gl 0.5 M R- merkaptoethanolu. Vysledna
transformadni smé&s byla umisténa na ledu po 30 minut, zah¥ata p¥i
42 °C po 30 sekund a znovu umisté&na na ledu po dobu dal$ich dvou
minut. Po této dobé bylo do smési p¥iddno 500 pul SOC media (2%
(hmotnost/ objem) trypton, 0.5% (hmotnost/ objem) extrakt
kvasinek, 0.05% (hmotnost/ objem) chlorid sodny, 2.5 mM chlorid
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draselny, 1 mM chlorid ho¥ednaty, 20 mM glukosa) a vysledna sm&s
byla kultivovana p¥i rota&nim michdni po 1 hodinu (37 °C, 110
rpm) . Vyslednd kultura byla pak umisténa na platy L-bujonového
agarového media (1% (hmotnost/ objem) trypton, 0.5%

(hmotnost/ objem) extrakt kvasinek, 0.5% (hmotnost/ objem)
chlorid sodny, 0.1% (hmotnost/ objem) glukosa, 0.6% (hmotnost/
"objem) Bacto Agar (Difco)) obsahujici 100 pg/ml ampicilinu a
platy byly kultivovany p¥i 37 °C p¥es noc bez michéni.

Ampicilin resistentni kolonie generované timto postupem byly
selektovaény a sefkrabdny platinovymi hroty. Buillky 2z vybranych
kolonii byly separ&tné& kultivovany v 5 ml L-bujonového media
obsahujiciho 100 pg/ml ampicilinu p¥i 37 °C ptes noc. Kultury
byly pak centrifugovany p¥i pro peletovani buné&k a byla
pripravena plasmidovd DNA z bun&k za pouZiti metody alkalické
lysy (Maniatis, T. et al., vySe).Byl ziskén plasmid pro Ha L
sety primerd, a tyto byly oznafeny pVH4 (plasmid obsahujici
fragment amplifikovany uZitim setu primeri H Feté&zce) a pVLS
(plasmid obsahujici fragment amplifikovany uZitim setu primerl
L Yetd&zce).

Priklad 2

Uréeni aminokyselinové sekvence a nukleotidové sekvence
variabilnich regioni CH11

(2 - 1) Urleni N termindlni aminokyselinové sekvence
variabilnich regioni H ¥Yeté&zce a L Feté&zce CHl1l

a) Priprava CH1ll

CH11 produkujici hybridom (viz p¥iklad 1) byl kultivovéan
.do poétu bun&k 2 x 10° v ASF 104 mediu (Ajinomoto)
obsahujicim 10% (objem/objem) hovézi sérum (Gibco), a tyto
pfipravené bufiky pak byly kultivovany v 50 ml sérum prostého
ASF 104 meia p¥i 37 °C po 5 dni. Po této dob& byla kultura
centrifugovadna (Tommy Seiko &.4 rotor, 15000 x g, 4 °C po 15
minut) a supernatant byl odebrén. CH11l byl ziskan ze




28

supernatantu kultury za pouZiti E-Z-Sep protilatkového
purifika¢niho kitu (Pharmacia Biotech) .

b) C&st purifikovaného CH11, korespondujici 100 pl
supernatantu p¥ipraveném v a), byla p¥idana k 10 pl 100 mM
tris kyselina chlorovodikova pufru (pH 6.8) obsahujiciho 10%
(objem/objem) R-merkaptoethanol a 4% (hmotnost/objem) SDS.
V¥slednd sm&s byla denaturovéna zah¥dtim na 95 °C po 5
minut. Denaturovany vzorek pak byl podroben elektroforese na
12% (hmotnost/objem) polyakrylamidovém gelu. Po
elektroforese byl gel ponofen do transferového pufru (25 mM
tris kyseliny borité (pH 9.5), 10% methanol (objem/ocbjem) a
michén p¥i pokojové teplot& po 15 minut. Proteinové prouky
na gelu byly potom transferovany do polivinyliden
difluoridové (PVDF) membrany (Nippon Millipore Ltd.) za
pouziti pfistroje pro "semidrive blotting" (Iwaki Glass Co.,
Ltd) p¥i konstantnim proudu 0.2 A p¥i 4 °C po 1 hodinu. Po
této dob& byla PVDF membréna barvena 0.% (hmotnost/objem)
Coomagsie Brilliant Blue roztokem a odbarvena 100%
methanolem. Byla pozorovédny pouze dv& hlavni proteinova
znameni, kterd korespondovala H Yet&zci a L Petdzci.
Proteinova znameni byla excidovédna a gel, ktery je
obsahoval, byl suSen p¥i pokojové teploté.

¢) Aminokyselinovd sekvence proteinl transferovanych do
PVDF membrény v b) byla analyzovana za pouZziti sekvenceru
proteind plynné féze (PPSQ-10, Shimadzu Corporation) za
pouziti automatické Edmanovi metody (viz Edman, P. et al.,
(1967), Eur. J. Biochem. 1,80 a dile). N-termindlni
aminokyselinova sekvence variabilniho regionu H Yetézce CH11
a N-termindlni aminokyselinovi sekvence L Yet&zce tak byly
ur¢eny a jsou ukdzény v SEQ ID NO. 13 a 14 seznamu sekvenci,
v prislusném poifadi.

(2-2) Urcleni DNA nukleotidové sekvence

Celkova nukleotidova sekvence cDNA kodujici variabilni
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regiony H a L Yet&zce CH1l byla urcena sekvencovanim
insertil v plasmidech pVH4 a pVL8 v prislusném poradi
(p¥ipravenych v P¥ikladu 1) .

pCRII vektor mé& SP6 promotorovou sekvenci a T7
promotorovou sekvenci a tyto obklopuji insertovanou cDNA a
tak umoZiiuji urleni sekvence insertd pVH4 a pVL8 pomoci
oligonukleotidovych primerd (Perkin Elmer, Japan)
korespondujicich k sekvencim. Vzorky pro sekven&ni analyzu
byly pfipraveny za pomoci t&chto primerd a barveny primer
cyklickych-sekven&nich kitd (Perkin Elmer, Japan) .
Plasmidovd DNA z plasmidi pVH4 a pVL8 byla pouZita jako
templat. Sekvence ka%dého cDNA insertu byla uréena za
pou¥iti DNA sekvenceru (Model 373, Perkin Elmer, Japan). cDNA
nukleotidova sekvence variabilniho regionu H Fetézce je
ukdzéna jako SEQ ID NO. 15 a cDNA nukleotidova sekvence
variabilniho regionu L Fet&zce je ukédzéna jako SEQ ID NO.
16.

N-termindlni aminokyselinova sekvence H Yeté&zce CH11,
representovand aminokyselinami ¢. 1 a¥ 15 SEQ ID NO. 13 v
seznamu sekvenci koresponduje kompletné s aminokyselinovou
sekvenci kodovanou nukleotidy &. 32 a%Z 76 SEQ ID NO. 15.
Proto bylo odvozeno, Ze plasmid pVH4 obsahuje DNA kodujici
variabilni region H Yeté&zce CH1l.

N-termindlni aminokyselinova sekvence L Yet&zce CH11,
representovand aminokyselinami &. 1 aZ 21 SEQ ID NO. 14 v
seznamu sekvenci koresponduje kompletné& s aminokyselinovou
sekvenci kodovanou nukleotidy &. 29 .a%Z 91 SEQ ID NO. 16.
Proto bylo odvozeno, Ze plasmid pVL8 obsahuje DNA kodujici
variabilni region L ¥etézce CH1l.

Pr¥iklad 3

Klonovani DNA kodujici kompletni H Feté&zec, L ¥etézec a J
fetézec CH11
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(3-1) P¥iprava cDNA knihovny

¢DNA knihovna byla p¥ipravena metodou podle Okayama-Berga
(Okayama, H. et al., (1987), Methods in Enzymology 154, 3 -
28) . Presné&ji, 5 ug poly(A)*RNA jak bylo p¥ipraveno v
p¥ikladu 1-1 (a) z CH11l produkujicich hybridomd bylo p¥idano
ke 30 pl reakéni smési (50 mM tris kyseliny chlorovodikové
(pH 8.3), 6 mM chloridu hofe&natého, 40 mM cloridu
- draselného, 2 mM dATP, 2 mM 4GTP, 2 mM 4CTP, 2 mM 4TTP, 2 ug
vektorového primeru (3~ -oligo(dT)-vazany.pcDV-1) (Pharmacia)
obsahujici 75 jednotek reversni transkriptésy (Seikagaku
Kogyo, Co. Ltd.) odvozené od viru ptafi meyloblastosy (AMV).
Vyslednd smés byla inkubovéna p¥i 37 °C po 30 minut.

Po této dob& byl do reakéni smésy pridan ekvivalentni
objem fenol - chloroformu (1 :1, {(objem/objem)) a sm&s byla
dikladné promichéna. Vyslednd smé&s byla centrifugovéna
(10000 x g, pokojova teplota, 5 minut) a byla odebrédna vodna
vrstva (tento postup extrakce fenol - chloroformem a
odebrani vodného supernatantu je zde dale oznalovana jako
"fenol - chloroformova extrakce"). Do vzniklé vodné vrstvy
bylo p¥idano 35 pl 4 M octanu amonného a 140 pl ethanolu, a
vyslednd sm&s byla ochlazena na -70 °C po 15 minut, a pak
centrifugovéna (1000 x g, 4 °C, 15 minut). Pelety byly
promyty 75% {(objem/objem) roztokem ethanolu a pak suSeny za
redukovaného tlaku.

SuSeny precipitédt byla pak rozpultén ve 13 pl destilované
vody a bylo p¥idéno 5.6 ul reak&ni smésy termindlni
transferasy (140 mM kakodyl&t sodny, 30 mM tris - kyseliny
chlorovodikové, (pH 6.8), 1 mM chlorid kobaltu, 0.5 mM Dtt,
0.3 pg polyadenylové kyseliny (polyA, Pharmacia), 0.2 mM
dCTP) a vyslend reak&ni sm&s byla inkubovéna p¥i 37 °C po 5
minut. Potom byla pridéna termindlni deoxynukleotidyl
transferasa (21 jednotek, Pharmacia) v souladu s instrukcemi
dodavatele, a reakci bylo umoZnéno probihat 5 minut. Reak&ni
smé&s pak byla podrobena fenol - chloroformové extrakci.
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Potom bylo do odebrané vodné vrstvy p¥idano 20 pul octanu
amoného a 80 pul ethanolu a smés byla ochlazena na -70 °C po
15 minut, pak centrifugovéna (10000 x g pf¥i 4 °C po 15
‘minut) . Pelety byly promyty 75% (objem/objem) roztokem
ethanolu a suSeny za redukovaného tlaku.

DNA precipitat ziskany timto zptisobem byl rozpusitén ve 30
pl reak®ni sm&si (10 wM tris - kyseliny chlorovodikové (pH
7.5), 60 mM chloridu sodného, 7 mM chloridu ho¥e&natého) a k
vyslednému roztoku bylo p¥idamo 30 jednotek restrik&éniho
enzymu HindIII. Obecné, tam, kde je pouZit restrik&ni enzym,
ale neni specifikovan pufr, pak je pouZitym pufrem pufr
dodany s enzymem. V p¥ipad®, ¥e je DNA travena dvéma enzymy,
je traveni provedeno dvéma enzymy sekvenén&. Po prvnim
tréveni je DNA precipitovéna, resuspendovana a travena
druhym enzymem. Precipita®ni techniky a techniky
resuspendace jsou v oboru dob¥e znadmé (Maniatis et al.,
vySe) . VSechny restrikéni enzymy a pufry v pfedloZenych
p¥ikladech byly dodény Takara Schuzo.

DNA byla travena p¥i 37 °C pfes noc ve trédvicim roztoku.
Néaslednd byla reak&ni sm&s podrobena fenol - chloroformoveé
extrakci. Potom bylo do odebrané vodné vrstvy p¥idano 35 pul
4 M octanu amoného a 140 pl ethanolu a smé&s byla ochlazena
na -70 °C po 15 minut. Pak byla smés centrifugovana (10000
x g p¥i 4 °C po 15 minut) pro precipitaci DNA a vzniklé
pelety byly promyty 75% (objem/objem) roztokem ethanolu
a suleny za redukovaného tlaku. Takto p¥ipravena
precipitovand DNA byla pouZita jako CDNA vzorek v
nasledujicich procedurach.

Paraleln& byla travena plasmidovéd DNA vektoru pcDL-SRa296
(Takebe, Y. et al., (1989), "JIKKEN IGAKU (Experimental
medicine)" 7, str. 95 - 99) restrikénim enzymem PstI.
Produkt traveni byl ofet¥en dGTP terminalni deoxynukleotidyl
transferasou (Pharmacia), aby byl p¥idén oligo 4G na 3~
termindlni konec, jak je popséano dale:
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pcDL-SR0296 DNA (100 pg, v 50 pl) byla p¥idéna do 10 pl
10x pufru termindlni deoxynukleotidyl transferasy (1x pufr:
1.4 M kakodylat sodny, 0.3 M Tris-HCl, (pH 7.6), 10 pul DTT
(1 mM), 20 p1 0.1 mM *H-dGTP (Dupont) a 10 pl termindlni
transferasa (210 IU, Pharmacia)). Sm&s byla inkubovéna po 40
minut p¥i 37 °C a pak smisena se stejnym objemem fenolu
saturovaného TE pufrem. Po ustéti byla odebr&na vodna vrstva
a byla podrobena fenol - chloroformové extrakci. Poté, co
‘prob&hla jak fenolova, tak fenol - chloroformova extrakce
byla DNA precipitovana za pouziti ethanolu a resuspendovana
v 50 pl TE pufru.

Celkové precipitovand DNA byla travena restrikénim
enzymem HindIII a produkty traveni byly separovany gelovou
elektroforesou na 1.8% (hmotnost/objem) agarosovém gelu. Z
gelu byl excidovan prouZek 800 bp, a byl extrahovan z gelu
za pou¥iti GENECLEAN kitu (Funakoshi) podle instrukci
virobce. V§slednd DNA byla rozpuSténa v 100 pl TE pufru a
bylo p¥iddno 100 ul ethanolu. Konedna koncentrace DNA byla
0.09 pg/pl.

V§sledny produkt poskytl linker-DNA, ve které byl oligo
(dG) p¥ipojen na SRa promotor (Obr.1).

Precipitovany, suSeny cDNA vzorek, pripraveny vySe, byl
rozpu&tén ve 10 pl TE pufru (10 mM tris - kyseliny
chlorovodikové (pH 7.5), 1 mM EDTA) . Cést vzniklého roztoku
(1 pl) byla p¥idana do reakéniho pufru (10 mM tris -
kyseliny chlorovodikové (pH 7.5), 1 mM EDTA, 100 mMchloridu
' sodného) obsahujiciho 0.08 pmol linker-DNA p¥ipravené
vySe. Vyslednd sm&s byla zah¥ata na 65 °C po 5 minut a pak
inkubovdna p¥i 42 °C po 30 minut. Potom bylo p¥iana do
reak&ni sm&sy 10 pl 10x ligasového pufru (10 mM ATP, 660 mM
tris - kyseliny chlorovodikové (pH 7.5), 66 mM chloridu
hore&natého, 100 mM DTT), 76 pl destilované vody a 1 pl 10 m
M 8-nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD, Boehringer
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Mannheim) a vyslednd sm&s byla ochlazena na ledu po 10
minut. E.coli DNA ligasa (8.4 ug ekvivalent, Pharmacia) pak
byla p¥idéna do ochlazené reakni smési, a tato byla potom
inkubovéna p¥i 12 °C pf¥es noc.

Po této inkubaci bylo do reak&ni smésy pfidéno 2 pl
roztoku nukleotidd (2 mM dATP, 2 mM 4CTP, 2 mM dGTP, 2 mM
dTTP), 0.5 pl 10 wmM NAD, 42 ug ekvivalentu E.coli DNA ligasy
(Pharmacia), 4.1 jednotek DNA polymerasy I (Pharmacia), a
5.5 jednotek ribonukleasy H (Pharmacia). Vysledna smés pak
byla inkubovéna p¥i 12 °C po jednu hodinu a pak p¥i 22 °C po
dalsi hodinu. cDNA knihovna p¥ipravend timto zpusobem byla
uskladndna p¥i -20 °C a¥ do okamZiku pot¥eby.

(3 -~ 2) Klonovani prostfednictvim PCR

a) P¥iprava primeru

V p¥ipad® H Yet&zce byla aminokyselinova sekvence
variabilniho regionu H Yetdzce CH1l1l, jak je urlena v
p¥ikladu 2, srovndna s databdsi aminokyselinov§ych sekvenci
protilédtek p¥ipravenou Kabatem et al., (viz Kabat, E.A., et
al., (1991) v "Sequences of Proteins of Immunological
Interes Vol,II", U.S. Department of Haelth and Human
Serices). Bylo stanoveno, %e H Fet&zec (p Yet&zec) CH11l byl
podt¥idou t¥idy 2A. Proto byl oligonukleotidovy primer
‘syntetizovén tak, aby mohl hybridizovat s gasti 5 - non.
translatovaného regionu DNA kodujici my$i H Teté&zec,
podt¥idu 2a. Vybrany oligonukleotidovy primer mé&l sekvenci:
5. CTAAGCGGAATTCCGCCTCTC CTCAGACACT GAA-3~ (H5-1; SEQ ID
NO17 seznamu sekvenci).

Oligonukleotidovy primer byl také projektovan tak, aby
mohl hybridizovat s &asti 3~ non-translatovaného regionu
CH11 H fetdzce. Projektovani oligonukleotidu bylo zaloZeno
na nukleotidové sekvenci DNA kodujici M Feté&zec konstantniho
regionu my$iho imunoglobulinu popsané Goldbergem et al.

(viz. Goldberg, I.G. et al., (1981), Gene 15, 33 - 42) a
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vybranéd sekvence byla: 57 - TTTTACTCTA GAGACCCAAG
GCCTGCCTGGTTGA-3~ (H3-1; SEQ ID NO. 18 seznamu sekvenci) .

Pro L tet&zec byla aminokyselinova sekvence variabilniho
regionu L fetdzce CH11l, jak je urlena v Pfikladu 2, srovnana
s databési aminokyselinov{ch sekvenci protilédtek p¥ipravenou
Kabatem a spolupracovniky, vySe. Bylo stanoveno, Ze
L Pet&zec CH11 byl podt¥idou k2. Proto byl oligonukleotidovy
primer projektovén tak, aby mohl hybridizovat s ¢asti 57 -
termindlniho, non-translatovaného regionu DNA kodujici mysSi
L Yet&zec, podt¥idu k2. Vybrany oligonukleotidovy primer m&1
sekvenci: 5> - AAATAGGAAT TCCAGTCTCC TCAGGCTGTC TCC-3°
(L5-1; SEQ ID NO.19 seznamu sekvenci).

Oligonukleotidovy primer byl také projektovan tak, aby
mohl hybridizovat s &sti 3~ non-translatovaného regionu.
Projektovéni oligonukleotidu bylo zaloZeno na nukleotidové
sekvenci DNA kodujici k Yet&zec konstantniho regionu
registrovaného pod registraénim jménem MUSIGB1L1 (p¥irastek
&. D14630) . Sekvence byla: 5 - ATGATCTCTA
GAGTGGTGGCATCTCAGGAC CT-3~ (L3-1; SEQ ID NO. 20 seznamu
sekvenci) .

V p¥ipadé J Yet&zce neni %adny variabilni region a jak
sekvence DNA kodujici J Yetézec, tak aminokyselinova sekvence J
tYet&zce jsou zndmy (Cann, G.M. et al., {(1982), Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 79, 6656 - 6660). S ohledem na tuto znalost byly
oligonukleotidové primery syntetizovany tak, aby mohly
hybridizovat &&st 5> a 3~ non-translatovanych regioni DNA
kodujici pro J ¥et&zec. Tyto oligonukleotidy m&ly sekvernce:
5~ - PTGCGGAATT CCTCACCTGT CCTGGGGTTA TT-3~ (J5-1; SEQ ID NO.21
seznamu sekvenci) a 5 -ATTGCCTCTA GAGCCTCTAA GGACCACGAC CT-37
(J3-1; SEQ ID NO.22 seznamu sekvenci).

Tyto oligonukleotidové primery byly syntetizovany za pouZiti
automatického DNA syntetizeru 380 B {(Perkin Elmer, Japan)
fosfoamiditovou metodou (viz Mattrucci, M.D. a Caruthers, M.H.
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(1981), J.Am. Chem. Soc., 103, 3185 - 3191). Po dokon&eni syntesy
byl ka¥dy primer odité&pen z nosife a zbaven chranicich skupin,
a pak sufen za zmrazeného stavu. V§sledny produkt by rozpustén
v destilované vodé a uskladnén p¥i -20 °C a¥ do okamZiku potfeby.

b) Amplifikace cilového genu PCR

PCR reakdni roztok ( 10 mM tris - kyseliny chlorovodikové (pH
8.3), 50 mM chloridu draselného, 1.5 mM chloridu ho¥eénatého, 2.5
mM dATP, 2.5 mM dCTP, 2.5 mM dGTP, 2.5 mM 4TTP) byl p¥ipraven a
“bylo p¥idédno 0.1 pl cDNA knihovny popsané v prikladu 4-1, 1
jednotka Taq DNA polymerasy (Perkin Elmer, Japan) a 15 pmol
oligonukleotidového primeru (p¥ipraveného v 3 - 2) ke 100 pul PCR
reakéniho roztoku a ten byl zah¥ivan p¥i 94 °C po 2 minuty.
Vyslednd sm&s pak byla podrobena tepelnym cyklim 94 °C po 1
minutu, 55 °C po jednu minutu a 72 °C po 2 minuty. Tento cyklus
se opakoval 30 krat. Po poslednim cyklu byl roztok ponechan p¥i
72 °C po dal&ich 10 minut.

Kombinace primerd, které byly pouZity v prisluinych reakcich
jsou nasledujici:

H5-1 a H3-1 (pro H fetézec)

L5-1 a L3-1 (pro L Yetézec), a

J5-1 a J3-1 (pro J Yetézec).

c¢) Zkousika PCR produkti

Po provedeni PCR reakce v b) byla &ast reakéni smésy
analyzovéna gelovou elektroforesou na 0.8% (hmotnost/objem)
agarosovém gelu v p¥ipadé H Yetézce. Pro L a J Yet&zce byl pouZit
1.5% (hmotnost/objem) agarosovy gel (agarosa byla ziskana od FMC
Bioproducts) . Produktem PCR reakce byl prouZek p¥ibliZné& 1900 bp
pro H ¥et&zec, 800 bp pro L ¥et&zec a 650 bp pro J Tfet&zec.
Velikost prou¥kd byla stanovena srovnanim s molekuldrni hmotnosti
markert, které prob&hly stejnym gelem.

d) Klonovani PCR produktd

Ka¥dy PCR produkt ziskany v b) byl ligovan do plasmidového




36

vektoru za uZiti origindlniho TA klonujiciho kitu (Invitrogen).
Ppresn&ji, 60 ng pCRII vektoru (obsaZeného v kitu) a &ty¥i
jednotky T4 DNA ligasy byly p¥idany do ligasového reakéniho pufru
(6 mM tris-chlorovodikova kyselina (pH 7.5), 6 mM chlorid
hotednaty, 5 mM chlorid sodny, 7 M 8- merkaptoethanol, 0.1 mM
ATP, 2 mM DDT, 1 mM spermidin a 0.1 mg/kg hov&zi sérovy albumin)
obsahujiciho &ast PCR reakdni sm&si. Objem PCR reak®ni sm&si

pyl vybrén tak, aby obsahoval p¥ibli%n& 10 ng poZadovaného PCR
produktu, jak bylo ur&eno gelovou elektroforesou. Vyslednd smés
byla inkubovéna p¥i 14 °C po 15 hodin.

potom byla &4st ligasové reakéni sm&si (2 pl) smisena s 50 pl
E.coli bun&k kmenu TOP10F™ (obsaZeném v kitu), ktery byl p¥ed tim
udélan kompetentnim p¥idénim 2 pl 0.5 M B~ merkaptoethanolu.
Vyslednd transformalni smé&s byla umist&na na ledu po 30 minut,
zahtdta p¥i 42 °C po 30 sekund a znovu umisté&na na ledu po dobu
dalsich dvou minut. SOC medium (500 pl, jak je popséno vySe) bylo
p¥idédno do této sm&si a vyslednad sm&s byla kultivovéna p¥i
rotadnim michdni po 1 hodinu (37 °C, 110 rpm) . Kultivalni
tekutina byla pak umisté&na na platy L-bujonového agarového media
obsahujici 100 pug/ml ampicilinu a platy byly kultivovany p¥i 37
°C ptes noc. Ampicilin resistentni kolonie které se objevily byly
seSkrabany platinovymi hroty a kultivovany v 5 ml L-bujonového
media obsahujiciho 100 pg/ml ampicilinu p¥i 37 °C p¥es noc.
Kultury byly pak centrifugovéany pfi pro precipitaci bunék, které
byly pouZity k p¥ipravé plasmidové DNA za pouziti metody
alkalické lysy.

TY¥i ze vzniklych plasmidl byly oznaleny pCR3-H123 (plasmid
obsahujici cDNA kodujici H ¥et&zec), pCR3-L103 {plasmid
obsahujici cDNA kodujici L fetézec) a pCR3-J1123 (plasmid
obsahujici cDNA kodujici J fet&zec). Kompetentni buttky E.coli
kmene DHS5a (Gibco) byly transformovany jednim z plasmida
pCR3-H123, pCR3-L103 nebp pCR3-J1123 a vysledné transformanty
byly deponqvény v Research Institute of Life Science and
Technology of Agency Industrial Science and Tehchnology 28.Gnora
1996 pod depositnimi &isly FERM BP-5427, FERM BP-5428, FERM
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BP-5429 v p¥islu¥ném poradi. DNA kodujici H,L a J ¥et&zce CHI1 je
mo¥né z t&chto kment snadno p¥ipravit za pouZiti znémych metod.

P¥iklad 4

Urdeni celkové nukleotidové sekvence cDNA kodujici CH11 H
Yetdzec, L Yetdzec a J Yetézec

(4 - 1) Urdeni nukleotidové sekvence DNA

M Pet&zec my¥iho imunoglobulinu se skl4dd z N-termindlniho
variabilniho regionu obsahujiciho asi 110 residui a konstantniho
regionu obsahujiciho asi 470 residui ptipojeného na variabilni
region. k Fetdzec my¥iho imunoglebulinu se sklada
z N-termindlniho variabilniho regionu obSahujiciho asi 110
residui a konstantniho regionu obsahujiciho asi 107 residui
pripojeného na variabilni region. Bylo p¥edpokladano, Ze
kompletni nukleotidova sekvence cDNA kodujici CH1l H Yetézec
a L tTet&zec by se m&la skladat z nukleotidovych sekvenci
kodujicich zndmé konstantni regiony Yet&zch, jak je uvedeno
v ptikladu 2 (Kabat , E.A. et al., (1991), v "Sequences of
Proteins of Immunological Interest Vol.II" U.S. Department of
Health and Human Services).

O nukleotidova sekvence kodujici J Yeté&zec CH11l bylo

p¥edpokladano, %e je stejna jako znamé sekvence J Fetézce.

Na podklad& t&chto p¥edpokladanych nukleotidovych sekvenci
byly syntetizovény oligonukleotidové primery délky 20 nukleotidl
korespondujici sekvencim H,L a J Yet&zcl, separované kodujicimi
intervaly 60 a% 200 bp. Tyto primery byly pouZity pro sekven&ni

analyzu.

Sekvence syntetizovanych oligonukleotidovych primerG byly
nasledujici:

Pro H Feté&zec:
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5" TGGGGCCTCA GTGAAGATAT -3' (SHF-2; SEQ ID NO. 23
5°.CAATGGTGGT ACTGGCTACA -3' (SHF-3; SEQ ID NO. 24)
- 5. TGACATCTGA GGACTCTGCA -3' (SHF-4; SEQ ID NO. 25)
s TCCTCAGAGA GTCAGTCCTT -3' (SHF-6; SEQ ID NO. 26)
5 TCCTTCACCT GGAACTACCA -3' (SHF-7; SEQID NO. 27)
s TCCCAAGAGC ATCCTTGAAG -3' (SHF-8; SEQ ID NO. 28)
5. AGATCTGCAT GTGCCCATTC -3' (SHF-9; SEQ ID NO. 29)
5 TCTAAACTCA TCTGCGAGGC -3' (SHF-10; SEQ ID NO. 30)
5 GGTGACCATC GAGAACAAAG -3' (SHF-11; SEQ IDNO. 31)
5. AGGGGTCTCA CCTTCTTGAA -3' (SHF-12; SEQ ID NO. 32)
5 TCCTTTGCCG ACATCTTCCT -3' (SHF-13; SEQID NO. 33)
5. GTGTGTACTG TGACTCACAG -3' (SHF-15; SEQ ID NO. 34).
5. AACTGAACCT GAGGGAGTCA -3' (SHF-16; SEQ ID NO. 35)
5> AACTCTTGCC CCAAGAGAAG -3' (SHF-17; SEQID NO. 36).
5" ATCCTGACTG TGACAGAGGA -3'(SHF-18; SEQ ID NO. 37)
5. ACAAGTCCAC TGGTAAACCC -3' (SHF-19; SEQ ID NO. 38)
5. AGGATATCTT CACTGAGGCC _3' (SHR-1; SEQ ID NO. 39)
5. ATCCACTCAA GGCTCTTTCC -3' (SHR-2; SEQ ID NO. 40)
5 ACTGCAGAGT CCTCAGATGT -3' (SHR-3; SEQ ID NO. 41)
5" AGACGGTGAC TGAGGTTCTT -3' (SHR-4; SEQ ID NO. 42
s.CAGGTGAAGG AAATGGTGCT -3' (SHR-5; SEQ ID NO. 43):
5>. ATGCTCTTGG GAGACAGCAA -3' (SHR-6; SEQ ID NO. 44)
5. CTCTGTTTTT GCCTCCGTAG _3' (SHR-7; SEQ ID NO. 45)
5 TGGCCTCGCA GATGAGTTTA -3' (SHR-8; SEQID NO. 46)
. CCTTTGTTCT CGATGGTCAC -3' (SHR-9; SEQ ID NO. 47)
5. TGTGGAGGAC ACGTTCTTCA -3' (SHR-10; SEQ ID NO. 48)
5. ACTTTGAGAA GCCCAGGAGA -3' (SHR-12; SEQ ID NO. 49)
5. AGATCCCTGT GAGTCACAGT -3' (SHR-13; SEQ ID NO. 50)
5. AGCAGGTGGA TGTTTGTGCA -3' (SHR-14; SEQ ID NO. 59
5’ TGAAGCCACT GCACACTGAT-3' (SHR-15; SEQ ID NO. 52)
5. AGTTCCATTC CTCCTCTGTC -3' (SHR-16; SEQ ID NO. 53)
s TGTGTCAGAC ATGATCAGGG -3' (SHR-18; SEQ ID NO. 54)
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pro L Yeté&zec

5'-TGAAGTTGCC TGTTAGGECTG -3' (SLF-1; SEQ ID NO. 55)
5-CTTGGAGATC AAGCCTCCAT -3' (SLF-2; SEQ ID NO. 56)
5*.GCTGAGGATC TGGGAGTTTA -3' (SLF-3; SEQ ID NO. 57)
5’-GATGCTGCAC CAACTGTATC -3' (SLF-4; SEQ ID NO. 58)
5’.CGACAAAATG GCGTCCTGAA -3' (SLF-5; SEQ ID NO. 59}
5’-ACGTTGACCA AGGACGAGTA -3' (SLF-6, SEQ ID NO. 60)
5’-ATCTGCAAGA GATGGAGGCT -3' (SLR-2; SEQ ID NO. 61)
5"-ACCCCAGAAA ATCGGTTGGA -3' (SLR-3; SEQ ID NO. 62) ~~

5"-'CCGGAGGAAC ATGTGTACTT -3' (SLR-4; SEQ ID NO. 63).
5’-TCGTTCATAC TCGTCCTTGG -3' (SLR-6; SEQ ID NO. 64)

5*.CATCTCAGGA CCTTTGTCTC -3' (SLR-7; SEQ IDNO. 65) ~

pro J Yetézec

5’-CACCTGTCCT GGGGTTATTT -3' (SJF-1; SEQ ID NO. 66)

5’ AGACAAGATG AAGACCCACC -3' (SJF-2; SEQ ID NO. 67)
5’-AAGCGACCAT TCTTGCTGAC -3' (SJF-3; SEQ ID NO. 68)

5. ATATCTCTGA TCCCACCTCC -3 (SJF-8; SEQ ID NO. 69) .
5-GAAATGCGAT CCTGTGGAAG -3' (SJF-5; SEQ ID NO. 70)
5’-CTATACCACT ATGGTCCCAC -3' (SJF-6; SEQ IDNO. 71) ~
5. AGAAGCAGGT GGGTCTTCAT -3 (SJR-2; SEQ ID NO. 72
5’-TAGAGGTAAC TCGGGTACAC -3' (SJR-3; SEQID NO. 73)
5’-AAGTTCCTTC TCAGTGGGGA -3' (SIR-8; SEQ ID NO. 74)
5’-GGTGGCAGTA ACAACCTGAT -3' (SJR-5; SEQ ID NO. 75)
5’.CATGATACCT AAGTGGGACC -3' (SJR-6; SEQ ID NO. 76)

z - ) e L a e
uvad&na &isla sekvenci se vztahuji k seznamu sekV

nci

wJ
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Ka%d§ oligonukleotidovy primer byl syntetizovan
fosfoamiditovou metodou za pouZiti automatického DNA syntezéatoru
(Model 380B: Perkin Elmer, Japan). Vzorky pro sekvenini analyzu H
Yet&zce byly p¥ipraveny za pouziti DNA z plasmidu pCR3-H123.
‘Vzorky pro sekven&ni analyzu L Fetdzce byly pripraveny za pouZiti
DNA z plasmidu pCR3-L103. Vzorky pro sekventni analyzu J Fetézce
byly p¥ipraveny za pouZiti DNA z plasmidu pCR3-J1123. PCR reakce
- byla provedena za pouZiti Prism Ready Reaction Terminator Cycle
Sequencing Kit (Perkin Elmer, Japan) nasledovné:

pCR3-H123 (1.5 ug) a 4.8 pmol primeru (SHF-2) bylo smichano do
kone&ného objemu 16 pl v destilované vodé. Cast této
‘pCR3-H123/primer sm&si (9.5 pl) byla smichéna s 10.5 pl
p¥ipravené sm@si obsahujici Tag DNA polymerasu. V3echny tyto
postupy byly podle instrukci v kitu. Vyslednd smés byla umisté&na
v automatickém reaktoru (Catalyst: Perkin Elmer, Japan). PouZity
reakdéni cyklus byl ngsledujici: 95 °C po 30 minut, 50 °C po 15
sekund a 60 °C po 4 minuty, opakovano 25 kréat.

Po dokonéeni reak&éniho cyklu bylo 80 pul sterilizované vody
p¥idano do vysledného roztoku a DNA ve vysledné smési byla
extrahovana dvakrat fenol-chloroformovou metodou. Odebranda vodna
vrstva byla smisena s 15 ul 2Moctanu sodného a 300 pul ethanolu,
potom nédsledovala centrifugace pro ziské@ni precipitétu.
Precipitdt byl promyt v 70% (objem/objem) roztoku ethanolu a
sufen za redukovaného tlaku, a pak rozpuStén v 3 pl vzorkového
roztoku (4 pl 0.25 M EDTA, 100 pl formamidu a 15 pl sterilizované
vody) .

Sekven&ni reakce byly provedeny a analyzovany na DNA
sekvenceru (Model 373A: Perkin Elmer, Japan) pro 32 primeru H
fetézce, 11 primerd L Fetézce a 11 primeru J Fetézce.

Data sekvenci ziskand pro kaZdy primer byla kombinovana a
integrovana tak, aby se urfila kompletni nukleotidové sekvence
'H,L a J Yet&zch CH1l. cDNA nukleotidové sekvence kaZzdého
plasmidového insertu jsou ukazény v SEQ ID NO. 7,9 a 11 seznamu
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. sekvenci. Aminokyselinové sekvence korespondujici témto
nukleotidovym sekvencim jsou ukdzény SEQ ID NO. 8,10 a 12 seznamu
sekvenci v p¥islu$ném poradi.

(4 - 2)Primirni struktura H ¥Yeté&zce CHl1l

Nukleotidovd sekvence varibilniho regionu H Fetézce, uk&zand
jako nukleotidy &. 32 aZ 379 SEQ ID NO. 15 seznamu sekvenci, byla
shledéna identickou s nukleotidovou sekvenci nukleotidd €. 58 az
405 SEQ ID NO. 7.

Aminokyselinovd sekvence ukdzand jako aminokyseliny &. 117 aZ
571 SEQ ID NO. 8 byla shledéna identickou s aminokyselinovou
sekvenci konstantniho regionu H Fet&zce odvozeného od mySiho IgM
p¥i srovnani s databasi aminokyselinovych sekvenci protilatek
(Kabat E.A. et al., vyse).

Aminokyselinovd sekvence ukdzand aminokyselinami &. -19 aZ -1
SEQ ID NO. 8 byla pova¥ovéna za signdlni sekvenci H Yeté&zce CHI1.

Nukleotidovéd sekvence ukézani jako nukleotidy &. 406 az 1770
SEQ ID NO. 7 byla shledina identickou se sekvenci konstantniho
regionu H Yeté&ézce myS8iho IgM.

Vzhledem k tdmto vysledkém byla stanovena celkovd nukleotidova
sekvence spolu s celkovou aminokyselinovou sekvenci.

(4 - 3) Primdrni struktura L ¥etézce CH1l1l

Nukleotidova sekvence varibilniho regionu L ¥Yeté&zce, ukazand
jako nukleotidy &. 29 aZ 364 SEQ ID NO. 16 seznamu sekvenci, byla
shleddna identickou s nukleotidovou sekvenci nukleotidd &. 58 az
393 SEQ ID NO. 9.

Aminokyselinova sekvence ukédzand jako aminokyseliny ¢&. 113 az
219 SEQ ID NO. 10 byla shledédna identickou s aminokyselinovou

sekvenci konstantniho regionu my%iho kL Fet&zce p¥i srovnani
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s Kabatovou databasi aminokyselinovych sekvenci protilatek

Aminokyselinovd sekvence ukdzanad aminokyselinami ¢. -19 aZ -1
SEQ ID NO. 10 byla povaZovana za signdlni sekvenci pro L teté&zec.

Nukleotidova sekvence uk&zand jako nukleotidy &. 394 aZ 714
"SEQ ID NO. 9 byla shledéna kompleté identickou se sekvenci
konstantniho regionu my3iho kL Fetézce.

Vzhledem k té&mto vysledkim byla stanovena celkova nukleotidovéa
sekvence spolu s celkovou aminokyselinovou sekvenci.

(4 - 4) Primarni struktura J Fetdzce CH11l

Aminokyselinovad sekvence ukdzand jako aminokyseliny &. 1 aZ
137 SEQ ID NO. 12 byla byla srovnana s databasi aminokyselinové
sekvence protildtek a byla shledéna identickou s zna&mym mySim J
teté&zcem.

Nukleotidova sekvence ukdazand jako nukleotidy &. 67 az 477
SEQ ID NO. 11 byla shleddna identickou se sekvenci
znamého my$iho J retézce.

Aminokyselinova sekvence ukézand jako aminokyseliny &¢. -22 aZ
-1 SEQ ID NO. 12 byla povazZovana za signdlni sekvenci pro J
Yeté&zec CH11.

Vzhledem k té&mto vysledkim byla stanovena celkova nukleotidova
sekvence spolu s celkovou aminokyselinovou sekvenci.

(4 - 5) Urleni komplementaritu urdéujicich regioni (CDR)

Byla identifikovéana jak posice, tak aminokyselinové sekvence
kazdého CDR ve variabilnich regionech H ¥eté&zce a L Yetézce CH11,
urc¢enych jak je popséno vySe, srovnidnim s Kabatovou databdsi
aminokyselinovych sekvenci protilatek (vysge). Tato database
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ukazuje, e délka aminokyselinového Fet&zce "framework" oblasti
variailniho regionu je v podstaté& konstantni u riznych

protildtek, za predpokladu, Ze je podtyp stejny a za p¥edpokladu,
Ye aminokyselinové sekvence maji n&které spolelné

charakteristiky. Nicmén&, CDR , p¥itomny mezi takovymi dvéma
nframework" regiony, md sekvenci specifickou pro kaZdou protilatku.

P¥i srovnani aminokyselinové sekvence variabilniho regionu
H Yet¥zce CH1l se sekvenci myZiho p2a podtypu bylo ukdzano, Ze
CDR v H Yetdzci CH 11 je representovdn aminokyselinami ¢. 31 az
35 SEQ ID NO. 8 (CDRH_, korespondujici SEQ ID NO. 1 seznamu
sekvenci), 50 a¥ 66 SEQ ID NO. 8 (CDRH_, korespondujici SEQ ID
NO. 2 seznamu sekvenci), a 99 aZ 105 SEQ ID NO. 8 (CDRH_,
korespondujici SEQ ID NO. 3 seznamu sekvenci).

Kdy% byla aminokyselinova sekvence variabilniho regionu L
Yetdzce CH 11 srovnana se sekvenci myS8iho k2 podtypu bylo
ukéz&no, %e CDR v L Yetdzci CH 11 je representovan
aminokyselinami ¢. 24 aZ 39 SEQ ID NO. 10 (CDRL_, koresponduijici
SEQ ID NO. 4 seznamu sekvenci), 55 aZ 61 SEQ ID NO.10 (CDRL_,
korespondujici SEQ ID NO. 5 seznamu sekvenci) a 94 az 102 SEQ ID
NO.10 (CDRL3,.koresp0ndujici SEQ ID NO. 6 seznamu sekvenci).

KdyZ byla aminckyselinova sekvence variabilniho regionu
L Yet&zce CH 11 srovnana se sekvenci mys$iho k2 podtypu bylo
uk&zano, %e CDR v L Yet&zci CH 11 je representovan
aminokyselinami &. 24 a% 39 (CDRL_, korespondujici SEQ ID NO. 4
seznamu sekvenci), 55 aZ 61 (CDRL_, korespondujici SEQ ID NO. 5
seznamu sekvenci) a 94 aZz 102 (CDRL_, korespondujici SEQ ID NO.
6 seznamu sekvenci) SEQ ID NO. 10 seznamu sekvenci.

P¥iklad 5
Exprese gend kodujicich kaZdou podjednotku CH1l1 v COS-1 burikach

(5 - 1) Konstrukce expresniho vektoru
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DNA z vysoce expresniho vektoru pME18S (viz Hara, T., et al.,
(1992) EMBO J., 11, 1875 a dale) byla travena restrikénimi enzymy
EcoRI a Xbal. V¢ysledné produkty traveni byly separovany
agarosovou gelovou elektroforesou na 0.8% agarosovém gelu. Po
elektroforese byl gel barven ethidium bromid (0.25 pg/ml) kvali
barveni DNA. Z gelu byl excidovan prouZek p¥ibli¥né& 3000 bp a byl
transferovin do dialysa®ni tuby (mez propustnosti: 12000 az 14000
Da, Gibco) spdlu s 250 ul TBE pufru agarosové gelové
elektroforesy (TBE pufr: Tris 0.089M, boritan 0.089M, EDTA (pH
8.0) 0.002 M) a tuba byla uzavfena. Uzaviend tuba byla umisténa
do ponorného typu nédrZe pro elektroforesu obsahujiciho pufru
agarosové gelové elektroforesy a DNA byla elektroforeticky
eluovéna z gelu (150 V, 15 wminut). Potom byla dialyzafni tuba
vyjmuta a byl odebrén DNA eluat z tuby a podroben
fenol-chloroformové extrakci

Sou&asné& byl plasmid pCR3-H123, ktery byl p¥ipraven v pfikladu
3 d), a ktery obsahoval DNA kodujici pro H ¥eté&zec CHI1, traven
restrikénimi enzymy EcoRI a Xbal. 1900 bp EcoRI-Xbal fragment byl
izolovdn a purifikovdn agarosovou gelovou elektroforesou na 0.8%
gelu, jak je popsédno v 5 - 1 vy%e. Tento cDNA fragment byl
ligovén do 3 kb EcoRI-Xbal fragmentu pME18S, jak byl izolovan
vy%e, za pou¥iti DNA liga&niho kitu verse 1 (TakaraShuzo Co.,
Ltd.).

Plasmid pCR3-L103, ktery byl p¥ipraven v p¥ikladu 3,
a ktery obsahoval DNA kodujici pro L Yet&zec CH11, byl traven
restrik®nimi enzymy EcoRI a Xbal. 840 bp EcoRI-Xbal fragment
obsahujici cDNA plasmidového insertu byl izolovan a purifikovan
agarosovou gelovou elektroforesou na 0.8% gelu, jak je popsano
v 5 - 1 vyde. Tento cDNA fragment byl ligovén do 3 kb EcoRI-Xbal
fragmentu pME18S, jak byl izolovan vySe, za pouZiti DNA liga&niho
kitu verse 1 (TakaraShuzo Co., Ltd.).

Plasmid pCR3-J1123, ktery byl p¥ipraven v p¥ikladu 3, a ktery
obsahoval DNA kodujici pro J ¥et&zec CH11l, byl tréaven
restrik&nimi enzymy EcoRI a Xbal. 640 bp EcoRI-Xbal fragment
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obsahujici cDNA plasmidového insertu byl izolovén a purifikovan

g agarosovou gelovou elektroforesou na 0.8% gelu, jak je popsé&no
v 5 - 1 vy%e. Tento cDNA fragment byl ligovan do 3 kb EcoRI-Xbal
fragmentu pME18S ziskaného vySe, za pouZiti DNA liga¢niho kitu
verse 1 (TakaraShuzo Co., Ltd.) .

Po dokoneni liga&nich reakci byly JM109 E.coli kompetentni
buiiky (Takara Shuzo) transformovany za pouZiti jednotlivych
reakénich sm&si a byly selektovany kolonie

- ampicilin—resistentnich kmenti. Byla pfipravena plasmidova DNA z
transformovanych kmend za uZiti alkalické lysy (Maniatis, vyse).
vysledna plasmidovad DNA byla travena EcoRl a Xbal, po CemZ
nisledovala agarosova gelova elektroforesa na 0.8% gelu pro
potvrzeni toho, %e byla klonovana DNA poZadované velikosti.

Expresni vektor obsahujici DNA kodujici H Yet&zec CH11l byl
oznaden pHEX126. Expresni vektor obsahujici DNA kodujici
L tetdzec CH11l byl oznafen pLEX004. Expresni vektor obsahujici
DNA kodujici J Yetézec CH11l byl oznaten pJEX004.

- (5 - 2) Exprese v COS-1 buiikach

C0S-1 buiiky byly transformovany pHEX126, pLEX004 a PJEX004
 elektrokorporaci za pouZiti GTE-1 p¥istroje (Shimadzu

Corporation) . P¥esn&ji, COS-1 buiiky (American Type Culture
Collection &. CRL-1650) byly byly kultivovény ve 225 cm®
kultivadnich lahvich (Sumitomo Bakelite) . Buiiky byly kultivovany
v semikonfluentnim stavu v Dulbecco modifikovaném Eaglevu

- minimidlnim esencidlnim mediu ("DMEM", Nissui Pharmaceutical)
obsahujicim 10% (objem/objem) fetdlniho hovéziho séra (CSL).
Medium bylo odstranéno a buiiky byly oSetfeny dvakrat 3 ml
trypsin-EDTA roztokem (Sigma) p¥i 37 °C po 3 minuty. Bufiky byly
shroma?dény, pak promyty dvakrat fosfatem pufrovanym salinickym
(PBS, pH 8.0) pufrem (Nissui Pharmaceutical). Promyté COS-1 bunky
byly upraveny na hustotu 6 X 10”7 bundk/ml PBS (-) pufrem (8g
NaCL, 0.2g KCl, 1.15g Na_HPO_, 0.2g KH_PO_ na litr, Nissui
Seiyaku Co.) .
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Byla p¥ipravena DNA z jednotlivych pHEX126, pLEX004 a pJEX004
kodujicich vSechny tf¥i podjednotky CH1l1l, za pouziti maxiprep kitu
(Maxiprep DNA purifika&ni systém; Promega) . Cast (20 ug) kaZdého
plasmidového "maxiprepu" byla precipitovéana za pouziti ethanolu a
precipitét byl rozpust&n ve 20 pl PBS (-) pufru. DNA p¥ipravend
timto zpusobem byla pouZita pro transfekci COS-1 bun&k.Jakdkoliv
transfekce, kteri byla provedena vice ne? jednim plasmidem,
u¥ivala 20 pug kaZdého plasmidu.

Suspense COS-1 bunék (20 pl;1.2 x 10° bun&k) pripravend timto
zpisobem byla smisena s 20 pl ka¥dého vzorku, a vyslednd sm&s
byla umisténa do elektroporadni kyvety (Shimadzu Corporation)
majici interval elektrod 2 mm. Kyveta byla umisténa do
elektroporadniho p¥istroje a byly aplikovény dva 600V - 30 us
pulsy, S jednosekundovym intervalem mezi pulsy. Sm&s bundk a DNA
byla p¥idéna k 10 ml DMEM obsahujicim 10% (objem/objem) fetalni
hov&zi sérum, pak transferovéna do bun&¥nych kultiva&nich
plastickych ploten (promdr: 90 mM; Sumitomo Bakelite) a
kultivovana p¥i 37 °C za 7.5% CO, po 24 hodin. Po této dobé byl
odstrandn supernatant kultury a buiiky byly promyty DMEM mediem
bez séra. Bylo prid&no Cerstvé sérum prosté DMEM medium (10 ml),
a pokra&ovala kultivace p¥i 37 °Cc za 7.5% CO_ po 24 hodin. Potom
byl odebrén supernatant kultury.

COS-1 buitky byly transfektovany za pouZiti bud jednoho
plasmidu, nebo jejich kombinace, jak je uvedeno na seznamu niZe.
vV ka¥dém pripad& byl odebran supernatant kultury.

(A): pME18S pouze

(B) : PHEX126 pouze

(C) : pPLEX004 pouze

(D) : pJEX004 pouze

(E) : pHEX126 a pLEX004

(F) : pHEX126, pLEX004 a pJEX004
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P¥iklad 6
Detekce anti-Fas protilatky

Anti-Fas protilétka, kterd byla pfipravena podle p¥edkladaného
vynilezu, byla detekovéna separdtné dvéma metodami .

(1) Prvni metodou byl Western Blotting. Proteinovy vzorek
profel SDS-polyakrylamidovym gelem za podminek ukdzanych niZe, a
proteiny vzorku byly separovany elektroforesou (cely proces je
znam jako SDS polyakrylamidovéd gelova elektroforesa neboli
"SDS-PAGE") . Proteiny byly transferovany do nitrocelulosové
membrany a byly podrobeny reakci s protilatkou specifickou k
anti-Fas protilatce. 2Zk¥iZend reakce protilatky s anti-Fas
proteinem je detekovatelna, za p¥itomnosti vhodnych substrati.
emisi sv&tla na fotograficky film.

(2) Druh& metoda m&¥i vazebnou afinitu k Fas antigenu

(6 - 1) Western Blotting

Testovany vzorek supernatantu kultury (iml) byl dialyzovan
proti 5 litrim &isté vody, pak suSen za redukovaného tlaku za
_pouZiti centrifugadniho koncentratoru (€C-101; Tomy Seiko) .
Vznikl§y produkt byl p¥idén ke 10 pl vzorkového pufru (2%
(hmotnost/objem) SDS (elektroforesovd sila; Bio-Rad), 5%
- (objem/objem) B-merkaptoethanol (Sigma), 10% (objem/objem)
glycerol, 0.1% (hmotnost/cbjem) bromfenolova mod¥) a pellivé
promichan. V§slednd suspense byla zah¥dta na 100 °C po 5 minut,
aby se poskytl vzorek vhodny pro elektroforesu. Cely vzorek pro
elektroforesu byl zaveden do jamky SDS-polyakrylamidového gelu (4
az 20% gradientovy gel, sloZeni pufru na litr: Tris 3.0g, Glycin
14.4g, SDS 10g, pH 8.3), a gel byl podroben konstantnimu proudu
20 mA (pokojova teplota, jedna hodina).

Jakmile byla provedena elektroforesa, byly proteiny
transferovany z gelu do nitrocelulosové membrany za pouziti
semi-suché "blotting" metody (viz Towbin, H. et al., (1979),
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proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 4350 a dale) . Jednotlivé pouZité
p¥istroje a podminky byly nésledujici:

Transferovy pufr: 20 mM Tris, 150 mM glycinu,
10% (objem/objem) methanol
Blotting vybaveni: vyrobené Iwaki Glass
Opera®ni podminky: 4 °C, 0.2 A (xonstantni proud), 1 hodina

Byly p¥ipraveny dvé nitrocelulosové membrany pro Western
Blotting, jak je popséano vise. Po Western transferu byly gely
barveny za pouéiti ngilver Best Kit" (Nakarai Tesuku
Kabushiki-Kaisha) .

Jedna ze dvou Western blotting nitrocelulosovich membran
pripravenych vyse byla vyuZita pro detekci H Yeté&zce (p Yetézce)
a druhd pro detekci L Fet&zce (k Fetézce) . Byly pouZity
nasledujici postupy.

Po Western transferu byly nitrocelulogsové membriny ponofeny do
vodného roztoku obsahujiciho 3% (hmotnost/objem) Zelatinu
(Bio-Rad), 20 mM Tris kyselinu chlorovodikovou (pH 7.5) a 500 mM
chloridu sodného. Memwbrény pak byly mirn& trepany p¥i pokojové
teplot& jednu hodinu (postup popsany po "po Western transferu" je
zde oznaden jako "blokovani"). Takto blokované nitrocelulosové
membrany byly ponofeny do roztoku rozpufténych protilatek a mirné
t¥epany p¥i pokojové teploté 2 hodiny. Vznikly roztok protilatek
byl p¥ipraven rozpudt&nim bud 2.5 pul peroxidasou znafené kozi
anti-my%i IgM protilatky (u Yet&zec specifické: Jackson Immuno
Research Laboratories) nebo 25 pul peroxidasou znafené krysi
anti-my3i k Fetézec monoklondlni. protildtky (Zymed Laboratories)
v 10 ml pufru (20 mM tris-kyselina chlorovodikova (pH 7.5), 500
mM chlorid sodny) zde oznaleného jako "TBS".

Ka¥da nitrocelulosova membrédna pak byla ponotena do 20 ml
TTBS, coZ je TBS obsahujici 2% (objem/objem) Tween 20 (Bio-Rad) a
byla mirn& t¥epéna pfi pokojové teploté po 15 minut. OSettené
membrany byly promyty 20 ml TTBS, ktery byl poté odstran&n. Byla
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detekovéna residudlni peroxidasova aktivita na nitrocelulosové
membrand za pouziti ECL Western Blotting Detection systému
(Amersham) . P¥esné&ji, substrat v tomto systému emituje svétlo
b&hem chemické reakce za katalytického G&inku peroxidasy. Emise
svétla miZe byt zachycena na fotografickém filmu za pouziti ECL
mini kamery (Amersham) a instantniho f£ilmu (Typ 667; Polaroid) .
Snimky byly srovnany se st¥ibrem barvenymi gely pro identifikaci
proteinovych prouZki, které specificky véaZou protilatky.

Protildtky k my3imu M Yetézci zk¥i¥end reagovaly s proteinovym
prouZzkem p¥ibliZn& 78000 Da. Proudek této velikosti byl p¥itomen
v supernatantu COS-1 vzorkd buné€k, které byly transfektovany
pHEX126, bud samotnym nebo v kombinaci s jinym plasmidem. Tyto
vzorky koresponduji (B), (E) a (F) Prikladu 5.

Protilatky k mySimu k Teté&zci zk¥i¥en& reagovaly s proteinovym
prouZkem p¥ibliZné 26000 Da. prouek této velikosti byl p¥itomen
v supernatantu COS-1 vzorktl bundk, které byly transfektovany
pLEX004, bud samotnym nebo v kombinaci s jinym plasmidem. Tyto
vzorky koresponduji (C), (E) a (F) P¥ikladu 5.

‘protilatky produkované hybridomem byly analyzovédny pomoci
Western blotting za pouzZiti stejné metodologie. U prouzki od
hybridomi korespondujicich H a L Yetdzci CH11 bylo pozorovano, Ze
jsou stejné velikosti jako jsou ty, které byly ziskény od
transfektovanych COS-1 bunék.

(6 - 2) Potvrzeni Fas vazebné schopnosti pomoci ELISA

(a) Priprava antigenu

Expresni vektor pMElss—mFas—AIC (viz Nishimura, Y. et al.,
(1995), Mol.Immunol., 154, 4395 - 4403) kodujici fusni protein,
ktery se skl&da z extraceluldrniho regionu mySiho Fas antigenu
a extraceluldrniho regionu mySiho receptoru interleukinu 3. Cést
vektoru kodujici extraceluldrni region mySiho Fas antigenu byla
nahrazena DNA fragmentem kodujici extracelularni regioh lidského
Fas antigenu. Tento novy expresni vektor, phFas-RIC2, kodujici
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fusni protein, ktery se skladd z extraceluldrniho regionu
lidského Fas antigenu a extraceluldrniho regionu my&iho receptoru
interleukinu 3, byl p¥ipraven jak je popsé&no nizZe.

Oligonukleotidové primery byly projektovany a syntetizovany
tak, aby umo¥nily PCR amplifikaci DNA kodujici extracelulérni
region Fas antigenu. PouZitym DNA templétem byl vektor pCEV4
(Itoh, N., et al., (1991), Cell, 66, 233 - 243), ktery obsahuje
cDNA kodujici pro lidsky Fas antigen. Sekvence vybranych

-oligonukleotidl byly nésledujici:

57 - GGGGAATTCC AGTACGGAGT TGGGGAAGCT CTTT-37 (N1;SEQ ID NO. 77

seznamu sekvenci), a

57 - GQTTTCTTCTG CCTCTGTCAC CAAGTTAGAT CTGGA-37 (C3N;SEQ ID NO. 78
seznamu sekvenci) .

Oligonukleotidové primery byly projektovany a syntetizovany
tak, aby umo¥nily PCR amplifikaci DNA kodujici extraceluldrni
region my&iho receptoru pro interleukin 3. PouZitym DNA templatem
byl vektor pME18S-mFas-AIC (Nishimara, Y., et al., 1995, Mol.
Immunology, 154, 4395 - 4403) . Sekvence vybranych oligonukleotidi
byly nésledujici:

57 - TCCAGATCTA ACTTGGTGAC AGAGGCAGAA GAAAC-37(N3N; SEQ ID NO.79
seznamu sekvenci); a

‘57 - CCCTCTAGAC GCGTCACGTG GGCATCAC-37 (CTN2; SEQ ID NO. 80 seznamu
sekvenci) .

PCR reakce byla provedena za pouZiti vySe uvedenych plasmidi,
oligonukleotidov?ch primerd a LA PCR kitu (Takara Shuzo Co.,
Ltd.) za nasledujicich podminek.

SloZeni reak&ni smési:
Plasmidova DNA " 20 ng
Oligonukleotidové primery 0.5 pg (kazdy)
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10-krat koncentrace LA PCR pufru 25 ul
ANTP smés 25 ul
Taq polymerasa 12.5 jednotek

Byla p¥idéna destilovand voda, aby byl vytvofen koneény objem
250 pl; pufr, ANTP sm&s a Taq polymerasa byly obsaZeny v kitu.

Teplotni podminky:

Vzorek byl nejprve zah¥ity na 94 °C po 2 minuty. Reakcéni smés
byla potom podrobena teplotnimu cyklu 94 °C po jednu minutu, 55
°C po jednu minutu a 72 °C po dvé minuty a tento cyklus byl
opakovan 30-kr&t, po GemZ nasledovalo zah¥ati na 72 °C po dalSich

10 minut.

Produkty kaZdé PCR reakce byly separovany elektroforesou na 8%
polyakrylamidovém gelu (bé&h v TBE pufru, p¥i 100 V po 2 hodiny) .
Z gelu byl excidovan prou¥ek p¥ibli¥n& 460 bp, korespondujici DNA
fragmentu obsahujicimu gen kodujici extraceluldrni region
1idského Fas antigenu. Z gelu byl také excidovan prouZek
p¥ibliZn& 1300 bp, korespondujici DNA fragmentu obsahujicimu gen
kodujici extraceluldrni region my$iho receptoru pro interleukin
3. DNA fragmenty byly eluovany z gelu jak je popséno v Prikladu
5.

Dva DNA fragmenty ziskané po prvni PCR reakci byly dohromady
pouZity ve druhé PCR reakci, spolu s oligonukleotidovymi primery
C3N a N3N. KaZdy primer hybridizoval na jeden z pavodnich
fragmentt. P¥i pouZiti v PCR reakci primery amplifikuji fragment
DNA, va kterém jsou dva polypeptidy kodujici geny :ligovany na
stejny &teci r&medek. Druhd PCR reakce byla provedena za
nasledujicich podminek:

SloZeni reakéni smési:

Produkty prvniho kola PCR plny objem od kaZdého
Oligonukleotidové primery 0.1 pg (kazdy)
10-krat koncentrace LA PCR pufru 25 pl

ANTP smés 25 pl
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Taq polymerasa 12.5 jednotek

Byla ptidana destilovand voda, aby byl vytvofen koneény objem
250 pl.

Teplotni podminky ¢yklu byly shodné s podminkami pouZitymi v
ptedchézejici PCR reakci.

‘P4st reakéni smdsi druhé PCR reakce byla zavedena a prob&hla
agarosovym gelem, coZ potvrdilo, %e byl amplifikovan poZadovany
PCR produkt o p¥ibli¥n& 1700 bp. Zbytek reak&ni sm&si byl pak
precipitovén za pouZiti ethanolu. Precipitovand DNA byla travena
restrikénimi enzymy EcoRI a Xbal a produkty traveni byly
separovany agarosovou gelovou elektroforesou na 1%
(hmotnost/objem) agarosovém gelu. Z gelu byl excidovan prouZek o
p¥ibli¥n& 1700 bp, a DNA byla purifikovéna z gelu stejnym
zpisobem jako v P¥ikladu 5.

Sou&asnd byly 2 jg pME18S-wFas-AIC DNA traveny restrik&énimi
enzymy EcoRI a Xbal. Produkty travenai byly separovany gelovou
elektroforesou na 0.8% (hmotnost/objem) agarosovém gelu a z gelu
byl excidovén prouZek o p¥ibliZn€& 3000 bp. DNA byla izolovana a
ligovana na 1700 bp PCR produkt (pfipraveny vyse) za pouZiti DNA
liga¥niho kitu verse 2 (Takara Shuzo Co., Ltd.). Celkova reak¢ni
sm&s (10 pl) byla pouZita k transformaci JM109 E.coli
kompetentnich bun&k (Takara Shuzo) a byla provedena selekce
ampicilin resistentnich kolonii. Jeden takovy ampicilin
resistentni transformant byl kultivovan konven&nimi postupy a
byla p¥ipravena plasmidova DNA z bundk za uziti alkalické 1ysy
(Maniatis, v¥8e). Vznikly plasmid byl oznalen phFas-AIC2.

phFAS-AIC2 DNA byla transfektovana do COS-1 bunék
elektroporaci, za pou¥iti GTE-1 p¥istroje. Pfesnéji, COS-1 butiky
byly kultivovany ve &tyfech 225 cm?® kultiva&nich lahvich
(Sumitomo Bakelite). Buiiky byly kultivovany v semikonfluentnim
stavu v DMEM obsahujicim 10% (objem/objem) fet&lni hové&zi sérum
(CSL) . Medium bylo odstran&no a buiiky byly dvakrat oSet¥eny 3 ml
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roztoku trypsin-EDTA (Sigma) p¥i 37 °C po 3 minuty. Potom byly
buiiky odebrany, dvakrat promyty PBS (-) pufrem (Nissui
Pharmaceutical) . Promyté COS-1 buliky byly upraveny PBS(-)pufrem
na hustotu 6 x 107 bunék/ml.

phFas-AIC2 plasmidova DNA byla p¥fipravena za pouZiti "plasmid
mass preparation" kitu (Maxiprep DNA Purification System;
‘pPromega) a 200 ug této plasmidové DNA bylo precipitovéno
‘ethanolem a potom rozpudt&no v 200 pul PBS(-) pufru.

{4st suspense bun&k (20 pl; 1.2 x 10° bun&k) a 20 pl
‘plasmidového roztoku bylo promichano a vysledna smés byla
zavedena do elektropora&ni kyvety majici elektrodovy interval 2
mm. Kyveta byla umisténa do elektroporacnlho p¥istroje a byly
aplikovany dva 600V-30us pulsy, s intervalem 1 sekundy mezi
pulsy. Tento postup byl proveden u 10 vzorka.

Sm&si bundk-DNA 10 vzorkl byly kombinovany a p¥idany do 50 ml
DMEM obsahujiciho 10% (objem/objem) fetalni hovézi sérum a
vznikla sm&s byla transferovana do 225 cm® kultivaénich lahvi
(Sumitomo Bakelite) . Buiiky byly kultivovany p¥i 37 °C za 7.5% CO
‘'po 24 hodin. Po této dob& byl odstranén supernatant kultury -a

2

vbunky byly promyty Vv serum-prostém DMEM mediu. Cerstvé DMEM
medium bez séra (50 ml) bylo potom pfidano ke kultufe, a buitky
byly kultivovany p¥i 37 °c za 7.5% CO_ po dal8ich 24 hodin. Po
této dob& byl odebrén supernatant kultury.

(b) ELISA

Aliquoty supernatantu kultury COS-1 (100 pl) byly pipetovany
do jamek 96- jamkove imunoplotny (Maxisorb, Nunk) a uskladnény p¥i
4 °C ptes noc. Toto vedlo k vytvotreni pevné faze proteinu, ktery
obsahoval extraceluldrni region lidského Fas antigenu na vnit¥nim
‘povrchu jamek. Kazda jamka byla promyta PBS obsahujicim 0.05%
(objem/objem) Tween-20 (EIA grade, Bio-Rad), pak bylo p¥idénno
100 pl PBS obsahujicim 0.5% (hmotnost/objem) hov&zi sérovy
albumin (BSA). Plotna byla ponechéna p¥i pokojové teploté& po

jednu hodinu pro blokujici efekt.
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Ka¥déd jamka byla promyta PBS obsahujicim 0.05% (objem/objem)
Tween-20 a pak byly CH11 (standart) pfipraveny v Prikladu 2,
spolu s 100 pl Yed&ného roztoku testovaného vzorku p¥ipraveného v
P¥ikladu 5 pipetovany do jamek. Reakce probihala p¥i pokojové
teploté& po 4 hodiny.

Jamky byly pak promyty PBS obsahujicim 0.05% (objem/objem)
Tween-20. Cast (100 pl) peroxidasou znalené krysi anti mySi IgM
- monoklondlni protilétky (¥edéni 1/2000, Zymed Laboratories) byla
. pipetovéna do ka%dé jamky a reakce probihala p¥i pokojové teploté
po 2 hodiny. '

Jamky byly ddle promyty PBS obsahujicim 0.05% (objem/objem)
Tween-20. Cast (100 ul) substrétového roztoku (Peroxidase
_substrate kit ABTS; Bio-Rad) byla pipetovana do kaZdé jamky pro

iniciaci barvici reakce. Byly m&¥eny hodnoty absorbance kaZdé
jamky p¥i 405 nm a 492 nm za pouZiti &telky mikroplotny

. a absorbance ziskand p¥i 492 nm byla od¢itadna od absorbance
ziskané p¥i 405 nm. Takto ziskané hodnoty byly srovnany

's hodnotami pro CH11l standarty, aby se zhodnotila schopnost
testovaného vzorku vazat protein obsahujici extraceluldrni region
lidského Fas antigenu.

V§sledky jsou ukdzény v Tabulce 1 ni%e. Jak je z¥ejmé, byla
pozorovéna vazba p¥i pouZiti supernatanth (E) (pHEX126 a pLEX004)
a (F) (pHEX126, pLEX004 a pJEX004) pi¥ipravenych v P¥ikladu 5.

Tabulka 1
- Vzorek OD405'OD492
CH11 standard 0.445
PBS 0.104
PHEX126 0.109
pLEX004 0.135
pJEX004 0.107
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pHEX126 + pLEX004 0.330
PHEX126 + pLEX004 + pJEX004 0.202
p¥iklad 7

Zkouska cytotoxicity

Cytotoxicita kaZdého supernatantu kultury COS-1 buné&k
p¥ipraveného v P¥ikladu 5 byla ur&ena metodou MTT
(3-(4,5-dimethylthiazon-2-yl)-2,5-diphenyl 2H-tetrazolium-bromid)
zkousky, jak je popséna niZe.

Buiiky lidskych lymfocytl kmene HPB-ALL (viz Morikawa, S., et
al., (1978) Int.J.Cancer, 21, 166 - 170) byly kultivovény na
‘RPMI1640 mediu (Nissui Pharmaceutical) obsahujicim 20 mM HEPES
(HEPES: N-2-Hydroxyethylpiperazin-N~-2-ethansulfonovd kyselina),
50 pM 2-mercapthoethanolu a 10% (objem/objem) fetdlni hovézi
sérum (Equitec Bio) p¥i 5% CO_ p¥i 37 °C po 3 dny. Cast (75 pl)
supernatant kultury COS-1 buné&k p¥ipravenych v P¥ikladu 5 byla
pipetovana do jamek 96-jamkové kultivadni plotny a potom byio
pridédno 25 ul HPB-ALL bunék (upravenych na 2 x 10° bun&k/ml) .
Builkky byly kultivovany p¥i 37 °C za p¥itomnosti 5% CO, po 12
hodin. Do ka¥dé jamky plotny bylo p¥iddno 10 gl 5 mg/ml vodného
roztoku MTT (Sigma) a plotna byla inkubovéna p¥i 37 °C po 4
hodiny. Po inkubaci bylo do ka¥dé jamky p¥iddno 100 ul roztoku
obsahujiciho 50% (objem/objem) N,N~dimethy1farmamid'a 20%
(hmotnost/objem) SDS. Hodnoty absorbance pro kaZdou jamku byly
odeditény p¥i 590 nm a 620 nm za pouziti &tedky mikroplotny
(Nippon Intermed Ltd.). Absorbance p¥i 620 nm byla odeditéana od
‘absorbance pfi 590 nm. P¥i vy88ich hodnotdch zbyvalo v&t3i
mnoZstvi Zivych bun&k v jamce. Vysledné hodnoty jsou ukdzany v
Tabulce 2, niZe.

Tabulka 2

Vzorek oD -0D

sS90 620
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PBS 0.864
pME 18S 0.881
PHEX126 (H Yeté&zec) 0.876
PLEX004 (L Tretézec) 0.887
pJEX004 (J Yetézec) 0.883
PHEX126 + pLEX004 0.176
PHEX126 + pLEX004 + pJEX004 0.242

Tyto kultury COS-1 buné&k, které byly transfektovany jednim
plasmidem v P¥ikladu 5 ((A), (B), (C), a (D)) vSechny vykazovaly
vysoké hodnoty, srovnatelné s hodnotami netransfektovanych bundk.
Bufiky kotransfektované pHEX126 a pLEX004 ((E) a (F)) vykazovaly
nizké hodnoty srovnatelné s hodnotami prazdnych, ve kterych
nebyly pi¥itomny %&dné buiiky. Z t&chto vysledkl vyplyva, e
cytotoxickd substance je produkovana koexpresi DNA kodujici CH11
H Yetézec a CH11l L Yetézec.

-Priklad 8

Srovndni cytotoxicity protildtek (ED__ test)

Cytotoxicita protilatek predkladaného vyn&lezu byla hodnocena
ED__ testem. Jak je zde pou¥ito je ED__ koncentraci protilétky,
p¥i které je 50% vzorku bunék exprivujicich Fas antigen usmrceno.
Pfed méfenim ED__ bylo nezbytné presn& spoditat koncentraci
testovanych protilétek.

(8 - 1) Ur&eni koncentrace protilétek

Do kaZdé jamky 96 jamkové ELISA plotny (NUNC) bylo pipetovéno
100 pul roztoku anti-my$i IgM protilatky (0.5 ug/ml v 50 mM
Na_HCO_,, pH 9.6, zakoupenych u BIOSYS), a plotna byla inkubovéana
pfes noc p¥i 4 °C. Roztok protilédtek byl pak odstran&n a kaZda
jamka byla promyta &ty¥i-kr&t PBS obsahujicim 0.5% Tween 20 (zde
oznafeno jako "PBS-T).
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"Super Block" blokujici pufr (Pierce) byl p¥ipraven v PBS,
podle instrukci vyrobce a 100 pl tohoto pufru bylo pipetovano do
ka¥dé jamky. Plotna pak byla déle inkubovéna po &ty¥i hodiny p¥i
37 ©°C. Po této dob& byl blokujici roztok odstran&n a kaZda jamka
byla promyta &ty¥ikrat PBS-T.

100 pl ka¥dého testovaného p¥ipravku protiléatky bylo pfidano
da ka?dé jamky plotny. Testované vzorky obsahovaly CH1l, a
supernatanty (E) a (F) P¥ikladu 5. Byly pouZity rGzné standartni
p¥ipravky obsahujici my3i IgM (Zymed) Yed&né na ruzné
koncentrace. Po ptidéni vzorkl do jamek byly plotny inkubovany
p¥i 37 °C po 4 hodiny. Po této dob& byly testované a standartni
vzorky odstrandny a ka¥da& jamka byla promyta &ty¥ikrdt PBS-T.

Vzorek k¥enovd peroxidasa-konjugovaného anti-mySiho IgM (100
ul Yed&ni 1/1000 v PBS) byl p¥idan do kazdé jamky. Tento roztok
byl odstran®ny a ka¥da jamka byla promyta Cty¥ikrat PBS-T.

100 pl vzorku p¥ipraveného z Horseradish Peroxidase Substrate
Kit (Biored) byly p¥idany do kazdé jamky a plotna byla inkubovéna
p¥i pokojové teplot& po 30 minut. Po této dob& byla méfena
absorbance p¥i 405 a 492 nm za pouZiti ¢tecky mikroplotny.
Absorbance p¥i 492 nm byla pak odedtena od absorbance p¥i 405 nm.

P¥i pou%iti hodnot absorbance pro standartni vzorky bylo moZné
konstruovat standartni k¥ivku, ze které miZe byt urlena
koncentrace ka¥dé testované protilatky.

Pak bylo moZné hodnotit ED__.
(8 - 2) Kalkulace ED_

T¥i roztoky protilatek, CH11l, supernatant (E) (obsahujici H a
L Yet&zec) a supernatant (F) {(obsahujici H,L a J feté&zec)

p¥ikladu 5, v prislufném pofadi, byly inkubovény HBP-ALL buEkami .
MTT zkoufka, popsana v P¥ikladu 7, byla pouZita k hodnoceni toho,
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jak mnoho bun&k bylo usmrceno kaZdym roztokem protilétek.

MTT vysledky pro kaZdou protilatku byly kalkulovany jako
funkce koncentrace proteinu, jak byla zigskana v (8 - 1) vySe, pro
ur&eni ED__ hodnoty, kdy MTT byla bréna jako negativni kontrola a
v§sledky pro HBP-ALL kultivované v nep¥itomnosti protilatek byly
brany jako positivni kontrola. V§sledky jsou ukdzény v Tabulce 3.

Tabulka 3
protilétka ED__ (ng/ml)
CH11 21.2
Supernatant (E) (pHEX126 a pLEX004) 4.5
Supernatant (F) (pHEX126, pLEX004 a pJEX004) 22.9

v§e uvedené vysledky jasné ukazuji, %e produkt obsahujici
supernatant (E) prekvapiv& vykazuje p¥ibliZné& 5 krat vyssi
aktivitu ne¥ CH11 nebo produkt obsaZeny v supernatantu (F). Zzda
se pravd&podobné, Ze IgM struktura je tvotena produktem obsaZenym
v supernatantu (F), zatimco produkt obsaZeny v supernatantu (E)
tvori jednoduché pary a Ze, za téchto okolnosti, je ED_
signifikantn& zvysSena.
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Seznam sekvenci

(1) Obecné informace

(i) PF¥ihla¥ovatel

(n)
(B)
(€)
(E)
(F)
(G)

Jméno: Sankyo Company, Limited

Ulice: 5 - 1, Nihonbashi Honcho 3-chome, Chuo - ku
Mésto: Tokyo

Zemd: Japonsko

Pogstovni kod (ZIP): 103

Telefon: 81-3-5255-7111

(ii) N&zev vyndlezu: Rekombinantni protildtka proti lidskému

Fas

(iii) Poclet sekvenci: 80

(iv) Po&itadova ¢&teci forma:

(B)
(B)
(C)
(D)

Typ media: Floppy disk

Poditad: IBM PC compatibilni

Operadni system: PC-DOS/MS-DOS

Software: PatentIn Release #1.0, verse #1.30 (EPO)

(2) informace pro sekvenci €¢.1:

(i) Sekvenéni charakteristiky:

(p)
(B)
(C)
(D)

délka: 5 aminokyselin
typ: aminokyselinova
typ Yeté&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(v) Typ fragmentu: vnit¥ni

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



(2)

(2)
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Asp Tyr Asn Met His
1 5

informace pro sekvenci &.2:

(i) Sekvenlni charakteristiky:
(A) délka: 17 aminokyselin
(B) typ: aminokyselinovéa
(C) typ Yetézce: jednoduchy
(D) topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: protein

(v) Typ fragmentu: vnit¥ni

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

Tyr Ile Tyr Pro Tyr Asn Gly Gly Thr Gly

1 5 10
‘Phe Lys Ser
15

informace pro sekvenci &¢.3:

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 7 aminokyselin
(B) typ: aminokyselinova
(C) typ Yeté&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein
(v) Typ fragmentu: vnit¥ni
(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 3:

Ser Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5

Tyr Asn Gln Lys
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(2) informace pro sekvenci ¢.4:

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 16 aminokyselin
(B) typ: aminokyselinova
(C) typ Yetézce: jednoduchy
(D) topologie: lineérni

(ii) Typ molekuly: protein
(v) Typ fragmentu: vnit¥ni
(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 4:
Arg Ser Ser Lys Ser Leu Val Hi
1 5
Tyr Leu His
15
(2) informace pro sekvenci &.5:
(i) Sekven&ni charakteristiky:
(p) délka: 7 aminokyselin
(B) typ: aminokyselinova
(C) typ Feté&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: protein
(v) Typ fragmentu: vnit¥ni
(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 5:
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

(2) informace pro sekvenci ¢.6:

(i) Sekvenéni charakteristiky:

s Ser Asn Gly Asn Thr
10
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(p) délka: 9 aminokyselin
(B) typ: aminokyselinova
(C) typ retd&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein
(v) Typ fragmentu: vnit¥ni
(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 6:
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Pro Ala
1 5
(2) informace pro sekvenci &.7:
(i) Sekvendni charakteristiky:
(A) délka: 1773 parlu basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ Yeté&zce: dvojity
(D) topologie: line&drni

(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) anti-sense: ne
(v) PGvodni zdroj:

(A) Organismus: Mus musculus
(B) Typ buné&k: Hybridomy
(C) Buné&dna linie: CH1l1

(ix) Vlastnosti:
(A) Jmeno/k1li&: CDS
(B) Umisté&ni: 1....1770

(ix) Vlastnosti:
(A) Jmeno/kl1li&: mat peptid
(B) Umisté&ni: 58...1770




(ix)

(xi)

ATG
Met
~-19

GTC
Val

CcCT
Pro

ACT
Thr
30

Glu

CAG
Gln

ACA
Thr

TAT
Tyx

ACC
Thr
110

ccc

Pro

ATG
Met

TGG
Trp

GGA
Gly

CAC

His

Gly
15

GAC

Asp

Trp

ARG
Lys

GCC
Ala
TAC

95

TCA
‘Ser

CcTC

Leu

GGC

Gly

ARC
Asn

Vlastnosti:
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() Jmeno/k1i&: sig peptid

(B) Umist&ni: 1..

Popis sekvence:

TGG
Trp

TCT
Ser

GCC
Ala

TAC

ATT
Ile

TTC
Phe

TAC
Tyr
80

TGT

Cys

GTC
val

GTC
val

TGC
Cys

TAC
Tyr

AGC
Sex

GAG
Glu
1

TCA

Ser

ARC
Asn

Gly

ARG
Lys
65

ATG

Met

GCA
Ala

ACC
Thr

TCC
Ser

CTA
Leu
145

Gln

TGG
Trp
-15

GTC
Val

GTG
Val

ATG

Met

TAT
Tyr
50

AGC
Ser

GAG
Glu

AGA
Arg

GTC
Vval

TGC

Cys
130

GCC
Ala

ARC
Asn

ATC
Ile

CAG
Gln

ARG
Lys

CAC
His
35

ATT
Ile

ARG
Lys

cTC
Leu

AGT
Ser

TCC
Ser
115

Glu

Arg

ARC
Asn

TTT
Phe

Leu

ATA

Ile

20

Trp

“TAT

Tyr

GCC
Ala

CcGC
Arg

TAC

Tyr
100

TCA

Ser

AGC
Ser

GAC
Asp

ACT
Thr

SEQ ID

CTC TTC
Leu Phe

CAG CAG

Gln Gln

TCC TGC
Ser Cys

GTG ARG
val Lys

CCT TAC
Pro Tyr

ACA TTG
Thr Leu
70

AGC CTG
Sexr Leu
85

TAT GCT
Tyr Ala

Glu Ser

cce CTG
Pro Leu

TTC CTG
Phe Leu
150

GAA GTC
Glu Vval

..57

No: 7:

cTC
Leu
-10

TCA

Sex

Lys

Glin

ART
Asn
55

ACT
Thr

ACA
Thr

ATG
Met

‘Gln

TCT
Ser
135
cce
Pro

ATC
Ile

CTG
Leu

Gly

GCT
Ala

AGC
Sexr
40

.GGT

Gly

GTT
vVal

Sex

GAC
Asp

TCC
‘Ser
120

‘GAT

Asp

AGC
Ser

CAG
Gln

TCA

sSer

ccr
Pro

TCT
Ser

25
cAT
His

GGT
Gly

GAC
Asp

GRAG
Glu
TAC
105
T™TC

Phe

ARG
Lys

ACC.

Thy

GGT ATC AGA

GGA

Gly

GAG
Glu
10

GGA
Gly

Gly

ACT
Thr

AAT
Asn

GAC
Asp
90

Trp

ACT

Thr

CTG
Leu

TAC

ARG
Lys

GGC
Gly

TCC
Ser
75

TCT

Ser

GGT
Gly

CCA AAT

Pro

AAT
Asn

ATT

Ile

Asn

Leu

TCC
Serxr
155

Gly Ile Arg

GCA
Ala

GTG
Val

ACA
Thr

AGC
Ser

TAC

60
TCC

Sex

GCA
Ala

Gln

&TC
val

val
140

TTC
Phe

ACC
Thr

GGC
Gly

Lys

TTC
Phe

Leu
45

AAC
Asn

AGC
Sexr

GTC
val

Gly

TTC
Phe
125

Gee
Ala

ACC
Thr

TTC
Phe

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

FP-9709/76244



CCA
Pro

Leu
180

Lys

GCT
Ala

Asp

GCC
Ala

Gly
270

ATC
Ile

GAT
Asp

GCC
Ala

GCC
Ala
350

Asn

Gly

ACA
Thrx
175

TCT

Ser

ATC
Ile

GTC
Val

GGC
Gly

ACG
Thr
255

AAG
Lys

Lys

TCT
Ser

CAC
His

AGT
Ser
335

GAC
Asp

Leu

Glu

160

CIG AGG ACA GGG

Leu

ccc
Pro

CAC
His

GCA
Ala

TTC

Phe
240

AAC

Asn

CTC
Leu

GGA
Gly

Glu

AGG
Arg
320

cce
Pxo

ATC

Ile.

GCA
Ala

cCa
Pro

ANG
Lys

TAC
Tyr

Glu
225

TCT
Ser

TrC
Phe

GTG
Val

TCC
Serx

ATC
Ile
305

GGT
Gly

TCC
Serxr

TTC
Phe

ACC
Thr

Leu
385

Thr

AGC
Ser

Gly
210

ATG
Met

GGC
Gly

ACT
Thx

Glu

ACA
Thr
290
GAC
Asp

cTC
Leu

ACA
Thx

CTC
Leu

TAT

370

Glu

Gly

ATC
Ile
195

GGC
Gly

AAC
Asn

ccr
‘Pro

CCa

Pro

TCT
Ser
275

ccc
Pro

Trp

ACC
Thr

‘GAC

Asp

AGC

Ser
355

GAA
Glu

ACC
Thr

GGC
Gly
180

Leu

Lys

ccc
Pro

GCA
Ala

Lys
260

GGC

Gly

Gln

Ccré
Leu

Phe

ATC
Ile
340

Lys

ACC
Thr

Lys

165

ARG
Lys

Glu

ARC
Asn

AAT
Asn

cCa
Pro
245

CcCG

Pro

TTC
Phe

ACC
Thr

AAC
Asn

Leu
325

CTA

Leu

TCC-

Ser

CTG
Leu

ATT
Ile

62

TAC

Gly

AGA
Arg

GTA
Val

.230

CGC

ATC
Ile

ACC
Thr

TAC
Tyx

Leu
310

AAG
Lys

ACC
Thr

GCT
Ala

ART
Asn

Lys
390

CTA GCC acc

Leu

-TCA

Ser

GAT
Asp
215

Asn

ARG

Lys

ACA
Thr

ACA
Thr

Lys
295

ART
Asn

AAC
Asn

™TC
Phe

AAC
Asn

ATC
Ile
375

ATC
Ile

Ala

Asp
200

Leu

GTG
Val

TCT
Ser

GTA

Val

280

GTC
Val

GTG

Val

GTG
Val

ACC
Thr

Leu
360

‘TCC

Ser

ATG

‘Met

Thr
185

GAA
Glu

‘CAT
His

“TTC

Fhe

Lys

TCC
Ser
265

cCce
Pro

ATA

Ile

TAC

TCC
Ser

ATC
Ile
345

ACC

‘Thy

Trp

Glu

170

TCG
Ser

TAC

GTG
Val

GTC
Val

-CTC

Leu
250

TGG
Trp

GTG
Val

AGC
Ser

ACC
Thr

TCC
Ser
330

ccc

Pro

TGT
Cys

GCT
Ala

AGC
Ser

Gln

Leu

ccc
Pro

cCa
Bro
235
ATC
TIle

CTa
Leu

ACC
Thx

Thr

TGC

Cys
315

ACA
Thry

cce
Pro

CTG
Leu

TCT
Serx

CAT
His
395

GTG
Val

GTA
Val

ATT
Ile
220

cca

Pro

TGC

Cys

ARG
Lys

ATC
Ile

Leu
300

CGT
Arg

Cys

TCC
Ser

GTC
Val

Gln
380

CcCcC
Pro

Leu

TGC
Cys
205

cca
Pro

CGG
Arg

Glu

GAT -

Asp

GAG
Glu
285

ACC
Thr

GTG
Val

GCT
Ala

Phe

TCA
Ser
365

Ser

ART
Asn

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248



(2)

TCA
Ser
430

CcCa
Pro

AGG
Arg

TAC

Tyxr
510

Gly

GTG
Val

ART
Asn

TGA

ACC
Thr

AAC
Asn
415

cca

Pro

ccr
Pro

GAG
Glu

> ATC

Ile

Phe
400

‘AGG

Arg

Gln

GCT
Ala

TCA
Serx

AGT
Ser

. 480

TAT
Tyr
495

Phe

GAG
Glu

.ACC

Thr

GTC
Val

GTG
Val

ACC
Thr

ACC
Thx

GAG
Glu

TCC
Ser
560

AGT
Ser

ARG
Lys

- ARG

Lys

GTG
Val

GCC
Ala
465

GTG
Val

ACC
Thx

CAC
His

TAT

AGG
Arg
545

Leu

GCT
Ala

Glu

Lys

TAC
Tyr
450

ACA
Thr

CAG
Gln

AGT
Serxr

AGC
Ser

ACC
Thr
530

ACC
Thr

ATC
Ile

ARG
Lys

Phe

Phe
435

Leu

GTC
Val

Trp

GCC

‘Ala

ATC
Ile
515

Cys

‘GTG

Val

ATG
Met

GGT
Gly

GTG

Val
420

ATC
Ile

Leu

ACC

Thr

Leu

CcCG
Pro
500

CTG
Leu

F GTT

Val

GAC
Asp

TCT
Ser

63

GTG GCT AGT

Val
405

TGT
Cys

TCA
Serxr

Pro

TGC

Cys

Gln
485

ATG

Met

ACT
Thr

GTA
Val

Lys

GAC
Asp
565

Ala

ACT
Thr

Lys

CCA

Pro

-Leu

470

CCA -

Pro

GTG
Val

GGC
Gly

TCC
Sexr
550

ACA
Thr

informace pro sekvenci &.8:

(i) Sekvenéni charakteristiky:

Ser

GTG
Val

cce
Pro

GCT
Ala
455

GTG
Val

Gly

Glu

ACA

Thx

CAC
His
535

ACT
Thr

GGC
Gly

(A) délka: 590 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina

(D) topologie: linearni

(ii)

(xi)

Typ molekuly: protein

Popis sekvence:

SEQ ID No:

Val

'ACT
Thr

AAT
Asn
440

CGT
Arg

Lys

Gln

CcCT
Pro

GAG
Glu’

520

GAG
Glu

GGT
Gly

GGC
Gly

8:

TGT
Cys

CacC
His
425

Glu

Glu

GGC
Gly

les 1
Leu

Gly
505

Glu

Gee
Ala

Lys

ACC
Thy

GTG
Val
410
AGG
Arg

GTG
Val

Gln

TTC
?he

Leu
490

GCC
Ala

Glu

Leu

CcCC
Pro

TGC
Cys
570

GAA
Glu

GAT
Asp

cac
His

Leu

TCT
Ser
475

[e/as

Pro

cca
Pro

Trp

cca
Pro

ACA
Thr
555

TAT
Tyr

GAC TGG
Asp Trp

CTG CCT
Leu Pro

Lys His
445

ARC CTG
Asn Leu
460

CCT GCA

Pro Ala

Gln Glu

GGC TTC
Gly Phe

AAC TCC
Asn. Ser
525

CAC CTG
His Leu
540

CTG TAC
Leu Tyr

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Gly

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1770

1773




-19

Val

Pro Gly

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

‘Met

Trp

Pro:

Leu
190

Lys

Ala

‘Asp

Ala

Gly
270

His

15

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Sex

Leu

Gly

Asn

Thr

175

Ser

Ile

Val

Gly

Thr

255

Lys

Lys

Ser

Ala

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Val

Cys

Tyx

160

Leu

Pro

His

Ala

Phe

240

Asn

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly
Lys

65
Met
Ala
Thr
Ser
Leu
145
Gln

Arg

Lys

Glu
225
Ser
Phe

Vval

Ser

Val

Val

Met

50

Ser

Glu

Axg

Val

Cys

130

Ala

Asn

Thr

Sexr

Gly

210

Met

Gly

Thx

Glu

Thr
290

Gln
Lys
His

35
Ile

Lys

Leu

Ser

Ser

115

Glu

Arg

Asn

Gly

Ile

195

Gly

Asn

‘Pro

Pro

Ser

275

Pro

Leu

Ile
20

Trp

Ala

Arg

100

Ser

Ser

Asp

Thy

Gly

180

Leu

Lys

Pro

Ala

Lys

260

Gly

Gln

64

Gln

Ser

Val

Pro

Thxr

Ser

-85

Tyr

Glu

Pro

Phe

Glu

165

Lys

Glu

Asn

Asn

Pro

245

Pro

Phe

Thr

Gln

Cys

Lys

Leu

70

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

150

Val

Tyr

Gly

Arg

Val

230

Axg

Ile

Thx

Ser
Lys
Gin
Asn
. 55
Thr
Thr
Met
Gln
Ser
135
Pro
Ile
Leun
Ser
Asp
215
Asn
Lys
Thr
Thr

Lys
295

Gly

Ala

Ser

40

Gly

Val

Ser

Asp

Ser

120

Asp

Ser

Gln

Ala

Asp

200

Leu

Val

Ser

Val

Asp

280

Val

Pro
Ser

25
His

Gly

Asp

Glu

105

Phe

Lys

Thr

Gly

Thr

185

Glu

His

Phe

Lys

Ser

265

Pro

Ile

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
20

Trp

Pro

Asn

Ile

Ile

170

Ser

Val

Val

Leu
250

Trp

Val

‘Ser

Leu
Tyr
Lys
Gly
Ser

75
Ser
Gly
Asn
Leu
Ser
155
Arg
Gln
Leu
Pro
Pro
235
I;e
Leu

Thr

Thr

Val Lys

Thr Phe

Sexr Leu
45

Tyr Asn
60

Sexr Ser

‘Ala Val

Gln Gly

Val Phe

125

Val Ala
140

Phe Thr

Thr Phe

Val Leu

Val Cys
205

Ile Pro
220

Pro Arg

Cys Glu

Lys Asp

Ile Glu

285

Leu Thr
300




Ile

Asp

Ala

Ala

350

Asn

Gly

Gly

Ser
430

Pro

Asp
Lys
Tyx
51

Gly

Val

Ser

His

Ser

335

Asp

Leu

Glu

Thr

Asn

415

Pro

Pro

Glu

Ile

Tyr

495

Phe

Glu

Thr

Val

Glu

Arg
320

Pro

Ile

Ala

Pro

Phe

400

Arg

Gln

Ala

Sexr

Sex

480

Val

Thr

Thry -

Glu

Ser
560

Ile
305

Gly

Serxr

Phe

Thx

Leu

385

Ser

Lys

Lys

Val

Ala

465

Val

Thr

His

Axrg
545

Leu

‘AsSp

Leu

Thr

‘Leu

370

Glu

Ala

Glu

Lys

450

Thy

Gln

Ser

Ser

Thr

530

Thr

Ile

Txrp

Thr

Asp

Ser

355

Glu
Thr
Lys
Phe
Phe
438
Leu
Val
Trp

Ala

Ile
515

Cys
Val

Met

(2) informace pro sekvenci

Leu
Phe
Ile
340
Lys
Thx
Lys
Gly
Val
420
Ile
Leu
Thr
Leu
Pro
500
Leu
Val

Asp

Ser

65

Asn

Leu

325

Lieu

Ser

Leu

Ile

Val

405

Ser

Pro

Cys

Gln

485

Met

Thr

Val

Lys

Asp
565

Leu

310

Lys

Thx

Ala

Asn

Lys

390

Ala

Thr

Lys

Pro

Leu

470

Arg

Pro

Val

Gly

Serx
550

Thr

(i) Sekventni charakteristiky:
(A) délka: 717 pard basi

Asn
Asn
Phe
Asn
Ile
375
Ile

Ser

Val

Pro

Ala

455

Val

Gly

Glu

Thr

His

535

Thx

Gly

Val

Val

Thx

Leu

360

Ser

Met

Val

Thr

Asn

440

Arg

Lys

Gln

Pro

Glu

520

Glu

Gly

Gly

Tyx

Ser

Ile

345

Thr

Txp

Glu

Cys

His

425

Glu

Glu

Gly

Leu

Gly

505

Glu

Ala

Lys

Thr

Thr
Ser
330

Pro

Cys

Ala

Ser

Val
410

Arg

val

Gln

Phe

Leu

490

Ala

Glu

Leu

Pro

Cys
570

Cys

315

Thr

Pro

Leu

Ser

His

395

Glu

Asp

His

Leu

Ser

475

Pro

Pro

Txp

Pro

Thr
555

Arg

-Cys

Ser

Val

Gln

380

Pro

Asp

Leun

Lys

Asn

460

Pro

Gln

Gly

Asn

His

540

Leu

Val

Ala

Phe

Ser

365

Sexr

Asn

Trp

Pro

His

445

Leu

Ala

Glu

Phe

Ser

525

Leu



ATG
Met
-19
TCC
Ser

AGT
Ser

GTA
Val
30

Gly

Gly

Leu

TCT
Ser

ARG
Lys

AGC
Ser

Leu
15

CAC
His

Gln

GTC

Val

Lys

Gln

66

(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ Fetd&zce: dvojity
(D) topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA
(iii) Hypotetické: ne
(iv) anti-sense: ne
(v) Pivodni zdroj:

(A) Organismus: Mus musculus

{ix)

(ix)

(ix)

{xi)

TTG
Leu

AGT
Ser

Giy

AGT
Ser

TCT

Ser’

CCh
Pro

ATC
Ile
80

Ser

CcCT

Pro

GAT
Asp

Asp

ART

Asn

‘CCA

Pro

GAC
Asp
65

AGC

Ser

ACA
Thr

(B) Typ bun&k: Hybridomy
(C) Bunééna linie: CH11
Vlastnosti:
(A) Jmeno/kli&: CDS

(B) Umisténi: 1

Vlastnosti:
(A) Jmeno/k1i&: mat peptid
(B) Umist&ni: 58...714

Vlastnosti:

(A)
(B)
Popis
GTT AGG

Val Arg
-15

GTT GTG
val Val

CAA GCC
Gln Ala

GGA AAC
Gly Asn
35

ARG CTC

Lys Leu
50

Arg Phe

AGA GTG
Arg Val

CAT GTT
His Val

....714

Jmeno/k1i&: sig peptid

Umisté&ni :

sekvence: SEQ ID

CTG
Leu

ATG
Met

TCC
Ser

TTG GTG
Teu Val

ACC CAA
Thr Gln
5

ATC TCT
Ile Serx -

20

ACC
Thr

Leu

AGT

Ser

Glu

ccT-

Pro

TAT TTA
Tyr Leu

ATC TAC
Ile Tyr

GGC AGT
Gly Ser
70

GCT GAG
Ala Glu
85

CCG GCG
Pro Ala

CTG ATG
Leu Met
-10

AGT CCA
Ser Pro

TGC AGA
Cys Arg

CAT TGG

His Trp

40

ARA GTT

Lys Val
55

GGA TCA

Gly Ser’

GAT CTG
Asp Leu

TTC GGT
Phe Gly

1....57
No:

™C
Phe

CTC
Leu

TCT
Ser
25

TAC

TCC
Ser

Gly

Gly

Gly

9:

TGG ATT
Trp Ile

TCC CTG

Ser Leu
10

AGT ARG
Ser Lys

Leu Gln

ARC CGA
Asn Arg

ACA GAT
Thr Asp
75

GTT TAT

Val Tyr
90

GGC ACC
Gly Thr

ccr
Pro
-5

cCcT

Pro

AGC
Ser

AAG
Lys

Phe
60

TTC
Phe

TTC
Phe

Lys

GCT

Ala

GTC
Val

Leu

CCA
Pro
45

TCT
Ser

ACA
Thr

TGC
Cys

Leu

48

96

144

192

240

288

336

384



67

95 100 105

GAR ATC AAR CGG GCT GAT GCT GCA CCA ACT GTA TCC ATC TTC CCA CCA 432
Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro

110 115 120 125

TCC AGT GAG CAG TTA ACA TCT GGA GGT GCC TCA GTC GTG TGC TTC TTG 480
Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu

130 135 140
AAC AAC TTC TAC CCC AAA GAC ATC AAT GTC AAG TGG AAG ATT GAT GGC 528
Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys»Trp'Lys Ile Asp Gly
145 150 - 185
AGT GAA CGA CAA AAT GGC GTC CTG AAC RGT TGG ACT GAT CAG GAC AGC 576
Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser
160 165 170
AAA GAC AGC ACC TAC AGC ATG AGC AGC ACC CTC ACG TTG ACC AAG GAC 624
Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp
175 180 185

GAG.TAT GAA CGA CAT AAC AGC TAT ACC TGT GAG GCC ACT CAC AAG ACA 672
Glu Tyr Glu Arg His Asn Sexr Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr

190 195 200 205

.TCA ACT TCA CCC ATT GTC -AAG AGC TTC AAC AGG AAT GAG TGT . 714
. gser Thr Ser Pro Ile Val Lys Sexr Phe Asn Axrg Asn Glu Cys

210 215
TAG 717

(2) informace pro sekvenci ¢€.10:

(i) Sekvenéni charakteristiky:
(A) délka: 238 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) topologie: linedrni
(ii) Typ molekuly: protein
(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 10:

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp-Ile Pro Ala
-19 -15 -10 -5

Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr Gln Ser. Pro Leu Ser Leu Pro Val
1 S 10

Ser Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu
15 20 25

val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro
30 35 40 45

Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
50 55 60




68

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65 70

Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp

80 85

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Pro Ala Phe

95 100

Glu Ile Lys Afg Ala Asp Ala Ala Pro Thr

110

115

Ser Ser Glu Gln Leu Thr Sexr Gly Gly Ala

130 135

Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val

145 150

Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu Asn Ser

160 165

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr
175 180

Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys

190

195

Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser Phe Asn

210 215

(2) informace pro sekvenci ¢.11:

(i) Sekven¢ni charakteristiky:

(A)
(B)
(€)
(D)

(ii)

(1id)

(div)
(v)

(ix)

délka: 480 parld basi
typ: nukleova kyselina
typ Yetézce: dvojity
topologie: line&rni

Typ molekuly: cDNA k mRNA

Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

PUvodni zdroj:

(A) Organismus: Mus musculus
(B) Typ bunék: Hybridomy

(C) Buné&fna linie: CH1l1l

Vliastnosti:

Ser

Leu

Gly

Val

120

Sexr

Lys

Trp

Leu

Glu
200

Arg

Gly

Gly

Gly

105

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

185

Ala

Asn

Thx Asp
75

Val Tyx
90

Gly Thr
Ile Phe

Val Cys

Lys Ile
155

Asp Gln.

170

Leu Thr
Thr His

Glu Cys

Phe Thx

Phe Cys

Lys Leu

Pro Pro

125
Phe Leun

140

Asp Gly

Asp- Ser

Lys Asp

Lys Thr
205




(ix)

(ix)

(xi)

ATG
Met
-22

GCT
Ala

Lys

Asp

Leu

Asn

Glu

75

Cys

ARC

Lys

TAG

ARG
Lys

GTC
Val

TGC
cys

ccr
Pro

ARC
Asn

Phe
60

GTG

val-

ART
Asn

Lys

ATG
Met

69

(A) Jmeno/kli&: CDS

(B) Umisténi:

Vlastnosti:
(A) Jmeno/kli&: mat peptid

(B) Umisténi: 67...477

Vlastnosti:

1

....447

(A) Jweno/kli&: sig peptid
(B) Umisté&ni: 1....66

ACC
Thr
-20

Leu’

ATG
Met

ART
Asn

AnC
Asn
45

GTA
Val

GAG
Glu

GAG
Glu

TGC

GTG
val
125

CAC

His

GTA
val

TGT
cys

GAG
Glu
30

AGG
Arg

TAC

CTG
Leu

GAC
Asp

TAT

Tyr
110

CAR

CTG
Leu

ACA
Thr

ACC
Thxy
15

GAC
Asp

Glu.

CAT
His

Glu

GAT
Asp
95

ACC
Thr

GCA

Leu

‘GGT

Gly

Arg

ATT
Ile

ART
Asn

Leu

GAT
Asp
80

GGT
Gly

ACT
Thr

GCC

'Gln Ala Ala

cTC
Leu

GAC
Asp

GTT
Val

GTG
Val

ATC
Ile

TCA
Ser
65

Gln

GTT
Val

ATG
Met

Leu

Trp
-15

GAC
Asp

ACC
Thr

GAG
Glu

TCT
Ser
50

GAC
Asp

GTT
val

CcCT
Pro

GTC
Val

ACC’

Thr
130

GGA
Gly

Glu

TCT
Ser

Arg
35

‘GAT

Asp

GTC
val

GTT
Val

Glu

CcCca
Pro
115

ccc
Pro

GTC
Val

GCG
Ala

AGG
Axrg
20

ART

Asn

ccC
Pro

TGT

ACT
Thr

ACC

Popis sekvence: SEQ ID No: 1i:

cre
Leu

ACC

‘Thr

ATC
Ile

ATC.

Ile

ACC
Thr

Lys

GCC
Ala
85

TGC

Gece
Ala

ATT
Ile

ATC
Ile

Arg

TCC
Sexr

Lys
70

ACC
Thx

TAC

Thr Cys Tyr

100

CTT AGG TAT
Leu Arg Tyr

GAT TCT TGC:

Asp Sex Cys

ATT
Ile
-10

Leu

ccr
Pro

ATT
Ile

CcCa
Pro

55
TGC
Cys

CAG
Gln

ATG
Met

CAT
His

TAC

135

Phe

- GCT

Ala

TCC
Ser

GTT
Val
40

Leu

GAT
Asp

AGC
Ser

TAT

GGT
Gly
120

CcCcT
Pro

GTT
Vval

GAC
Asp

ACC
Thr
25

GTC
Val

AGA
Arg

ccT
Pro

AAC
Asn

GAC
Asp
105

Glu

GAC
Asp

ARG
Lys

AAC
Asn
10

GAG
Glu

CcCT
Pro

Arg

GTG
Val

ATC
Ile
90

ACC
Thr

48

96

144

192

240

288

336

384

432

477

480




(2)

(2)

70

informace pro sekvenci &€.12:

" (i) Sekvendni charakteristiky:
(A) délka: 159 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina

(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No:

Met Lys Thr
-22 -20

Ala Val Leu
-5

Lys Cys Met

Asp Pro Asn

Leu Asn Asn
45

Asn Phe Val
60

Glu Vval Glu
75

Cys Asn Glu

Asn Lys Cys

Lys Met Val
125

His

Val

cys

Glu

30

hArg

TYyY

Leu

Asp

110

Gln

Leu

“Thr

Thr

15

Asp

Glu

His

Glu

Asp
95

Thr

Ala

Leu Leu
Gly Asp

1
Arg Val
Ile Val
Asn Ile
Leu Ser

€5

Asp Giln
80

Gly Val

Thr Met

Ala Leu

Trp

-15

Asp

Thr

Glu

Serxr

50

Vval

Pro

Val

Thr
130

Gly Val

_Glu Ala

Ser Axg
20

Arg Asn
35

Asp Pro

val Cys

val Thr

Glu Thr

100

Pro Leu

115

Pro- Asp

informace pro sekvenci &.13:

12:

Leu Ala

Thry Ile

5

Ile Ile

Ile Arxg

Thr Ser

Lys Lys

70

Ala Thr
85

Cys Tyr

Arg Tyx

Ser Cys

Ile

-10

Leu

Pro

Ile

Pro
55

Gln

Met

His

135

Phe
Ala
Ser
Val

40
Leu

Asp

Ser

Gly
120

Pro

Val

Asp

Thr

25

Val

Arg

Pro

Asp
105

Glu

Asp

Lys

‘Asn

10

Glu

Pro

Arg

Val

Ile

90

Arg

Thr
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(i) Sekven&ni charakteristiky:
() délka: 15 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein
(v) Typ fragmentu: N-termindlni
(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 13:
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro
1 5 10
Gly
15

(2) informace pro sekvenci &€.14:

(i) Sekvendni charakteristiky:
() délka: 21 aminokyselin
(B) typ: aminokyselina
(D) topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein
(v) Typ fragmentu: vnit¥ni
(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 14:
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser
1 5 10
Leu Gly Asp Gln Ala Ser Ile
15 20

' (2) informace pro sekvenci &.15:

(i) Sekvendni charakteristiky:
(A) délka: 391 paru basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ Fetdzce: dvojity
(D) topologie: linedrni
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(ii) Typ molekuly: cDNA k mRNA

(iii) Hypotetické: ne

(iv) anti-sense: ne

(v) pavodni zdroj:
(A) Organismus: Mus musculus
(B) Typ bundk: Hybridomy
(C) Bund&®nd linie: CH11

(ix) Vlagtnosti:
() Jmeno/k1li&: CDS
(B) Umist&ni: 2....391

(ix) Vlastnosti:
(A) Jmeno/k1i&: mat peptid
(B) Umisténi: 32...391

(ix) Vlastnosti:
(3) Jmeno/k1ig: sig peptid
(B) Umisténi: 2....31

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 15:
C CTC CTG TCA GGA ACT GChA GGC GTC CAC TCT GAG GTC CAG CTT CAG

Leu Leu Ser Gly Thr Ala Gly Val His Ser Glu Val Gln Leu Gln
~-10 -5 1 5

CAG TCA GGA CCT GAG CTGGTGAAACCTGGGGCCTCAGTGAAGATATCC
Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile Sexr
10 15 20

TGC ARG GCT TCT GGA TAC ACA TIC ACT GAC TAC ARC ATG CAC TGG GTG
Ccys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Asn Met His Trp Val
25 30 35

AAG CAG AGC .CAT GGA ARG AGC CTT GAG TGE ATT GGA TAT ATT TAT CCT
Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Pro
40 45 50

TAC AAT GGT GGT ACT GGC TAC AAC CAG ARG TTC ARG AGC ARG GCC ACA
Tyr Asn Gly Gly Thr Gly Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Ser Lys Ala “Thr
55 60 €5

TTG ACT GTT GAC AAT TCC TCC AGC ACA GCC TAC ATG GAG CTC CGC AGC
Leu Thr Val Asp Asn Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Glu Leu Arg Ser
70 75 80 85

46

94

142

190

238

286




CTG ACA TCT GAG GAC TCT GCA GTC TAT TAC TGT GCA AGA AGT TAC TAT
Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Tyr Tyr

GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC TCA GTC ACC-GTC TCC TCA GAG
Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Glu

105

AGT CAG TCC
Ser Gln Ser
120

73

90 95

110

(2) informace pro sekvenci ¢.16:

(i) Sekven&ni charakteristiky:

9:9)
(B)
(C)
(D)

(idi)

. (iii)

(iv)
(v)

(ix)

délka: 388 parad basi
typ: nukleova kyselina
typ Fetézce: dvojity
topologie: linedrni

Typ molekuly: cDNA k mRNA

Hypotetické: ne

anti-sense: ne

pivodni zdroj:

(A) Organismus: Mus musculus
(B) Typ bun&k: Hybridomy

(C) Bun&&nd linie: CH1l

Vlastnosti:

115

100

334

382

391
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(A) Jmeno/klic: CDS
(B) Umisté&ni: 2....388

(ix) Vlastnosti: -
(A) Jmeno/k1i&¢: mat peptid
(B) Umisténi: 29...388

(ix) Vlastnosti:
() Jmeno/k1li&: sig peptid

(B) Umisténi: 2....28

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

G ATG TTC TGG ATT CCT GCT TCC AGC AGT GAT GTT GTG ATG ACC CAR 46

Met Phe Trp Ile Pro Ala Ser Ser Ser Asp Val Val Met Thr Gln

-9 -5 1 5
AGT CCA CTC TCC CTG CCT GTC AGT CTT GGA GAT CAA .GCC TCC ATC TCT 94
Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly Asp Gln Ala Sex Ile Ser
10 15 20
TGC AGA TCT AGT AAG AGC CTT GTA CAC AGT AAT GGA AAC ACC TAT TTA 142
Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu
25 30 35

CAT TGG TAC CTG CAG AAG CCA GGC CAG TCT CCA AAG CTC CTG ATC TAC 190

His Txp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
40 45 50

AAA . GTT TCC AAC CGA TTT TCT GGG GTC CCA GAC AGG TTC AGT GGC AGT 238
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser

55 60 65 70
GGA TCA GGG ACA GAT TTC ACA CTC ARG ATC AGC AGA GTG GAG GCT GAG 286
Gly Ser Gly Thxr Asp Phe Thr Leu Lys ‘Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu

75 80 85
GAT CTG GGA GTT TAT TTC TGC TCT CAA AGT ACA CAT GTIT CCT CCG GCG 334
Asp Leu Gly Val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser Thr His Val Pro Pro Ala
920 95 100
TTC GGT GGA GGC ACC AAG CTG GAA ATC AAA CGG GCT GAT GCT GCA CCA 382
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro
105 110 115

ACT GTA . 388
Thr Val

120
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(2) informace pro sekvenci &.17:

(2)

(i) Sekvenéni charakteristiky:

(A)
(B)
(c)
(D)

(ii)
(A)
(iii)

(iv)

(ix)

délka: 33 péara basi
typ: nukleovd kyselina
typ ret&zce: jednoduchy
topologie: linearni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 17:
CTAAGGGAAT TCCGCCTCTC CTCAGACACT GAA

informace pro sekvenci ¢&¢.18

(i) Sekvendni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)

(iii)

(iv)

(ix)

délka: 34 parh basi
typ: nukleova kyselina
typ Yeté&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 18:
TTTTACTCTA GAGACCCAAG GCCTGCCTGG TTGA

33

34
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(2) informace pro sekvenci ¢.19

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
(€)
(D)

(ii)
(R)
(iii)

(iv)

(ix)

délka: 33 parl basi
typ: nukleova kyselina
typ Tetézce: jednoduchy
topologie: line&drni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 19:
AAATAGGAAT TCCAGTCTCC TCAGGCTGTC TCC

(2) informace pro sekvenci ¢.20

(2)

(i) Sekvenéni charakteristiky:

()
(B)
()
(D)

(ii)
(A)
(iii)

(iv)

(xi)

délka: 32 parl basi
typ: nukleova kyselina
typ Yet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc =."Syntetické DNA"
Hypoteticka: ne

anti-gense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 20:

ATGATCTCTA GAGTGGTGGC ATCTCAGGAC CT

informace pro sekvenci &.21

(i) Sekvenfni charakteristiky:

(n)

délka: 32 para basi

33

32




(2)

(2)
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(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ Yeté&zce: jednoduchy
(D) topologie: line&drni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "syntetickd DNA"

(iii) Hypoteticks: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 21:
TTGCGGAATT CCTCACCTGT CCTGGGGTTA TT

informace pro sekvenci &.22

(i) Sekvenéni charakteristiky:
(A) délka: 32 péard basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ Tet&zce: jednoduchy
(D) topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
() Popis: /desc = "synteticka DNA"

(iii) Hypotetické&: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 22:
ATTGCCTCTA GAGCCTCTAA GGACAACGAG CT

informace pro sekvenci .23

(i) sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 20 part basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ Tetd&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(i1) Typ molekuly: jind nukleova kyselina

32

32
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(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"
(iii) Hypotetickéa: ne
(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 23:
TGGGGCCTCA GTGAAGATAT 20

(2) informace pro sekvenci &.24

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 20 parh basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ Yetd&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
(A) Popis: /desc = "syntetickd DNA"

(iii) Hypotetické: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 24:
CAATGGTGGT ACTGGCTACA 20

s
i

(2) informace pro sekvenci &.25 : 3

(i) Sekven&ni dharaﬁteriétiky:
(a) délka: 20 pard basi
(B) typ: nukleové kyselina
(C) typ Yeté&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"

(iii) Hypotetickda: ne

(iv) anti-sense: ne

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




79

TGACATCTGA GGACTCTGCA

(2) informace pro sekvenci &.26

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
(€)
(D)

(ii)
()
(iid)

(iv)

{xdi)

délka: 20 part basi
typ: nukleové kyselina
typ Tret&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickéa: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 26:
TCCTCAGAGA GTCAGTCCTT

(2). informace pro sekvenci &.27

(i) Sekven&éni charakteristiky:

(RA)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(R)

{(iii)

(iv)

{x1)

délka: 20 paru basi
typ: nukleova kyselina
typ Yet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc = "syntetickd DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 27:
TCCTTCACCT GGAACTACCA

(2) informace pro sekvenci ¢&.28

(i) Sekven&ni charakteristiky:

20

20

20




(B)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)

(iii)

(iv)

(xi)

80

délka: 20 paru basi
typ: nukleova kyselina
typ fetézce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = ngyntetickd@ DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 28:
TCCCAAGAGC ATCCTTGAAG

(2) informace pro sekvenci &.29 :

(i) Sekven¢ni charakteristiky:

(n)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(R)
(iid)

(iv)

(x1i)

délka: 20 pard basi

typ: nukleové kyselina
typ FYeté&zce: jednoduchy
topologie: line&rni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = ngyntetickd DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 29:
AGATCTGCAT GTGCCCATTC

(2) informace pro sekvenci &.30 :

(i) Sekvenéni charakteristiky:

(B)
(B)
(C)
(D)

délka: 20 pérld basi
typ: nukleové kyselina
typ Yeté&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

20

20
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(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(3) Popis: /desc = "synteticka DNA"

(iii) Hypoteticka: ne

(iwv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 30:
TCTAAACTCA TCTGCGAGGC

(2) informace pro sekvenci &.31

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(p) délka: 20 pérd basi
(B) typ: nukleové kyselina
(€¢) typ Yeté&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 31:
GGTGACCATC GAGAACAAAG

(2) informace pro sekvenci &.32

(i) Sekvenini charakteristiky:
(n) délka: 20 pard basi
(B) typ: nukleové kyselina
(C) typ Yet&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
(A) Popis: /desc = "gynteticka DNA"

(iii) Hypotetické: ne

(iv) anti-sense: ne

20

20
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 32:
AGGGGTCTCA CCTTCTTGAA

(2) informace pro sekvenci ¢.33

(i) Sekvendni charakteristiky:

(A)
(B)
. (C)
’ (D)

; (ii)
(A)
(iidi)

(iv)

(xi)

délka: 20 pard basi
typ: nukleovd kyselina
typ Fetézce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jina nukleovd kyselina
Popis: /desc = ngyntetickd DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 33:
TCCTTTGCCG ACATCTTCCT

(2) informace pro sekvenci &.34 :

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
{C)
(D)

(ii)
) ()
(iii)

(iv)

(xi)

délka: 20 parld basi
typ: nukleova kyselina
typ Yetézce: jednoduchy

topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = ngynteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-senge: ne

pPopis sekvence: SEQ ID No: 34:
GTGTGTACTG TGACTCACAG

(2) informace pro sekvenci ¢.35

20

20

20
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(i) Sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 20 pard basi
(B) typ: nukleové kyselina
(C) typ Yet&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jinéd nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "syntetick& DNA"

(iii) Hypotetick&a: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 35:
AACTGAACCT GAGGGAGTCA 20

(2) informace pro sekvenci &.36

(i) Sekventni charakteristiky:
(A) délka: 20 para basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ tetézce: jednoduchy
(D) topologie: line&drni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"

(iii) Hypotetickd: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 36:
AACTCTTGCC CCAAGAGAAG 20

(2) informace pro sekvenci &.37

(i) Sekvendni charakteristiky:
(A) délka: 20 pard basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ teté&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni




(ii)
(A)
(iid)

(iv)

(xi)

84

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc-= "synteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 37:
ATCCTGACTG TGACAGAGGA

(2) informace pro sekvenci ¢.38

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)

(iii)

(iv)

(x1)

délka: 20 péra basi
typ: nukleova kyselina
typ tetézce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "syntetick&@ DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 38:
ACAAGTCCAC TGGTAAACCC

(2) informace pro sekvenci &.39

(i) Sekvendéni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
()
(iii)

(iv)

délka: -20 part basi
typ: nukleova kyselina
typ Feté&zce: jednoduchy

topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

20

20




(xi)
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Popis sekvence: SEQ ID No: 39:
AGGATATCTT CACTGAGGCC

(2) informace pro sekvenci €.40

(2)

(i) Sekventni charakteristiky:

(7)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)
(iidi)

(iv)

(xi)

délka: 20 parld basi
typ: nukleova kyselina
typ Yet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 40:
ATCCACTCAA GGCTCTTTCC

informace pro sekvenci &.41

(i) Sekven®ni charakteristiky:

(3)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)
(iii)

(iv)

(xi)

délka: 20 paru basi
typ: nukleovéa kyselina
typ Yet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickéa: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 41:
ACTGCAGAGT CCTCAGATGT

(2) informace pro sekvenci &.42

20

20

20




(2)

(2)
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(i) Sekventni charakteristiky:

(A)
(B)
()
(D)

(i)

(A)

S (iid)

(iv)

(xi)

délka: 20 pard basi
typ: nmukleova kyselina
typ Fet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jiné nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 42:
AGACGGTGAC TGAGGTTCTT

informace pro sekvenci €.43

(i) Sekvendni charakteristiky:

()
(B)
(€)
(D)

(ii)
(n)

(iii)

(iv)

(x1)

délka: 20 para basi
typ: nukleova kyselina
typ Fet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 43:
CAGGTGAAGG AAATGGTGCT

informace pro sekvenci &.44

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(p)
(B)
(C)

délka: 20 para basi
typ: nukleovd kyselina
typ teté&zce: jednoduchy

20

20




(D)

(ii)
()

(iii)

(iv)

(xi)

87

topologie: line&rni

Typ molekuly: jind nukleovéd kyselina
popis: /desc = "syntetick& DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 44:
ATGCTCTTGG GAGACAGCAA

(2) informace pro sekvenci €.45

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(a)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)
(iid)

(iv)

(xi)

délka: 20 pard basi
typ: nukleovad kyselina
typ Yeté&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 45:
CTCTGTTTTT GCCTCCGTAG

(2) informace pro sekvenci &.46

(i) Sekvendni charakteristiky:

(R)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(n)

(iid)

délka: 20 parld basi
typ: nukleova kyselina
typ Fetdzce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovéd kyselina
Popis: /desc = "syntetick@ DNA"
Hypotetické&: ne

20

20
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(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 46:
TGGCCTCGCA GATGAGTTTA

(2) informace pro sekvenci &.47

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(p) délka: 20 parl basi
(B) typ:_nukleové kyselina
(C) typ Fetézce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = ngyntetickd DNA"
(iii) Hypotetickd: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 47:
CCTTTGTTCT CGATGGTCAC

(2) informace pro sekvenci &.48

(i) Sekvendtni charakteristiky:
() délka: 20 pard basi
(B) typ: nukleovéd kyselina
(C) typ Petézce: jednoduchy
(D) topologie: lineédrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleova kyselina
(p) Popis: /desc = ngynteticka DNA"

(iii) Hypotetické: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 48:
TGTGGAGGAC ACGTTCTTCA

20

20

20
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(2) informace pro sekvenci &.49

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)

(1ii)

(iv) |

(x1)

‘délka: 20 pé&rl basi
typ: nukleové kyselina
typ ret¥zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 49:
ACTTTGAGAA GCCCAGGAGA

(2) informace pro sekvenci &.50

(i) Sekven®ni charakteristiky:

(p)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)

(iid)

(iv)

(x1)

délka: 20 paru basi
typ: nukleova kyselina
typ Yetdzce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jina nukleova kyselina
Popis: /desc = "gynteticka DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 50:
AGATCCCTGT GAGTCACAGT

(2) informace pro sekvenci &.51 :

(i) Sekven&éni charakteristiky:
(A) délka: 20 péru basi
(B) typ: nukleova kyselina

20

20
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(C) typ Yet&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"
(iii) Hypotetické: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 51:
) AGCAGGTGGA TGTTTGTGCA

(2) informace pro sekvenci &.52

(i) Sekvenéni charakteristiky:
() délka: 20 pard basi
(B) typ: nukleové kyselina
{C) typ Yeté&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleovd kyselina
(A) Popis: /desc = v"gynteticka DNA"
(iii) Hypoteticka: ne

(iv) anti-sense: ne

{xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 52:
TGAAGCCACT GCACACTGAT

(2) informace pro sekvenci &.53

. (i) Sekven&ni charakteristiky:
i (A) délka: 20 paru basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C)vtyp Yetdzce: jednoduchy
(D) topologie: lineéxni

(ii) Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
(n) Popis: /desc = vgyntetick& DNA"

20

20
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(iii) Hypoteticka: ne
(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 53:
AGTTCCATTC CTCCTCTGTC

. (2) informace pro sekvenci &.54

(i) Sekven¢éni charakteristiky:
(p) délka: 20 péarh basi
(B) typ: nukleovéa kyselina
(C) typ Tet&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"

(iii) Hypotetickéd: ne

{iv) anti-sense: ne

(xi) ©Popis sekvence: SEQ ID No: 54:
TGTGTCAGAC ATGATCAGGG

(2) informace pro sekvenci ¢.55

(i) Sekvenéni charakteristiky:
(A) délka: 20 part basi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) typ Tetd&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleova kyselina
() Popis: /desc = "synteticka DNA"
(iii) Hypotetickéa: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 55:
TGAAGTTGCC TGTTAGGCTG

20

20

20
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(2) informace pro sekvenci &.56

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 20 péru basi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) typ Pet&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jina nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"

(iii) Hypotetické: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 56:
CTTGGAGATC AAGCCTCCAT 20

(2) informace pro sekvenci &.57

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(p) délka: 20 paru basi
(B) typ: nukleova kyselina
{C) typ Fetdzce: jednoduchy
(D) topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(p) Ppopis: /desc = nsyntetickd DNA"

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 57:
GCTGAGGATC TGGGAGTTTA 20

(2) informace pro sekvenci C.58

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 20 péru basi




(B)
(c)
(D)

(ii)
(A)
(iidi)

{iv)

. (xd)
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typ: nukleova kyselina
typ fet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka& DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 58:
GATGCTGCAC CAACTGTATC

(2) informace pro sekvenci &.59

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(a)
(B)
(C)
' (D)

(ii)
(A)
(iid)

(iv)

(x1)

délka: 20 part basi
typ: nukleova kyselina
typ tetézce: jednoduchy
topologie: line&rni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 59:
CGACAAAATG GCGTCCTGAA

: (2) informace pro sekvenci &.60

v (i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)

délka: 20 para basi
typ: nukleova kyselina
typ ¥eté&zce: jednoduchy
topologie: line&rni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina

20

20
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(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"
(iii) Hypotetickéa: ne
(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 60:
ACGTTGACCA AGGACGAGTA

(2) informace pro. sekvenci &.61 :

(i) Sekvendni charakteristiky:
(A) délka: 20 péard basi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) typ tetd&zce: jednoduchy
(D) topologie: line&rni

(ii) Typ molekuly: jind& nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "synteticka DNA"

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 61:
ATCTGCAAGA GATGGAGGCT

(2) informace pro sekvenci ¢.62

(i) Sekven&ni charakteristiky:
(A) délka: 20 para basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ FYetd&zce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "syntetick& DNA"

(iii) Hypotetickéa: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 62:
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ACCCCAGAAA ATCGGTTGGA 20
(2) informace pro sekvenci &.63

(i) Sekvenéni charakteristiky:
(a) délka: 20 paru basi
(B) typ:'nukleové kyselina
(C) typ tetézce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ wolekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "syntetick& DNA"

(iii) Hypoteticka: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 63:
CCGGAGGAAC ATGTGTACTT 20

(2) informace pro sekvenci ¢&.64

(i) Sekvenéni charakteristiky:
(A) délka: 20 paru basi
(B) typ: nukleova kyselina
(C) typ Tetézce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

{(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
() Popis: /desc = "synteticka DNA"
(iii) Hypotetick&: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Popis sekvence: SEQ ID No: 64:
TCGTTCATAC TCGTCCTTGG 20

{(2) informace pro sekvenci ¢.65

(i) Sekvenéni charakteristiky:




(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(R)

(iii)

(iv)

(x1)
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délka: 20 paru basi
typ: nukleova kyselina
typ Fet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jina nukleova kyselina
Popis: /desc = nsyntetickd DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 65:
CATCTCAGGA CCTTTGTCTC

(2) informace pro sekvenci &.66

(i) Sekvend&ni charakteristiky:

()
(B)
(C)
(D)

(ii)
(n)
(iii)

(iv)

(x1)

délka: 20 parl basi
typ: nukleovad kyselina
typ FYetézce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jina nukleovd kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 66:
CACCTGTCCT GGGGTTATTT

(2) informace pro sekvenci &.67

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

délka: 20 parht basi
typ: nukleova kyselina
typ Tetézce: jednoduchy
topologie: linedrni

20

20




(ii)
(A)
(iid)

(iv)

(xi)
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Typ molekuly: jind nukleovda kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 67:

'AGACAAGATG AAGACCCACC

(2) informace pro sekvenci &.68

(2)

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(a)
(B)
()
(D)

(idi)
(B)
(iid)

(iv)

{(xi)

délka: 20 pard basi
typ: nukleova kyselina
typ Fetézce: jednoduchy
topologie: linearni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickéd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 68:
AAGCGACCAT TCTTGCTGAC

informace pro sekvenci &.69

(i) Sekvenéni charakteristiky:

(A)
(B)
(€)
(D)

(ii)
(A)
(iii)

(iv)

délka: 20 parl basi
typ: nukleova kyselina
typ Fet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

20

20
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Popis sekvence: SEQ ID No: 69:
ATATCTCTGA TCCCACCTCC

(2) informace pro sekvenci &.70

(2)

(i)-Sekvenéni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(a)

(iii)

(iv)

(x1)

délka: 20 pdra basi
typ: nukleovd kyselina
typ Yet&zce: jednoduchy
topologie: lineérni

Typ molekuly: jina nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickéd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 70:

GARATGCGAT CCTGTGGAAG

informace pro sekvenci &.71

(i) Sekvendni charakteristiky:

(B)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)
(iidi)

(iv)

(xi)

délka: 20 part basi
typ: nukleovéd kyselina
typ Yet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 71:
CTATACCACT ATGGTCCCAC

(2) informace pro sekvenci &.72

20

20

20
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(i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(n)
(iidi)

(iv)

{xi)

délka: 20 péarld basi
typ: nukleova kyselina
typ Yet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickad: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 72:
AGAAGCAGGT GGGTCTTCAT

(2) informace pro sekvenci &.73

(i) Sekven®ni charakteristiky:

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(a)
(iii)

{(iv)

(x1)

délka: .20 paru basi
typ: nukleova kyselina
typ Yeté&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 73:
TAGAGGTAAC TCGGGTACAC

(2) informace pro sekvenci &.74

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(a)
(B)
(C)
(D)

délka: 20 parh basi
typ: nukleova kyselina
typ Yet&zce: jednoduchy
topologie: lineérni

20

20




(ii)
(R)
(iii)

(iv)

(xi)
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Typ molekuly: jina nukleova kyselina
Popis: /desc = "gynteticka DNA"
Hypotetickd: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 74:
AAGTTCCTTC TCAGTGGGGA 20

(2) informace pro sekvenci &.75

(i) Sekvenéni charakteristiky:

(R)
(B)
()
(D)

(ii)
(A)
(iii)

(iv)

(x1)

délka: 20 péru basi
typ: nukleova kyselina
typ Yeté&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jina nukleova kyselina

‘Popis: /desc = ngyntetick& DNA"

Hypoteticka: ne
anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 75:
GGTGGCAGTA ACAACCTGAT

(2) informace pro sekvenci ¢.76

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(B)
(B)
(C)
(D)

(ii)
()

(iii)

(iv)

délka: 20 parht basi
typ: nukleové kyselina
typ Fetézce: jednoduchy
topologie: line&rni

Typ molekuly: jind nukleova kyselina
Popis: /desc = nsyntetickd DNA"
Hypoteticka: ne

anti-sense: ne

20

20
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(xi) PObis sekvence: SEQ ID No: 76:
CATGATACCT AAGTGGGACC

(2) informace pro sekvenci &.77

(i) Sekvendni charakteristiky:
(A) délka: 37 parh basi
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) typ Fetd&zce: jednoduchy
(D) topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: jind nukleova kyselina
(A) Popis: /desc = "syntetick& DNA"

(iii) Hypotetické: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Pbpis sekvence: SEQ ID No: 77:
GGGGAATTCC AGTACGGAGT TGCGGGAAGCT CTT

(2) informace pro sekvenci &.78

(i) Sekven¢éni charakteristiky:
(A) délka: 35 para basi
(B) typ: nukleova kyselina
{C) typ TYetézce: jednoduchy
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
(A) Popis: /desc = "syntetick& DNA"
(iii) Hypotetické: ne

(iv) anti-sense: ne

(xi) Pobis sekvence: SEQ ID No: 78:
GTTTCTTCTG CCTCTGTCAC CAAGTTAGAT CTGGA

(2) informace pro sekvenci &.79

20

37

35
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(i) Sekven&ni charakteristiky:

(A)
(B)
(c)
(D)

(ii)
(A)
(iii)

(iv)

(x1)

délka: 35 pért basi
typ: nukleova kyselina
typ ¥et&zce: jednoduchy
topologie: line&drni

Typ molekuly: jind nukleovd kyselina
Popis: /desc = "synteticka DNA"
Hypotetické: ne

anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 79:
TCCAGATCTA ACTTGGTGAC AGAGGCAGAA GARAAC

(2) informace pro sekvenci &.80

(i) Sekven&ni charakteristiky:

(Bn)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(A)

(ii})

(iv)

(x1)

délka: 28 part basi
typ: nukleova kyselina
typ tet&zce: jednoduchy
topologie: linedrni

Typ molekuly: jind nukleovéd kyselina
Popis: /desc = "syntetickd DNA"

Hypoteticks: ne
anti-sense: ne

Popis sekvence: SEQ ID No: 80:
CCCTCTAGAC GCGTCACGTG GGCATCAC

35

28
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PATENTOTVE NAROKTY

1. Rekombinantni protein obsahujici alespoili jeden region
korespondujici variabilnimu regionu imunoglobulinu, kde tento
alespoil jeden region umoZiluje proteinu rozpoznat a specificky
vAzat antigen, kde antigenem je lidsky Fas, a kde protein nemd v
podstatd vy%%i imunogenicitu u lidskych pacientlt neZ lidska
protilatka.

2. Protein podle niroku 1, ktery se sklada v podstaté z pouze

jednoho variabilniho regionu.

3. Protein podle néroku 1, ktery se skladad v podstaté ze dvou
variabilnich regioni, jednoho variabilniho regionu
korespondujiciho s variabilnim regionem H ¥eté&zce a druhého s

variabilnim regionem L Fetézce.

4. Protein podle ndroku 1 nebo 3, kde jsou variabilni regiony
spojeny flexibilni peptidovou vazbou.

5. Protein podle ndrokd 1,3 nebo 4, ktery ma alespoii dva
‘variabilni regiony, kde jsou variabilni regiony odvozeny od jedné
monoklondlni protilatky.

6. Protein podle naroku 5, kde jsou variabilni regiony integralné
navazany na lidské konstantni regiony.

7. Protein podle ndroku 5 nebo 6, ve kterém variabilni regiony
koresponduji bud variabilnimu regionu H fetézce, nebo
variabilnimu regionu L Fet&zce, a jsou jednotlivé vazany na
konstantni region H Fet&zce nebo konstantni region L Fetézce,
podle p¥isluSnosti.
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8. Protein podle jakéhokoliv z ndrokG 5 aZ 7, ve kterém jsou
variabilni regiony ka%dy prislusnou &&sti v&tSiho polypeptidu a
dva polypeptidy asociuji za tvorby heterodimeru protiléatky.

9. Protein podle jakéhokoliv z nédrokl 5 aZ 8, kde jsou variabilni
regiony bud identické, nebo t&sné koresponduji s variabilnimi
regiony CH11l.

10. Genetickym in¥enyrstvim zpracovany imunoglobulinovy protein,
ktery se specificky véZe na lidsky Fas, kde se imunoglobulinovy
protein skl4dd z podjednotky H fet&zce a podjednotky 1L fetézce,
kde se podjednotka H Yet&zce sklada z aminokyselinové sekvence
‘representované ndsledujicim obecnym vzorcem (I):

—FRHl—CDRH -FRH_-CDRH_-FRH_-CDRH_-FRH_- (1)
. 2 2 3 3 £ 3

“kde FRH representuje aminokyselinovou sekvenci obsahujici 13 aZ
30 aminokyselinovych residui, CDRH_  representuje aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO.1, FRH, representuje aminokyselinovou sekvenci
obsahujici 14 aminokyselinovych residui, CDRH, representuje
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO.2, FRHa.representuje
aminokyselinovou sekvenci obsahujici 32 aminokyselinovych
residui, CDRH  representuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO.3, a FRH_ representuje aminokyselinovou sekvenci obsahujici

11 aminokyselinovych residui, kde kazda aminokyselinovd sekvence
je navézana na druhou prostfednictvim peptidové vazby.

kde seé uvedend podjednotka L Fet&zce sklada z aminokyselinové
sekvence representované nésledujicim obecnym vzorcem (II):

-FRL_ -CDRL_-FRL_-CDRL_-FRL_-CDRL_-FRL - (11)
1 a 2 2 3 3 . <

kde FRL_ representuje aminokyselinovou sekvenci obsahujici 23
aminokyselinovych residui, CDRL_ representuje aminokyselinovou
sekventi SEQ ID NO.4, FRL, representuje aminokyselinovou sekvenci
obsahujici 15 aminokyselinovych residui, CDRL_ representuje

1
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aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO.5, FRL_ representuje
aminokyselinovou sekvenci obsahujici 32 aminokyselinovych
residui, CDRL, representuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO.6, a FRL_ representuje aminokyselinovou sekvenci obsahujici
10 aminokyselinovych residui, kde kazda aminokyselinova sekvence
je navazana na druhou prost¥ednictvim peptidové vazby.

11. Protein podle ndroku 10, kde podjednotka H Yetézce obsahuje
aminokyselinovou sekvenci representovanou aminokyselinami ¢.1 aZz
116 SEQ ID NO. 8.

12. Protein podle niroku 10 nebo 11, kde podjednotka L fetézce
obsahuje aminokyselinovou sekvenci representovanou
aminokyselinami ¢.1 aZ 112 SEQ ID NO. 10.

13. Protein podle ndroku 11 nebo 12, kde podjednotka H Feté&zce
obsahuje aminokyselinovou sekvenci representovanou
aminokyselinami &¢.1 aZ 571 SEQ ID NO. 8.

14. Protein podle néroku 11, 12 nebo 13, kde podjednotka L Yetézce
obsahuje aminokyselinovou sekvenci representovanou
aminokyselinami ¢.1 a% 219 SEQ ID NO. 10.

15. RNA kodujici protein podle jakéhokoliv z p¥edchozich narokl.
16. DNA kodujici protein podle jakéhokoliv z ndrokd 1 aZ 14.
17. DNA kodujici peptid vzorce (I) jak je definovdn v naroku 10.

18. DNA podle naroku 17, kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci
representovanou nukleotidy &. 58 aZ 405 SEQ ID NO.7.

19. DNA, ktera hybridizuje s DNA podle naroku 18, kde sense
feté&zec koresponduje k %%bridizujici DNA kodujici podjednotku H
Yetézce imunoglobulin sﬁ6§nou specifické vazby na lidsky Fas
spolu s podjednotkou L ¥etézce, obsahujici aminokyselinovou
sekvenci obecného vzorce (II), jak je definovéna v ndroku 10.
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20. Hybridizujici DNA podle naroku 19, ktera hybridizuje pfi 60
az 70 °C a v 6 x SSC.

21. DNA kodujici pro podjednotku L Yetézce, kterd obsahuje
aminokyselinovou sekvenci representovanou obecnym vzorce (1IT),
jak je definovén v naroku 10.

'22. DNA podle néroku 21, kterd obsahuje nukleotidovou sekvenci
representovanou nukleotidy ¢. 58 a¥ 393 SEQ ID NO.9.

23. DNA, kterd hybridizuje s DNA podle ndroku 22, kde sense
fet&zec koresponduje k hybridizujici DNA kodujici podjednotku L
Yet&zce imunoglobulinu schopnou specifické vazby na lidsky Fas
spolu s podjednotkou H Yet&zce, obsahujici aminokyselinovou

sekvenci obecného vzorce (I), jak je definovéna v naroku 10.

24. Hybridizujici DNA podle naroku 23, kterd hybridizuje p¥i 60
az 70 °C a v 6 x SSC.

25. Vektor obsahujici DNA podle jakéhokoliv z narokli 16 aZz 24.
26. Vektor podle ndroku 25, ktery je expresnim vektorem.
27. Vektor vybrany z pCR3-H123 a pCR3-L103.

28 . Hostitelska buiika transformovand expresnim vektorem podle
jakéhokoliv z narokd 25 az 27.

29. E.coli pCR3-H123 (FERM BP-5247) .

30. E.coli pCR3-L103 (FERM BP-5248) .

31. Zpusob produkce imunoglobulinového proteinu ktery specificky
rozpozndva lidsky Fas antigen, ktery obsahuje kultivaci bunék

podle jakéhokoliv z nadrokt 28 a¥ 30 za podminek, které umoZiiuji
expresi DNA kodujici podjednotku H ¥etdzce nebo L Tetézce
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obsa%¥enou ve vektoru, a odb&r imunoglobulinového proteinu z

kultury.

32. Pou¥iti CDR vybranych ze CDRH_, CDRHZ,CDRH3 a CDRL_, CDRL_,
CDRL,, jak je definovéano v naroku 10, a jejich kombinaci, Vv
konstrukci humanizovanych protilatek.

33. Pou¥iti DNA kodujici CDR vybrané z CDRH_, CDRH_, CDRH,
a CDRL_, CDRL_, CDRL_, jak je definovano v niroku 10, a jejich
kombinaci, v konstrukci DNA kodujici'humanizované protilatky.

34. PouZiti proteinu podle jakéhokoliv z nadrokt 1 az 14 v
pripravé léfiva pro 16&bu autoimunitnich chorob.

35. pouZiti podle naroku 34, ve kterém je autoimunitni chorobou

revmatismus.
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