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Sis isradimas yra susijes su naujomis nukleoriigé&iy ir polipeptidy sekomis, kurios koduoja interferona-

beta-2 (.IFN-B2"). Farmacinés kompozicijos, j kurias jeina farmaciskai priimtina pagalbiné medziaga ir efektyvus
kiekis Zmogaus IFN-B2 polipeptido, jo biologi$kai aktyvaus fragmento arba jo biologiskai aktyvaus darinio, tinka
Zmoniy iSsétinés sklerozés gydymui.



NAUJAS INTERFERONAS ISSETINES SKLEROZES GYDYMUI
ISradimo kilmé

Interferonai yra vidulasteliniai signaliniai baltymai, kurie vaidina svarby
vaidmenj jvairiuose biologiniuose procesuose, [skaitant, pvz., Igsteliy

' proliferacija ir imuninj atsaka.
Trumpas bréziniy apraSymas

Fig.1 parodyta Zmogaus beta-2 interferono nukleotidy seka, ijskaitant &’
ir 3' sekas.

Fig.2 parodyta Zmogaus beta-2 interferono aminoragscCiy seka.
Parodyta IFN-B2 atviro skaitymo rémélio transliacija. Kursyvu parodyta
signaliné seka, o dvi galimos N-glikozilinimo vietos bei cisteinai, galintys
sudaryti disulfidini rysj, yra pabraukti ir pary3kinti.

Fig.3. parodytos | tipo interferony trimatés struktaros. Visi trys IFN turi
bendra 5 spiraliy ry$ulio struktarinj elementa, bldingg zmogaus | tipo INF. Be
to, IFN-B1b ir IFN-B2 yra tarpusavyje panasis jy galimy N-glikozilinimo viety ir
numatyty disulfidiniy rySiy padétimi. Unikali C-galiné aminorag3s€iy seka yra
tik IFN-B2.

Fig.4 yra baltymy sugretinimas, palyginantis Zmogaus beta-2
interferong su kity tipy interferonais.

Fig.5 yra Zmogaus | tipo ir Il tipo IFN-B2 filogenetinis palyginimas.
Remiantis cisteino iSsilaikymo vaizdu, galimomis N-glikozilinimo vietomis ir
flogenetine analize, IFN-B2 yra labiau giminingas IFN-B, nei bet kuris kitas
interferonas.

Fig.6 parodytas nuo | tipo IFN priklausantis ISRE-luciferaze
detektuojamas bandymas su Zmogaus beta-2 interferonu.

Fig.7 parodyti IFN-B2 prisijungimo prie Zmogaus | tipo interferono
receptoriaus su anti-IFN-B2 polikloniniu antikGnu inhibavimo rezultatai.

Fig.8 (A ir B) parodytas interferony poveikis j Igsteliy proliferacija.



Fig.9 pailiustruotas IFN-p2 antiproliferacinis aktyvumas bandyme su
Zmogaus lgstelémis.

Fig.10 parodytas interferony prieSvirusinis poveikis bandyme su
Zmogaus lgstelémis.

Fig.11 parodyta konkurencija tarp IFN-o2 ir IFN-B2 dél susiriS§imo su |
tipo interferono receptoriumi.

Fig.12 yra Zmogaus IFN-B2 5’ genominé nukieotidy seka.

Fig.13 yra nukleotidy seka, koduojanti Zmogaus IFN-B2 5’ sritj.

Fig.14 yra IFN-B2 5 polipeptido seka.

Fig.15 parodyta Zmogaus fetaliniy astrocity antiproliferacinis atsakas |
IFN-B2. (A) yra fetaliné smegeny kultira 1 be stimuliacijos, o (B) yra fetaliné
smegeny kuitdra 1 su EGF stimuliacija; (C) yra fetaliné smegeny kulttra 2 be

stimuliacijos, o (D) yra fetaliné smegeny kultra 2 su EGF stimuliacija.
ISradimo aprasymas

Buvo identifikuotos naujos nukleorigstys, polipeptidinés sekos ir jy
nukleorag$¢€iy reguliatoriai, kurie koduoja beta-2 interferong (“IFN-p2") —
vidulasteliniy signaliniy polipeptidy klase, kurie turi daugybe biologiniy efekty,
iskaitant, pvz., prieSnavikinj poveikj, priesvirusini poveikj ir imunoreguliacinj
poveiki. Zr., pvz., Cirelli and Tyring, Clin. Immunother. 3, 27-87, 1995. Sio
iSradimo interferoninis polipeptidas, jo fragmentai ir jo dariniai turi vieng arba
daugiau i8 toliau nurodyty biologinio aktyvumo varianty, iskaitant, bet
neapsiribojant, [FN-B2 bioaktyvuma ir IFN-B2-specifinj imunogeninj aktyvuma.

“IFN-B2 bioaktyvumas” reiskia, pvz., funkcinius efektus, tokius kaip
pokyCius lasteliy membranose, anti-onkogenini reguliavimg, prie$navikinj
aktyvumg, priedvirusini aktyvumg, Igsteliy augimo inhibavimag arba augimo
stabdyma, antiproliferacijg, limfocity citotoksiSkumo sustiprinima, poveik |
imunoreguliacijg, tiksliniy Igsteliy diferenciacijos inhibavima arba indukcija,
makrofagy aktyvavima, onkogeny slopinimg ir t.t.; imunologinius efektus,
tokius kaip antikiny susidarymo sumaZinimg, lastelés membranos
komponenty padidinimg (didysis histosuderinamumo kompleksas, Fc

receptorius, fB2-mikroglobulinas), lgsteliy tarpininkaujamo imunidkumo



moduliacijg, citokiny (pvz. interleukino) produkcijos padidinima, citotoksiniy T
lasteliy poveikio padidinimg, makrofagy poveikio padidinima ir natdralaus
sunaikinimo padidinima; poveikj i interferono receptoriaus, tokio kaip | tipo
interferono receptoriaus, ypatingai jo IFNAR2c grandinés, suriSimg ir tokio
receptoriaus suriS§imo stimuliuojamus poveikius | lasteles; aktyvacijg ir/arba
asociacijg su viduigstelinémis signalinémis molekulémis, tokiomis kaip Jak1,
Tyk2, Stat1, Stat2, IRS-1, IRS-2, CrkL, Crkil, Vav ir t.t. ir kitus transkripcijos
" kryptimi veikiangius efektorius (pvz. MAPK). Zr. pvz., Platanias and Fish, Exp.
Hematology, 27:1583-1592, 1999.

Terminas “antiproliferacinis aktyvumas” reiskia, kad Sio iSradimo IFN-
B2 inhibuoja Igsteliy augimg arba sukelia apoptoze. Tai yra parodyta toliau
duodamuose pavyzdZiuose. Zr. taip pat fig.8, 9 ir 15. PavyzdZiui, IFN-B2
inhibuoja astrocity proliferacijg smegenyse. Sis poveikis yra naudingas, pvz.,
gydant i$séting skleroze, kadangi astrocity proliferacija gali duoti neurony
uzdegimus, kurie yra badingi Siai ligai. Inhibuodamas astrocity augima, IFN-
B2 sumaziana uzdegima ir palengvina liga. Taigi, Sis iSradimas yra susijes su
iSsétinés sklerozés gydymo badais, apimandiais skyrima tokiy IFN-B2 kiekiy,
kurie veiksmingai inhibuoja astrocity proliferacijg ir/arba sumazina uzdegima.

“IFN-B2-specifinis imunogeninis aktyvumas” reikia, pvz., kad IFN-B2
polipeptidas iSgauna imunologinj atsakg, kuris yra selektyvus arba kuris teikia
pirmenybe IFN-B2, pvz. imunologinj atsaka, kuris yra selektyvus Zinduolio
IFN-B2. Taigi, antikiiny, T-Igsteliy, makrofagy, B-lgsteliy, dendritiniy lasteliy ir
t.t. stimuliavimas, pvz. aminortgs$€iy seka, pasirinkta i§ Zinduolio IFN-B2, pvz.
fig.2 parodytu IFN-B2, yra specifinis imunogeninis aktyvumas. Sie atsakai gali
bati iSmatuoti jprastu badu.

IFN-B2 yra viso ilgio Zinduolio polipeptidas, turintis aminoragsciy seka,
kuri yra gaunama i§ gamtinio Saltinio ir kuri pasizymi viena arba daugiau i§
minéty bioaktyvumo rasiy. Jis gali turéti fig.2 parodyta seka, turindig atvirg
skaitymo rénieli, kuris prasideda iniciacijos kodonu ir baigiasi stop-kodonu. Jis
apima gamtines normalias, gamtines mutantines ir gamtines polimorfines,
iskaitant atskiro nukieotido polimorfizmus (SNP), ir t.t., sekas. Gamtiniais

Saltiniais yra, pvz., gyvos lgstelés, pvz. gautos i$ audiniy arba viso organizmo,



iSaugintos Igsteliy linijos, iskaitant pirmines ir imortalizuotas lagsteliy linijas,
audinius iS biopsijos ir t..t.

Sis i$radimas taip pat yra susijes su Zinduolio IFN-p2 fragmentais.
Tinkamiausi yra “biologiSkai aktyvis” fragmentai. Terminas “biologiSkai
aktyvus” reiskia, kad polipeptidinis fragmentas pasizymi aktyvumu gyvoje
sistemoje arba veikia | gyvos sistemos komponentus. Biologinio aktyvumo
rasys yra tokios, kaip paminéta auk¢iau, pvz. IFN-B2 bioaktyvumas ir IFN-B2-
" specifinis imunogeninis aktyvumas. Fragmentai gali bati pagaminti bet kokiu
norimu bddu, {skaitant cheming sinteze, geny inZinerijg, skaldymo produktus ir
t.t. BiologiSkai aktyvus IFN-B2 fragmentas apima polipeptidus, kurie turi
paSalintas arba modifikuotas aminoriigéCiy sekas baltymo arba karboksi-,
arba amino-gale.

Geriau, kad nebaty jtrauktos fig.12 ir 13 parodytos nukleortagstys ir jy
fragmentai. Geriau, kad neblty jtraukti fig.14 parodyti polipeptidai ir jy
fragmentai. Taciau polipeptidai, kurie turi tokias sekas, néra i§skiriami, pvz.
viso ilgio IFN-B2, polipeptidas, turintis du arba daugiau i§ minéty fragmenty,
arba polipeptidas, turintis vieng i§ minéty fragmenty ir papildomas
aminoragsCiy sekas arba i§ IFN-B2, arba i$ kito $altinio.

Sis iSradimas taip pat yra susijes su IFN-B2, turingiu iSvestg
aminoragsCiy seka 1-208, kaip parodyta fig.2. Apskai¢iuota jo molekuliné
mase yra apie 23000 daltony, o numatytas izoelektrinis taskas yra 8,1. Tai yra
atsparus ragstims baltymas, turintis mazdaug 26000 daltony molekuling
maseg, kaip rodo SDS-PAGE matavimai. Neglikozilinta E.coli produkuota
forma turi mazdaug 20500 daltony molekuling mase. (Zr. toliau duotus
pavyzdzius).

Kaip parodyta fig.2, jis turi numatyta signaline seka i§ aminoragsciy
nuo -1 iki -21, dvi galimas N-glikozilinimo vietas prie aminorag3&iy 74-77 ir 83-
86 ir cisteino liekanas 32, 142 ir 154 padétyse. Numatoma, kad disulfidinis
rySys susidarys tarp cisteino liekany 32 ir 142 padétyse. Jis turi A spirale prie
7-24, B spiralg prie 55-69, C spirale prie 83-95, D spirale prie 118-134 ir E
spirale prie 143-158 padétyse esanciy aminorigsciy.

Subrendes IFN-B2 reiSkia IFN-B2, kuris neturi nuo -1 iki -21

aminortgsciu, kaip parodyta fig.2, ir kurio ilgis yra 187 aminoragstys. Jis taip



pat turi unikaly 18 aminorGgs¢iy pailginima C-gale, lyginant ji su kitais
Zinomais interferony tipais. Toks iSplétimas gali bati naudojamas kaip IFN-B2
markeris ir nukleotido, ir aminorigsciy lygiu, ir gali bati sujungtas su
heterologiniais polipeptidais.

Sio i§radimo IFN-B2 polipeptidas, pvz. turintis fig.2 parodytg
aminorugsCiy seka, gali bati analizuojamas bet kokiu tinkamu metodu,
nustatant kitas struktdrines ir/arba funkcines polipeptido dalis, jskaitant
' membrang iSple€iancias sritis, hidrofobines sritis. Pavyzdziui, [FN-B2
polipeptidas gali bati analizuojamas aprasytais, pvz. Kyte and Doolittle, J. Mol.
Biol., 157:105, 1982; EMBL Protein Predict; Rost and Sander, Proteins,
19:65-72, 1994, metodais.

Kiti Sio iSradimo IFN-B2 homologai jvairiais metodais gali bati gaunami
i§  Zinduoliniy ir neZinduoliniy $altiniy. PavyzdZiui, hibridizacija su
oligonukleotidais (pvz. pradmenimis koduojanéios srities amplifikacijai — 5'-
ATG ATT ATC AAG CAC TTC TTT GGA-3' ir 5-CTA CCT CGG GCT TCT
AAA CTC TGT-3'). Pradmenys, naudojami ekspresijai E.coli — 5-GGA ATT
CCT ACT ACC TCG GGC TTC TAA-3' ir 5-GCG CGC GCA TAT GCT AGA
TTT GAA ACT GAT TAT-3". Pradmenys viso ilgio Zinomai sekai, iskaitant 5’ ir
3’ netransliuojamag genoming sekg — 5-TTT AGG TGA CAC TAT AGA AT-3' ir
5-TAA AAT GGA TAD AAT ATA TAA-3' — gali bati naudojami homologams
atrinkti, pvz. kaip apradyta Sambrook et al., Molecular Cloning, Chapter 11,
1989. Tokie homologai gali turéti jvairius nukleotidy ir aminortgs¢iy sekos
identiSkumo ir panasumo | IFN-B2 lygius. Zinduoliy organizmais yra, pvz.
grauzikas, pelé, Ziurke, Ziurkénas, jvairios beZdziones, kiaulé, karve, arklys,
Suo, katé ir t.t. NeZinduoliniais organizmais yra, pvz. stuburiniai, bestuburiai,
zebrazuves, viS¢iukai, drozofilos, C. elegans, Xenopus, mielés, tokios kaip S.
pombe, S. cerevisiae, apvaliosios kirméles, prokariotai, augalai, Arabidopsis,
Crustcea, artemia, virusai ir t.t. Tinkamy hibridizacijai nukleotidy atrinkimui
gali bati naudojamas efektyvus metodas. PavyzdZiui, IFN-B2 budingos sritys
gali buti identifikuojamos lyginant $io igradimo IFN-B2 su kitais IFN-B2 tipais ir
atrenkant tokias aminoriigsgiy sekas, kurios randamos tik pirmajame (t.y.
nekonservatyvias arba “badingas” IFN-B2). Zr. pvz. fig.4, kurioje parodytos

vairiy skirtingy interferony tipy konservatyvios ir nekonservatyvios sritys. Gali



bati pasirinktos nekonservatyvios aminorags¢iy sritys (pvz. KSLSP) ir
remiantis tokiomis sekomis sukurti i$sigime meginiai. Zr. taip pat
Venkataraman et al., Proc. Natl. Acad. Sci, 96:3658-3663, 1999. Kitos
specifinés (t.y. nekonservatyvios) ir/farba konservatyvios aminorig3ddiy sekos
gali bati rastos jprastu budu, pvz. tyrinéjant geny/baltymy duomeny baze
kompiuteriniy programy BLAST rinkinio pagalba.

Sis iSradimas taip pat yra susijes su IFN-B2 buidingomis aminoragsc¢iy
" sekomis, pvz. apibrézta aminoriigs¢iy seka, kuri yra randama konkregioje
fig.2 ir 4 parodytoje sekoje, bet jos néra kituose interferony tipuose.
Tinkamiausiuose polipeptiduose yra bent mazdaug aStuonios gretimos
aminoragstys, pvz. mazdaug 9, 10, 12, 15, 20, 21, 22, 25, 30, 40, 50 ir t.t. |
tokius polipeptidus gali jeiti, pvz., KHFFGTV, IIFQQRQV, KSLSP, FRANI,
AEKLSGT, CLFFVFS ir QGRPLNDMKQELTTEFRSPR ir jy fragmentai. IFN-
B2 badinga aminorigsciy seka arba jos dalis gali bati naudojamos pagaminti
peptidams kaip antigenams, skirtiems jam bddingam imuniniam atsakui
sukelti. Tokioje imunizacijoje gauti antikinai gali bati naudojami kaip
specifiniai zondai Zinduolio IFN-B2 baltymui diagnostiniams arba tyrimo
tikslams, o taip pat ir kaip ekspresijos markeriai.

Kaip jau minéta, Sio iSradimo polipeptidai gali turéti jvairias IFN-p2
aminoragsciy sekas (pvz. viso ilgio seka, t.y. turinig starto ir stop-kodonus,
kaip parodyta fig.1, subrendusig aminorlGgsciy seka (pvz. kurioje IFN-p2
polipeptidas yra gaunamas kaip pirmtakas, kuris yra brandinamas |
subrendusj polipeptida, arba jo fragmentus)). Tinkamais fragmentais yra, pvz.
fragmentai, apimantys arba susidedantys pagrindinai i$ bet kurios i$ auk$ciau
minety daliy ir specifiniy arba konservatyviy aminortgsciy seky, tokiy kaip
parodyta fig.2 ir 4.

Sio i8radimo IFN-B2 polipeptido fragmentas gali bati pasirinktas taip,
kad jis turéty badingg biologinj aktyvuma, pvz. priesvirusinj, imunomoduliacini,
augimg mazinantj ir t.t. Toks aktyvumas gali bati nustatomas Zinomais budais.
Zr. toliau. Sie peptidai taip pat gali bati identifikuojami ir pagaminami kaip
apradyta EP 496162.

Sio i$radimo polipeptidas taip pat gali turéti 100 % arba mazesn|
aminorigsCiy sekos identiskuma su fig.2 pateikta aminoragséiy seka.



Tolimesnio aptarimo tikslams sekos identiSkumas reiSkia, kad tas pats
nukleotidas arba aminoragstis, kuris yra randamas fig. 1 ir 2 pateiktose
sekose, yra randamas atitinkamoje lyginamos sekos(-y) padétyje.
Polipeptidas, turintis mazZesni nei 100 % sekos identiSkumg fig. 1 ir 2
parodytai aminortg8Ciy sekai, gali turéti jvairius pakeitimus gamtinéje
aminoragsciy sekoje, iskaitant homoioginius ir nehomologinius aminoragsciy
pakeitimus. Homologiniy aminoriig$¢iy pakeitimy pavyzdzius Ziarékite toliau.
Vienody ir homologiniy liekany suma, padalinta i§ bendro sekos, su kuria yra
lyginamas IFN-B2 polipeptidas, liekany skai¢iaus yra lygi procentiniam sekos
panaSumui. Sekos identiSkumo ir panasumo apskaitiavimo tikslams
lyginamos sekos gali bati iSdéstomos ir apskaitiuojamos pagal bet kurj i§
pageidaujamy metoduy, algoritmy, kompiuteriniy programy ir.t.t., jskaitant pvz.,
FASTA, BLASTA.

Polipeptidas, turintis mazZesn{ nei 100 % aminorigsdiy sekos
identiSkuma fig.2 parodytai aminortig$ciy sekai, gali turéti apie 99 %, 98 %, 97
%, 96 %, 95 %, 94 %, 93 %, 92 %, 91 %, 90 %, 88 %, 85 %, 80 %, 75 %, 70
% arba tik mazdaug 53 % sekos identi§kuma.

Sis iSradimas taip pat yra susijes su polipeptidiniais IFN-B2 mutantais,
t.y. bet kokiais polipeptidais, kurie turi aminoragsciy seka, besiskiriandia nuo
aminorugscCiy sekos, gaunamos i§ gamtinio $altinio (Zinduolio IFN-p2
fragmentas nesiskiria aminortgs¢iy seka nuo gamtinio IFN-B2, nors jis skiriasi
aminortgsCiy skaiCiumi). Taigi, IFN-B2 polipeptidiniai mutantai turi
aminoragsCiy pakeitimus, intarpus ir iSkirpimus, {skaitant negamtines
aminordgstis.

Sio i§radimo IFN-B2 mutantai aminortgscCiy sekoje taip pat gali buti
pagaminti remiantis homologijos paieskomis geny duomeny bankuose, pvz.
Genbank, EMBL. Sekos homologijos paieskos gali bati vykdomos naudojant
jvairius badus, iskaitant kompiuteriniy programy BLAST Seimoje aprasytus
algoritmus, Smith-Waterman algoritmg ir t.t. Mutacijos | sekg gali bati
lvedamos, identifikuojant ir sugretinant aminoragstis su sritimi, kuri yra
identiska irlarba homologiné tarp polipeptidy, ir tada remiantis tokiu
sugretinimu modifikuojant aminoragsti. PavyzdZziui, $io i§radimo IFN-B2, kaip

parodyta fig.4, turi vienodas su {vairiais Zinomais interferonais aminorugégiy



sekas. Siy polipeptidy konservatyviyjy aminoragsciy seky sugretinimas gali
identifikuoti liekanas, kuriy modifikacijos, kaip baty galima laukti, sumaZins
arba eliminuos IFN-B2 biologinj aktyvuma, tokj kaip sugebéjimg susiristi su
receptoriumi, ir t.t. Pavyzdziui, kai sugretinimas atskleidZzia konservatyvias
dviejy arba daugiau daliy aminoragstis, galima laukti, kad Siy aminorigsciy
pasalinimas arba pakeitimas duos prieSingg poveiki | biologinj aktyvuma,

Aminoragsciy pakeitimg galima vykdyti pakei¢iant vieng homologing
aminoragst] kita. Homologinés aminorugs$tys gali bati nustatytos remiantis
Soninés grandinés dydziu ir poliarumo laipsniu, iskaitant mazas nepolines:
cisteing, proling, alaning, treoning; mazas polines: sering, glicing, aspartata,
asparaging; dideles polines: glutamata, glutaming, lizing, argining; vidutinio
polingumo: tirozing, histiding, triptofang; dideles nepolines: fenilalaning,
metioning, leucing, izoleucing, valing. Homologinés rugstys taip pat gali bati
sugrupuotos taip: neturinCios kravio polinés R grupés - glicinas, serinas,
treoninas, cisteinas, tirozinas, asparaginas, glutaminas; ragstinés
aminoragstys (turinCios neigiama kriv)) - asparto ragstis ir glutamo ragstis;
bazinés aminorugstys (turinCios teigiama kravj) — lizinas, argininas, histidinas.
Homologinémis aminortgstimis taip pat gali bati ragstys, apraSytos Dayhoff,
Atlas of Protein Sequence and Structure 5, 1978 ir Argos, EMBO J., 8, 779-
785, 1989.

Gali bati pagaminti mutantai, kurie neturi poveikio | aktyvumg arba

kurie sumazina arba padidina IFN-B2 aktyvumag, lyginant su laukinio tipo
interferonu. Mutacijos gali bati padarytos analogiSkai kitiems IFN-B2'ams,
tokiems kaip fibroblasty interferonas (beta-1), ir alfa-interferonams.
Pavyzdziui, IFN-B2 susiklosto | interferonui badingus penkiy spiraliy rysulius:
A spirale 7-24, B spirale 55-69, C spirale 83-95, D spirale 118-134 ir E spirale
143-158 aminoriig8¢iy padétyse. Sios spiralés yra tarpusavyje suristos
atsitiktinémis spiralizuotomis arba kilpinémis sritimis. Zr. fig.3. Mutacijos
spiralinése struktrose gali bati padarytos analogiskai IFN-B1 (fibroblasty),
pvz. kaip apraSyta Runkel et al., Biochemistry, 39:2538-2551, 2000.
Pavyzdziui, A spiralés dalys, AB kilpa ir E spiralé dalyvauja receptoriaus
surigime. Zr. taip pat Piehler and Schreiber, J. Mol. Biol., 294:223-237, 1999.



Sio iradimo IFN-B2, kaip ir fibroblasty interferonas, turi tris cisteino
liekanas 32, 142 ir 154 aminorug&ciy padétyse. Cisteino liekany 32 ir 142
padétys yra panaSios | cisteino liekany padétis, kurios, kaip Zzinoma,
fibroblasty interferone sudaro disulfidini ry$i. Analogiskai fibroblasty
interferonui, 154 padeétyje esanti aminortgstis gali bati pasalinta arba pakeista
neutralia aminoragstimi, tokia kaip glicinas, valinas, alaninas, leucinas,
izoleucinas, tirozinas, fenilalaninas, histidinas, triptofanas, serinas, treoninas
arba metioninas. Tinkamiausios yra serinas ir treoninas, kadangi jos yra
chemiSkai pana$ios | cisteing. Nesuporuoto cisteino pas$alinimas gali
apsaugoti nuo netinkamo vidumolekuliniy arba tarpmolekuliniy disulfidiniy
ry$iy susidarymo. Zr. pvz. U.S. Pat. No. 4,588,585. Mutacijos taip pat gali bati
padarytos pagal U.S. Pat. Nos. 4,914,033, 5,545,723 ir 5,580,723. Zr. taip
pat, pvz., Fish et al., J. Inferferon Res., 12:257-66, 1992; Fish et al., J.
Interferon Res., 9:97-114, 1989; DiMarco et al., J. Interferon Res., 13:139,
1993; Mitsui et al., Pharmacol. Therap., 58:93-132, 1993; Wang et al., J.
Immunol., 152:705-715, 1994.

Sis iSradimas taip pat yra susijes su nukleortgsciy mutantais,
koduojanciais tokius polipeptidinius mutantus. Taigi, $is i§radimas yra susijes
su fig.1 parodyta nukleotidy seka, kur minétos nukleorigstys koduoja
polipeptida, ir aminoragstys vienoje arba daugiau padéciy yra pakeistos arba
pasalintos, arba ir pakeistos, ir pasalintos, o $ios nukleoriig$ties koduojamas
polipeptidas turi biologinj aktyvuma, toki kaip padidintg igavimg i$ bakterinés
lastelés, kai ekspresuojamas rekombinantiniu bidu, arba padidintg
bioaktyvumag. Polipeptidinis mutantas ir jj atitinkanti koduojanti nukleotidy
seka, gali turéti fig.2 parodyta aminorig$ciy seka, iSskyrus sekg, kur vienoje
arba daugiau padéciy yra pakeista homologinémis aminoragstimis, pvz. kur
yra 1, 5, 10, 15 arba 20 pakeitimy. Modifikacijos poveikis | minétus aktyvumus
gali buti nustatyta Zinomais auk$c¢iau ir Zemiau apradytais badais ir $ios srities
specialistams Zinomais bidais.

Yra Zinomi jvairds IFN-B2 tyrimo badai. PavyzdZiui, tinkamais testais
yra: priesvirusiniai testai, tokie kaip CPE (pvz., U.S. Pat. No. 5,545,723 ir
4,914,033; toliau duodami pavyzdziai); receptoriy suri§imas (pvz., U.S. Pat.
No. 5,545,723 ir toliau duodami pavyzdZiai; STAT aktyvacija (pvz. toliau
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duodami pavyzdZiai); IFN-B2 atsakingy geny aktyvacija (pvz., uz interferono
stimuliavimg atsakingas elementas (ISRE) yra veiksmingai prijungtas prie
reporterinio geno, tokio kaip liuciferazés, kaip parodyta toliau duodamuose
pavyzdziuose); | tipo receptoriaus fosforilinimas (toliau duodami pavyzdziai),
antiproliferacinis (U.S. Pat. No. 4,914,033, jvertinantis IFN-p2 sugebéjimg
inhibuoti  Igsteliy  linijos  replikacija; toliau duodami  pavyzdziai);
imunomoduliacinis (U.S. Pat. No. 4,914,033, nuo antikiiny priklausantis
Igsteliy citotoksiSkumas; Noronba et al., J. Neuroimmunol., 46:145-154, 1993,
Timfocity ir jy IFN-gama (“IFN-y”) gaminimo inhibavimas; eksperimentinis
alerginis encefalomielitas ("EAB”) (pvz., Louboutin et al., Acta Neurol. Scand.,
88:97-99, 1993; Rott et al., Eur. J. Immunol., 23:1745-1751, 1993; toliau
duodami pavyzdziai).

Sio isradimo IFN-B2, jo fragmentai arba jo pakaity turintys polipeptidai
gali taip pat turéti jvairiy modifikacijy, kurios apima lipidy modifikacija,
metilinimg, fosforilinimg, glikozilinma, kovalentines modifikacijas (pvz.
aminoragsties R grupe), aminorgsties pakeitimg, aminorigsties iSémima
arba aminoragSies pridéjima. Polipeptido modifikavimas gali bati vykdomas
jvairiais metodais, jskaitant rekombinantinj, sintetinj, cheminjir t.t.

Sio isradimo polipeptidai (pvz. viso ilgio, ju fragmentai, ju mutantai) gali
bati naudojami jvairiais badais, pvz. testuose, kaip imunogenai antikinams,
kaip apraSyta toliau, kaip biologiskai aktyvis agentai (pvz. turintys vieng arba
daugiau su $io idradimo IFN-$2 susijusiy aktyvumo rasiy).

Sio iSradimo IFN-2 koduotas polipeptidas, jo darinys arba jo
fragmentas gali bati sujungtas su viena arba daugiau struktariniy daliy,
funkciniy daliy, detektuojamy daliy, antigeniniy daliy ir/arba norimu
dominanciu peptidu tam tikra tvarka, kurios néra gamtoje, t.y. negamtine.
Tokias ypatybes turintis polipeptidas yra chimerinis arba sulietas polipeptidas.
Toks chimerinis polipeptidas gali bati pagamintas jvairiais metodais, jskaitant
cheminj, sintezés, kvazi-sintezés ir/arba rekombinantinj metodus. Chimeriné
nukleoragstis, koduojanti chimerinj polipeptida, gali turéti jvairias dalis arba
norimus polipeptidus iStisiniame (pvz. su daugeliu N-galiniy daliy
stabilizavimui arba aktyvumo padidinimui) arba pertrauktame skaitymo

remelyje, pvz. turiniame iskirpimus, kirpimo vietas, stiprintuvus ir t.t.
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Chimeriné nukleortgstis gali bati pagaminama jvairiais metodais. Zr. pvz. U.S.
Pat. No. 5,439,819. Dalis arba norimas peptidas gali turéti bet kokig norimg
savybe, [skaitant biologine funkcija, tokig kaip signaliné funkcija, augimo
skatinimas, nutaikymas | lastele (pvz. signaliné seka, nutaikymo seka, tokia
kaip nutaikymas | endoplazminj tinkleli arba branduolj) ir t.t., struktlring
funkcija, tokig kaip hidrofobingé, hidrofiling, apimanti membrang ir t.t.,
receptoriaus-ligando funkcijas ir/arba detektavimo funkcijas, pvz., sujungtas
su fermentu, fluorescuojanc¢iu polipeptidu, Zaliai fluorescuojanéiu baltymu
(Chalfie et al., Science, 263:802, 1994; Cheng et al., Nature Biotechnology,
14:606, 1996; Levy et al., Nature Biotechnology, 14:610, 1996) ir.t.t. Dalimi
taip pat gali bati imunoglobulinas, pvz., stabilumui padidinti, ir t..t., toks kaip
sunkiosios, lengvosios grandinés imunoglobulinas, ir/arba Fc dalis arba tag
sekos epitopas.

Be to, polipeptidas arba jo dalis gali bati naudojami kaip selektyvi
Zymé, kai jis yra [vedamas | Seimininko lgstele. Pavyzdziui, $io iSradimo
aminoragsciy sekg koduojanti nukleortugstis gali bati sulieta rémelyje su
norima koduojanéia seka ir veikti kaip tag gryninimo, atrankos arba zyméjimo
tikslams. Suliejimo sritis gali koduoti skaldymo vietg ekspresijai, i§skyrimui,
iSgryninimui ir t.t. palengvinti.

Sio igradimo IFN-B2 polipeptidas arba jo fragmentas taip pat gali bati
sujungtas su kitais citokinais, tokiais kaip interferonai, pagaminant chimerinius
arba hibridinius IFN-B2’'us. Tokie hibridiniai IFN-B2’ai gali bati sudaryti su bet
kokios klasés interferonu, jskaitant alfa, omega, gama. epsilon, trofoblasty,
fetaliniu interferonu ir tt. Gali bati padaryti hibridai (ir auk$¢iau aptarti
mutantai), kurie turi sumazintg arba apribotg aktyvuma, lyginant su hibridais,
i$ kuriy jie yra pagaminti, pvz. apribotq lasteliy augimo reguliavimo aktyvuma,
priedvirusin| aktyvumg arba imunomoduliacin aktyvuma. Apie hibridus tarp
fibroblasty interferono ir alfa-interferono Zr. pvz., U.S. Pat. No. 4,758,428, pvz.
naudojant mazdaug 47-187, 74-187, 1-73 ir tt. fibroblasty interferono
aminorugstis.

Sio iradimo polipeptidas gali buti produkuojamas ekspresijos
sistemoje, pvz. in vivo, in vitro, belgstelingje, rekombinantinéje, Iagsteliy
suliejimo ir tt. Tokiy sistemy suteiktos modifikacijos apima glikozilinima,
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aminorugs€iy pakeitimg (pvz. kei¢iant kodono naudojimg), polipeptido
brandinimg, tokj kaip skaldymas, atskélimas, endopeptidazinis arba
egzopeptidazinis aktyvumas, cheminiy liekany, jskaitant lipidus ir fosfatus,
prijungimas ir t.t.

Sio isradimo polipeptidas gali buti iSgaunamas i gamtiniy $altiniy,
transformuoty 3Seimininko lasteliy (auginimo terpés arba Igsteliy) jprastais
badais, pvz. kitiems interferonams ir kitiems rekombinantiniams baltymams
naudojamais badais, [skaitant ekstrakcija detergentais (pvz. nejoniniu
detergentu, tritonu X-100, CHAPS, oktilgliukozidu, Igepal CA-630), fazine
ekstrakcija, ekstrakcija n-butanoliu, nusodinimg amonio sulfatu arba etanoliu,
ekstrakcijg  ragstimi, anijony arba katijony mainy chromatografija,
chromatografija per fosfoceliulioze, sefadeksa, hidrofobinés sgveikos
chromatografija, chromatografija per hidroksiapatit, chromatografijg per
leciting, gel-elektroforeze, giminingumo chromatografijia, SDS PAGE,
chromatografija per kontroliuojamy pory stiklg (CPG), antikiiny giminingumo
chromatografija, gel-filtracija, chromatografija per meélyngja sefaroze,
chromatografijg per fenil-agaroze, CPG ir chromatografijg su cinko chelatu
(pvz., Heine and Billiau, Methods in Enzymology, 78 (Part A): 448-456, 1981),
Cibaron Blue F3GA-agaroze ir HPLC (Kenny et al. Methods in Enzymology,
78 (Part A): 435-447, 1981). Zr. taip pat Innis and McCormick, Methods in
Enzymology, 119:397-403, 1986; Dembinski and Sulkowski, Preparative
Biochemistry, 16:175-186, 1986; Friesen et al., Methods in Enzymology, 78
(Part A): 433-435, 1981); Pestka et al., Annu. Rev. Biochem., 56:727-77,
1987. Jeigu reikia, gali bati naudojamos baltymo renataracijos stadijos, kad
baty visiSkai sutvarkoma subrendusio baltymo konfigtracija.

Sis i§radimas taip pat yra susijes su nukleoriigstimis, tokiomis kaip
DNR ir RNR, koduojanéiomis 8$io i§radimo IFN-B2 polipeptidus ir jy
fragmentus. IFN-B2nukleorigstis arba jos fragmentas yra nukleortgstis, turinti
i$ gamtinio - 8altinio gaunamg nukleotidy seka. Todél ji apima gamtines,
normalias, gamtines mutantines ir gamtines polimorfines aleles (pvz., SNP) ir
t..t. Gamtiniais altiniais yra, pvz., gyvos lastelés, gaunamos i$ audiniy ir pilny
organizmy, augliy, auginamy, lasteliy linijy, jskaitant pirmines ir imortalizuotas
Igsteliy linijas.
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Sio isradimo nukleorigsties seka gali turéti fig.1 parodytg pilng
koduojandia seka, jos iSsigimusias sekas arba jos fragmentus. Sio i§radimo
nukleoragstis taip pat gali turéti nukleotidy seka, kuri yra 100 %
komplementari, pvz. antiprasminé, bet kuriai aukS¢iau ir Zemiau paminétai
nukleotidy sekai.

Sio iSradimo nukleoragstis, ty. nukleotidy polimeras arba
polinukleotidas, gali bati gaunama i$ jvairiausiy skirtingy $aitiniy. Ji gali bati
gaunama i8 DNR arba RNR, tokios kaip poliadenilinta iRNR, pvz. iSskirta i
audiniy, Igsteliy arba viso organizmo. Si nukleorgstis gali bati gauta tiesiogiai
i§ DNR arba RNR arba i§ kDNR bibliotekos. Si nukleortigstis gali bati
gaunama i$ Igstelés arba audinio (pvz. i§ embrioniniy arba suaugusiy Sirdies
lasteliy arba audiniy) tam tikroje iSsivystymo stadijoje, turinéiy norimg
genotipa, fenotipa ir t.t.

Kaip minéta auk3€iau aprasyto IFN-B2 atveju, | nukleortgstj, turincig
io iSradimo polipeptida koduojancig nukleotidy seka, gali jeiti tik koduojanti
seka, koduojanti seka ir papildomos koduojanéios sekos (pvz. sekos,
koduojancios lyderinj, sekrecinj, tikslinj, fermentinj, fluorescuojantj arba kitokj
diagnostin| peptidus), koduojanc¢ios sekos ir nekoduojanéios sekos, pvz.
netransliuojamos sekos 5'- arba 3’-gale arba pasiskirste koduojancioje sekoje,
pvz. intronai. Nukleorig$tis, apimanti nukleotidy seka, koduojancig polipeptidg
be pertraukimy, reiSkia, kad nukleotidy seka turi IFN-B2 aminortgstis
koduojancCig seka, neturinCig nekoduojanéiy nukleotidy, pertraukianciy arba
[siterpianciy | koduojancig seka, t.y. neturi introno(-y). Tokia nukleotidy seka
gali bati apradyta kaip susilietianti seka. Genominé DNR, koduojanti
Zmogaus, pelés arba kity Zinduoliy interferonus ir t..t.,, gali bati gaunama
jprastu bidu.

Sio isradimo nukleorigstis taip pat gali turéti ekspresijos kontrolés
seka, veiksmingai prijungta prie nukleorogsties, kaip apradyta aukséiau.
ISsireisSkimas “ekspresijos kontrolés seka” reiSkia nukleorigsties seka, kuri
reguliuoja polipeptido, koduojamo nukleoragsties, prie kurios ji yra
veiksmingai prijungta, ekspresijg. Ekspresija gali bati reguliuojama iRNR arba
polipeptido lygmenyje. Taigi, ekspresijos kontrolés seka apima su iRNR

susijusius elementus ir su baltymu susijusius elementus. Tokiais elementais



14

yra promotoriai, stiprintuvai (virusiniai arba Igsteliniai), ribosomas jungiancios
sekos, transkripcijos baigmés sekos ir t..t. Ekspresijos kontrolés seka yra
veiksmingai prijungta prie nukleotidinés koduojancios sekos, kai ekspresijos
kontrolés seka yra jvesta | tokig padeti ir tokiu btdu, kad veikty arba leisty
gauti koduojanCios sekos ekspresija. Pavyzdziui, kai promotorius yra
prijungtas 5 prie koduojanéios sekos, koduojancios sekos ekspresijg valdo
promotorius. Ekspresijos kontrolés seka gali badti heterologiné arba
endogeniné normaliam genui.

Sio isradimo nukleoriigstis gali bati pasirinkta remiantis nukleoragééiy
hibridizacija. Dviejy viengrandininiy nukleorigséiy preparaty sugebéjimas
tarpusavyje hibridizuotis yra jy nukleotidy sekos komplementarumo, pvz.
baziy susiporavimo tarp nukieotidy, tokiy kaip A-T, G-C ir t..t., matas.
ISradimas taip pat yra susijes su nukleortgstimis ir jy komplementais, kurie
hibridizuojasi su nukleoragstimi, turincia fig. 1 pateiktg nukleotidy seka. Su
pastargja seka Dbesihibridizuojanti nukleotidy seka turés komplementarig
nukleoragsties granding arba veiks kaip jos matrica esant polimerazés (t.y.
tinkama nukleoragstj sintezuojangio fermento). Sis iSradimas apima abi
nukleoragsties grandines, pvz. prasming granding ir antiprasming grandine.

Gali bati pasirinktos hibridizacijos salygos, kad baty atrenkamos
nukleorlg$tys, kurios turi norimg kiekj nukleotido komplementarumo fig.1
parodytai nukleotidy sekai. Geriau, kai su tokia seka galinti hibridizuotis
nukleoragstis turi, pvz., mazdaug 85 %, dar geriau — 90 %, 92 %, o dar geriau
— 95 %, 97 % arba 100 % komplementarumg tarp seky. Sis iSradimas
ypatingai yra susijgs su nukleortgs$¢iy sekomis, kurios hibridizuojasi su fig.1
parodyta nukleotidy seka nelabai arba labai grieztomis sglygomis.

Nukleorligstys, kurios hibridizuojasi su IFN-B2 sekomis, gali bati
pasirinktos jvairiais bldais. Pavyzdziui, blotai (t.y. nukleortgsgiy turingios
matricos), iSdéstyti fragmentai ir kitos dominanéiy nukleoragséiy turindios
matricos gali bati inkubuojamos prieshibridizaciniame tirpale ( 6X SSC, 0,5 %
SDS, 100 pg/ml denatiruotos lagisos spermos DNR, 5X Denhardt'o tirpalo ir
50 % formamido) 30 °C temperatiroje per naktj po to hibridizuojama su
detektuojamy oligonukleotidy meginiu (2r. toliau) hibridizacijos tirpale (pvz.,

6X SSC, 0,5 % SDS, 100 ug/ml denatiruotos l1agisos spermos DNR ir 50 %
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formamido) 42 °C temperatiiroje per naktj pagal Zinomas metodikas. Biotai
gali bati plaunami grieztomis salygomis, kurios leidzia, pvz., mazesnj nei 5 %
bp neatitikima (pvz., plaunama du kartus 0,1X SSC ir 0,1 SDS 30 min. 65 °C
temperatdroje), t.y. atrenkant sekas, turinias 95 % arba didesn| seky
identiSkumag. Kitas iSradimo neapribojantis didelio grieZztumo salygu pavyzdys
yra plovimas 65 °C temperatiroje vandeniniu buferiu, turiniu 30 mM NaCl ir
0,5 % SDS. Kitas didelio grieztumo salygy pavyzdys yra hibridizacija 7 %
SDS, 0,5 M NaPQy, pH 7, 1 mM EDTA 50 °C temperatiroje, pvz. per naktj, po
to plaunant vieng arba du kartus 1 % SDS tirpalu 42 °C temperaturoje.

Tuo tarpu, kai didelio griezZtumo plovimas gali duoti mazesnj nei 5 %
pory neatitikimg, plovimas susilpnintomis arba 3velniomis salygomis (pvz.,
plovimas du kartus 0,2x SSC ir 0,5 % SDS 30 min. 37 °C temperatiroje) gali
duoti iki 20 % baziy pory neatitikimo. Kitas iSradimo neapribojantis Svelniy
plovimo salygy pavyzdys yra galutinis plovimas 42 °C temperattroje buferiu,
turin€iu 30 mM NaCl ir 0,5 % SDS. Plovimas ir hibridizacija taip pat gali bdti
vykdomi kaip apradyta Sambrook et al., Molecular Cloning, 1989, Chapter 9.

Hibridizacija taip pat gali bati paremta hibrido, sudaryto tarp méginio ir
jo taikinio, lydymosi temperatlros (Tm) skaiCiavimais, kaip aprasyta
Sambrook et al. Paprastai Tm, kurioje trumpas oligonukleotidas (turintis 18
nukleotidy arba maziau) atsilydys nuo jo tikslinés sekos, yra apraSoma tokia
lygtimi: Tm = (A ir T skaicius) x 2 °C + (C ir G skaigius) x 4 °C. ligesnéms
molekuléms Tm = 81,5 + 16,6 logio[Na’] + 0,41 (%GC)-600/N, kur [Na'] yra
natrio jony moliné koncentracija, %GC yra GC baziy pory procentas
meginyje, o N yra ilgis. Hibridizacija gali bati vykdoma esant keliems
laipsniams Zemiau Sios temperatiros, norint nuztikrinti, kad méginys ir
taikinys hibridizuotysi. Daugiau neatitikimy, galima gauti dar labiau mazinant
temperatira,

GrieZtos sglygos gali bati pasirinktos, jeigu norima iSskirti sekas ir jy
komplementus, kurios turi, pvz., maziausiai 95 %, 97 %, 98 %, 99 %
nukleotidy komp|eméntarumo tarp méginio (pvz., IFN-B2 oligonukleotido) ir
tikslinés nukleoragsties.

Pagal §j iSradima, nukleoragstis arba polipeptidas gali turéti vieng arba
daugiau skirtumy fig.1 ir 2 parodytose nukleotidy arba aminoragséiy sekose.
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Pokyg¢iai arba modifikacijos nukleotidy ir/arba aminoragsc¢iy sekoje gali bati
gaunami bet kokiu prieinamu metodu, iskaitant kryptinga arba atsitikting
mutageneze.

Pagal §{ iSradima, Zinduolio IFN-B2, tokj kaip Zmogaus [FN-$2,
koduojanti nukleoragstis apima nukleotidus, kurie atsiranda gamtiniame gene,
pvz., natGralusis polimorfizmas, normalios ir mutuotos alelés (nukleotidy arba
aminorag3¢iy), mutacijos, kurios yra atrastos natdralioje Zinduoliy, tokiy kaip
zmoneés, bezdZionés, kiaulés, pelés, ziurkés arba triusiai, populiacijoje.
Terminas “natdralus” reiSkia, kad nukleorigstis yra gaunama i8 gamtinio
Saltinio, pvz. gyvino audinio arba lIgsteliy, kiino skys€iy, audiniy kultdry
Igsteliy, teisminiy méginiy. Natlraliai atsirandancCios mutacijos gali bati
nukleotidy sekos delecijos (pvz., nukirpti amino- arba karboksi-galai),
pakeitimai, inversijos arba intarpai . Sie genai gali bati aptinkami ir i§skiriami,
panaudojant nukleorligSies hibridizacijag bldais, kurie turety bati Zinomi
specialistams. Sio i§radimo Zinduolio IFN-B2 koduojanti nukleotidy seka gali
tureti kodonus, randamus gamtiniame gene, transkriptus arba kDNR,
pavyzdZiui, tokius kaip parodyta fig.1, arba ji gali turéti i§sigimusius kodonus,
koduojancius tas padias aminorligsCiy sekas. Pavyzdziui, baty pageidautina
pakeisti sekos kodonus, norint optimizuoti sekg ekspresijai norimame
Seimininke.

Sio i§radimo nukleorugstis gali apimti, pvz., DNR, RNR, sinteting
nukleortgst|, peptiding nukleoragstj, modifikuotus nukleotidus arba miSinius.
DNR gali bati dvigubos grandinés arba vienos grandinés. Nukleoriigsti
sudarantys nukleotidai gali bati sujungti jvairiomis zinomomis jungtimis, pvz.,
esterio, sulfamato, sulfamido, fosfortioato, fosforamidato, metilfosfonato,
karbamato ir tt., priklausomai nuo norimo tikslo, pvz. atsparumas
nukleazéms, tokioms kaip RNAz¢ H, pagerintas stabilumas in vivo ir t.t. Zr.
pvz., U.S. Pat. No. 5,378,825.

Nukleoragstyse gali bati padarytos jvairios modifikacijos, tokios, kaip
detektuojamy zymiy (avidino, biotino, radioaktyviujy elementy), liekanu, kurios
pagerina hibridizacija, detekcijg arba stabiluma, prijungimas. Nukleoragstys
taip pat gali bati prijungtos prie kieto pagrindo, pvz., nitroceliuliozés,

magnetiniy arba paramagnetiniy mikrorutuliuky (pvz. kaip apradyta U.S. Pat.
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No. 5,411,863; U.S. Pat. No. 5,543,289; pavyzdziui, turin€iy feromagnetiko,
supermagnetiko, paramagnetiko, superparamagnetiko, gelezies oksido ir
polisacharido), neilono, agarozés, diazotintos celiuliozés, lateksiniy kiety
mikrorutuliuky, poliakrilamidy ir tt. norimu badu. Zr. pvz. U.S. Pat. Nos.
5,470,967, 5,476,925; 5,478,893.

Kitas Sio iSradimo aspektas yra susijes su oligonukieotidiniais arba
nukleorags¢iy zondais. Tokie oligonukleotidiniai arba nukleorigséiy zondai
gali bati naudojami, pavyzdziui, Zinduolio IFN-B2 nukleoriig§Ciai detektuoti, jos
kiekiui nustatyti méginyje arba i$skirti i§ méginio, arba IFN-B2 homologams
identifikuoti. Tinkamiausiame jgyvendinimo variante nukleorlig$tys gali bati
naudojamos kaip oligonukieotidiniai zondai, pvz. PGS, diferenciame
iSdéstyme, geny Cipsams (pvz. Affymetrix GeneChips; U.S. Pat. No.
5,143,854; U.S. Pat. No. 5,424,186; U.S. Pat. no. 5,874,219; PCT WO
92/10092; {CT WO 90/15070) ir kituose prieinamuose metoduose.
Detektavimas gali bati pageidautinas daugeliui jvairiausiy tiksly, skaitant
tyrimus, diagnostikg ir teismo praktikg. Diagnostikos tikslams gali bati
pageidautina nustatyti nukleoriGgsties sekos buvimg méginyje arba jos kiekj,
kai méginys yra gautas i$ audinio, lasteliy, kino skys¢iy ir t.t. Tinkamiausiame
jgyvendinimo variante Sis iSradimas yra susijes su nukleortgsties detektavimo
bidu, apimanciu tikslinés nukleorigsties salytj tiiamajame meéginyje su
oligonukieotidu saglygomis, kuriose galima pasiekti hibridizacijg tarp tikslinés
nukleoragsties ir oligonukleotido, ir hibridizacijos nustatyma. Pagal §j iSradimg
oligonukleotidas taip pat gali bati naudojamas sintetinéje aminorig$éiy
amplifikacijoje, tokioje kaip PGS (pvz., Saiki et al., Science, 241:53, 1988;
U.S. Pat. No. 4,683,202; PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, Innis et al, eds., Academic Press, New York, 1990);
diferenciniame iSdestyme (Zr.pvz., Liang et al., Nuc. Acids Res., 21:3269-
3275, 1993; U.S. Pat. No. 5,599,672; WO 97/18454), linijinéje PGS arba
kituose amplifikacijos metoduose.

Detektuoti galima derinyje su oligonukleotidais kitiems genams, pvz.
genams, susijusiems su signalo perdavimu, augimu, véZiu, apoptoze, arba
bet kokiais auk3Ciau arba Zemiau paminétais genais. Oligonukleotidai taip pat

gali bati naudojami mutacijoms nustatyti, pvz. naudojant neatitinkan&ios DNR
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pataisymo technologija, kaip aprasyta U.S. Pat. No. 5,683,877; U.S. Pat. No.
5,656,430; Wu et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 89:8779-8783, 1992.

Sio isradimo oligonukleotidai gali turéti bet kokig nepertraukiama fig. 1
parodyta nukleotidy seka arba jos komplementg, arba bet kurig i§ auk$é&iau
minéty seky arba jy komplementy. Tokie oligonukleotidai (nukleortgstys)
pagal | iSradima gali bati bet kokio norimo ilgio, pvz. apie 10-200 nukleotidy,
12-100, 12-50, 12-25, 14-16, maZiausiai apie 15, maZiausiai apie 20,
maziausiai apie 25, maziausiai apie 30 ir t.t. Tokiuose oligonukleotiduose gali
bati negamtiniy nukleotidy, pvz., inozino, AZT, 3TC ir t.t. Oligonukleotidai gali
turéti 100 % identiSkumag arba komplementaruma fig.1 parodytai sekai, arba
jie gali turéti neatitinkanciy viena kitg baziy pory arba pakeisty nukleotidy,
pvz., 1, 2, 3, 4 arba 5 pakeistus nukleotidus. Pagal §j isradima,
oligonukleotidas gali buti rinkinyje, | kuri jeina ir norimas buferis (pvz.,
fosfatas, Tris ir t.t.), detektavimo kompozicijos ir t.t. Oligonukleotidas gali bati
Zymeétas radioaktyvia Zyme arba nezymétas, kas yra Zzinoma specialistams.

Kitas $io iSradimo aspektas yra nukleotidy seka, kuri yra unikali
Zinduolio IFN-B2. Unikalia IFN-B2 seka laikoma apibréZta nukleotidy seka,
kuri atsiranda IFN-B2, t.y. fig. 1 parodytos sekos, bet retais arba nedaZnais
atvejais kitos nukleortgstys, ypatingai ne gyviny nukleorhgstys; geriausia yra
zinduoliy, tokiy kaip Zmogus, Ziurke, pele ir tt. nukleorigstys. Unikalios
nukleotidy sekos apima sekas arba jy komplementus, koduojangias
aminorugstis KHFFGTV, IIFQQRQV, KSLSP, FRANI, AEKLSGT, CLFFVFS ir
QGRPLNDMKQELTTEFRSPR ir jy fragmentus, kaip parodyta fig.1. Tokios
sekos gali bati naudojamos kaip zondai bet kuriame i§ ¢&ia aprasyty metody
arba duoty literatiros $altiniuose. Cia jeina ir prasminés, ir antiprasminés
nukleotidy sekos. Unikali nukleoragstis pagal §j iSradimg gali bati nustatyta
[prastu badu. Tokig unikalig seka turinti nukleoragstis gali bati naudojama kaip
hibridizacijos zondas, pvz., Zmogaus arba peles IFN-B2 buvimui nustatyti
nukleoragsc¢iy misin turintiame meéginyje, pvz. Northerno blote. Hibridizacija
gali bati vykdoma labai grieZtomis salygomis (zr. auksciau) nukleorugstims (ir
ju komplementams, kurie turi koduojancig seka), turinioms maziausiai 95 %
identiSkuma (t.y. komplementaruma) su meginiu, atrinkti, bet taip pat gali bati

naudojamos ir maziau grieztos salygos. Unikali IFN-B2 nukleotidy seka gali
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taip pat bati sulieta remelyje bet kuriame i jo 5 arba 3’ galy su jvairiomis
patente paminétomis nukleotidy sekomis, iskaitant kity IFN-B2 daliy
koduojancias sekas, fermentus, GFP ir t.t, ekspresijos kontrolines sekas ir t.t.

Kaip jau minéta, hibridizacija gali bGti vykdoma jvairiomis salygomis,
priklausomai nuo norimo selektyvumo, pvz. kaip aprasyta Sambrook et al.,
Molecular Cloning, 1989. Pavyzdziui, $io iSradimo konkre€iam IFN-B2 aptikti
oligonukleotidas gali bati hibridizuojamas su tiksline nukleoragstimi sglygomis,
kuriomis oligonukleotidas hibridizuojasi tik su ja, pvz., kur oligonukleotidas yra
100 % komplementarus tikslinei nukleortigi¢iai. Skirtingos salygos gali bati
naudojamos tada, jei norima atrinkti nukleoragstis, kurios turi mazesnj nei 100
% nukleotidy komplementaruma, maziausiai apie, pvz., 99 %, 97 %, 96 %, 90
%, 86,4 %, 85 %, 70 %, 67 %.

Antiprasminé nukleortigstis gali bdti pagaminta i§ S$io iSradimo
nukleorigSties, geriausia antiprasminé fig.1 duotai sekai. Antiprasminé
nukleortig8tis gali bati naudojama jvairiuose blduose, tokiuose kaip IFN-p2
ekspresijai reguliuoti arba moduliuoti, pvz. jai inhibuoti, jos ekspresijai aptikti
arba hibridizacijai in situ. Sie oligonukleotidai gali bati naudojami analogiskai
U.S. Pat. No. 5,576,208. IFN-B2 ekspresijos reguliavimo arba moduliavimo
tikslams antiprasminis oligonukieotidas gali bati veiksmingai prijungtas prie
ekspresijos kontrolés sekos.

IFN-B2 inhibavimui oligonukleotidas gali bati skirtas atitinkamai
prasminei pozicijai kDNR. Zr., pvz., J. Milligan et al., Current Concepts in
Antisense Drug Design, J. Med. Chem. 36(14): 1923-1937, 1993; Helene and
Toulme, Biochim. Biophys. Acta, 1049:99-125, 1990; Cohen, J.S., Ed,,
Oligodeoxynuclectides as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC
Press: Boca Raton, Fla., 1987; Crooke, S., Basic Principles of Antisense
Therapeutics. Springer-Verlag Berlin, Heidelberg, New York, Jul. 1998. Tokie
oligonukleotidai gali buati padaryti atspariais nukleazéms, pvz. naudojant
chemines jungtis, apradytas U.S. Pat. No. 6,040,296 arba aukd&iau minétuose
literatliros $altiniuose. Lasteliy kultdrose gali bati naudojami bendro mazdaug
35 bp ilgio nukleotidai su katijoninémis liposomomis jy isisavinimui Igstelése
pagerinti, bet naudojimui in vivo geriausia skirti trumpesnius oligonukleotidus,
pvz. 25 bp oligonukleotidus.
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Sio isradimo nukleoragstis gali bati Zyméta bet kokiu norimu metodu.
Nukleortgstis gali bati Zyméta naudojant radioaktyvias zymes, tokias kaip 2p,
g, ', 34 arba '*C, paminint keletg daZniausiai naudojamy Zymiy.
Radioaktyvusis Zyméjimas gali bhti vykdomas bet kokiu metodu, kaip antai
galinis 2yméjimas 3 arba 5 gale, naudojant radiozymeétg nukleotida,
polinukleotidkinaze (su defosforilinimu fosfataze arba be jo) arba ligaze
(priklausomai nuo norimo pazyméti galo). Taip pat gali bati naudojamas
neradioaktyvus Zyméjimas, sujungiant Sio iSradimo nukleorigst] su
imunologiniy savybiy turin€iomis liekanomis (antigenais, haptenais), suteikiant
specifini aktyvumg tam tikriems reagentams (ligandams), savybes,
suteikianCias galimybe vykdyti detektuojamas fermentines reakcijas
(fermentus arba kofermentus, fermenty substratus arba kitas medZiagas,
dalyvaujancias fermentinése reakcijose) arba charakteringas fizikines
savybes, tokias kaip fluorescencija arba norimo bangos ilgio Sviesos emisija
arba sugertis, ir t.t.

Sio iSradimo nukleoragstis, iskaitant oligonukleotidus, antiprasming
nukleoragstj ir t.t., gali bdti naudojama IFN-B2 ekspresijai aptikti iStisuose
organuose, audiniuose, lastelése ir t.t., panaudojant jvairias metodikas,
iskaitant Northern’o blotinga, PGS, in situ hibridizacijg, diferencinj iSdéstyma,
nukleortgsciy eilutes (pvz. “genu dCipsus”), tadkinius blotus ir t.t. Tokios
nukleortgsStys gali bati ypatingai naudingos sutrikusiai ekspresijai aptikti, pvz.,
badingai Iasteléms IFN-B2 ekspresijai ir/arba jos sublgsteliniams poky&iams.
IFN-B2 kiekiai gali buoti nustatyti atskirai arba derinyje su kitais geny
produktais, ypatingai kito geno produktais, dalyvaujanciais citokiny
produkavime.

Sio isradimo nukleortgstis, priklausomai nuo norimo tikslo, gali bati
ekspresuojama daugybéje jvairiausiy sistemy (in vitro ir in vivo). PavyzdZiui,
nukleortig8tis gali bati fterpta | ekspresijos vektoriy, jvesta | norima Seimininkg
ir auginama sglygomis, kuriose gaunama $ios nukleorigsties koduojamo
polipeptido ekspresija. Efektyvios saglygos yra bet kokios auginimo salygos,
kurios yra tinkamos, kad Seimininko Igsteléje baty pasiekiamas polipeptido
produkavimas, [skaitant efektyvias temperattras, pH, terpe, priedus terpei,

kurioje yra auginamos Seimininko lgstelés (pvz., priedus, kurie didina arba
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indukuoja ekspresijg, tokius kaip butiratas arba metotreksatas, jeigu
koduojanti nukleoragstis yra greta dhfr geno), cikloheksimida, lasteliy tankius,
auginimo lekstes ir t.t. Nukleoragstis gali bati jvesta j Iastele efektyviu metodu,
[skaitant, pvz., DNR apnuoginima, nusodinimg kalcio fosfatu, elektroporacija,
injekcija, DEAE-dekstrano tarpininkaujama transfekcija, suliejimg su
liposomomis, asociacija su agentais, kurie padidina jy sunaudojimg Igstelese,
virusing transfekcija. Lastele, | kurig buvo jvesta $io iSradimo nukleorigstis,
yra transformuota Seimininko lastelé. Si nukleorugstis gali  bati
priechromosominé arba integruota | Seimininko Igsteles chromosoma(-as). Ji
gali bati stabili arba pereinama. Ekspresijos vektorius yra pasirinktas pagal jo
suderinamumg su Seimininko lastele. Seimininko lastelémis yra zinduoliy
lastelés, pvz. COS, CVI, BHK, CHO, Hela, LTK, NIH 3T3, 293, PAE,
Zmogaus fibroblastai, Zmogaus pirminés auglio Iasteles, seklidés, neuroglija,
neuronai, oligodendrocitai, astrocitai, neuroblastoma, glioma ir t.t., vabzdziy
lastelés, tokios kaip Sf9 (S.frugipeda) ir Drosophila, bakterijos, tokios kaip
E.coli, Streptococcus, bacillus, mielés, tokios kaip Sacharomyces, S.
cerevisiae, gryby Igstelés, augaly Igstelés, embrionininés kamienines lgsteles
(pvz. Zinduolio, tokio kaip pelés arba Zmogaus), neuroninés kamienines
lasteles, fibroblastai, raumeny Igstelés, Sirdies Iastelés ir T-lgstelés.

Ekspresijos kontrolés sekos yra pana$iai pasirenkamos dél
suderinamumo su $eimininku ir norimam tikslui, pvz. dideliam kopijy skaiéiui,
dideliems kiekiams, indukcijai, amplifikacijai, kontroliuojamai ekspresijai. Kitos
sekos, kurios gali bati naudojamos, yra stiprinimo sekos, tokios kaip i§ SV40,
CMV, RSV, indukuojami promotoriai, lasteliy tipo specifiniai elementai, arba
sekos, kurios duoda galimybe gauti selektyvig arba specifing Igsteliy
ekspresija. Promotoriai, kurie gali bati naudojami ekspresijai valdyti, yra pvz.
endogeninis promotorius, Igstelés signalo perdavimo kelio kity geny
promotoriai, MMTV, SV40, trp, lac, tac arba T7 promotoriai bakteriniams
Seimininkams; arba alfa faktorius, alkoholoksidazé arba PGH promotoriai
mielems. RNR transkriptams, tokiems kaip T7 arba SP6 gauti, gali bati
naudojami RNR promotoriai. Zr. pvz. Melton et al., Nucleic Acids Res.,
12(8):7035-7056, 1984; Dunn and Studier, J. Mol. Biol., 166:477-435, 1984;
U.S. Pat. No. 5,891,639; Studier et al., Gene Expression Technology,
Methods in Enzymology, 85:60-89, 1987.
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Sio i$radimo nukleoriigstis arba polipeptidas gali bati naudojami kaip
dydZio  markeriai  nukleorigsciy arba  baltymy  elektroforezéje,
chromatografijoje ir t.t. Apibrézti restrikcijos fragmentai gali bati nustatomi
skanuojant seka dél restrikcijos viety, skai¢iuojant dydj ir vykdant atitinkama
restrikcin| skaldyma.

Sio iSradimo IFN-B2 polipeptidas ir nukleoriigétis gali bati “iSskirti”.
Terminas “i§skirtas” reiSkia, kad jis yra tokioje formoje, kurioje jis néra
randamas jo pradinéje aplinkoje arba gamtoje, pvz., labiau koncentruotas,
labiau iSgrynintas, atskirtas nuo komponenty, esantis Igstelés, kurioje
ekspresuojamas IFN-B2 heterologinis genas, lizate. Kai IFN-B2 yra
ekspresuojamas kaip heterologiné nukleortgstis transfekuoty Igsteliy linijoje,
Sio iSradimo nukleortgstis yra jvedama | lgstele auk3Ciau apraSytu budu
salygomis, kuriose yra ekspresuojama $i nukleortgstis. Terminas
“heterologinis” reiskia, kad nukleortgstis buvo jvesta | lgsteliy linijg “rankiniu”
badu. Nukleorogsties vedimas | lasteliy linijg yra apradytas auksCiau.
Transfekuota (arba transformuota) IFN-B2 nukleoriigsti ekspresuojanti lgstelé
gali bati lizuota kaip apradyta pavyzdziuose ir naudojama iradimo bade kaip
lizatas (t.y. “iSskirta”) arba gali bati naudojama nepaliesta lgsteliy linija.

Paprastai terminas “efektyvios salygos” reiSkia, pvz. terpe, kurioje yra
pasiekiamas norimas efektas. Tokia terpe yra, pvz., buferiai, oksidinimo
agentai, redukcijos agentai, pH, kofaktoriai, temperatira, jony koncentracijos,
tinkamas lgstelés amzius ir/arba fazé (tokia kaip konkreti Igstelés ciklo dalis
arba konkreti fazé, kurioje ekspresuojami tam tikri genai), kurioje buvo
naudojamos lgstelés, auginimo salygos (jskaitant substrata, deguonj, anglies
dioksida ir t.t.). |

Sis iSradimas taip pat yra susijes su nukleoragsties, koduojangios $io
i8radimo IFN-B2, moduliavimo, geriausia inhibavimo, bldu, apimanciu: Sio
iSradimo IFN-B2 ekspresuojancios lIgstelés suleidima, | kontaktg su tokiu kiekiu
agento, tokio kaip antiprasminis oligonukleotidas arba antiprasminé IFN-B2
RNR, kuris veiksmingai inhibuoja sekai specifiskg minétos nukleorigsties
ekspresija.

Nukleoragsties sekai specifinis inhibavimas paprastai gali bt

vykdomas naudojant antiprasmine nukleortgs$t], tokig kaip antiprasminiai
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oligonukleotidai arba RNR. Pavyzdziui, gali bati sukurti antiprasminiai
oligonukleotidai, tokie kaip fosfodiesteriniai arba fosforotioatiniai
dezoksioligonukieotidai specifinems IFN-B2 RNR sritims, tokioms kaip
transliacijos iniciacijos vieta, ir po to gali bati jvesti | 8Siuos genus
ekspresuojanéias lgsteles tokiais kiekiais, kurie efektyviai inhibuoja jy
ekspresijg. Paprastai antiprasminé nukleoragstis yra nukleortgstis, kuri yra
komplementari prasminei arba koduojanciai duotos nukleortigsties grandinei ir
tokiu badu taip pat yra komplementari ir todél gali specifiSkai hibridizuotis su
Sios nukleorigsties IDNR transkriptais. Tinkamiausi antiprasminiai
oligonukleotidai apima tikslinio geno 5’ sritj, ypatingai iniciacijos kodong
turinCig sritj.

Norint padidinti stabilumg, jvedama nukleoragstis gali bt
modifikuojama, pvz., padaryta atspari lgstelés fermentams, oksidacijai,
redukcijai, nukleazéms ir t.t., arba padidinamas jos patekimas | lasteles. Gali
bati naudojamos bet kokios tinkamos modifikacijos, [skaitant pvz.,
fosforotioatus, metilfosfonatus, fosfodiesterinj oligonukleotida, prijungta prie
akriding fterpian€io agento ir/arba hidrofobinés uodegos, psoraleno darinius,
2'-ribozés modifikacijas, pentozés cukraus darinius, azoto baziy darinius ir t.t.
Apie antiprasminius oligonukleotidus, modifikacijas ir t.t., kurie gali bati
naudojami Siame iSradime, Zr., pvz.,, U.S. Pat. No. 5,576,208, 5,744,362,
6,040,296 ir 6,046,319. Bendru atveju, patekimui | lastele ir/arba stabilumui
padidinti 8io iSradimo antiprasminé nukleorigstis gali apimti gamtiniy
nukleotidy, negamtiniy nukleotidy monomerus ir jy derinius.

Antiprasminiai dariniai gali bati jvedami kaip plikos nukleorigstys,
kompleksuotos su kitais agentais arba jkapsuliuotos | juos, kas palengvia jy
patekimg | lastele, {leidziant | lgsteles arba bet kokiais tinkamais jvedimo
badais.

Sis i$radimas taip pat yra susijes su $io isradimo IFN-B2, tokio kaip
zmogaus IFN-B2, panaudojimo badais gydymui bukliy, sutrikimy, ligy ir t..t.,
kuriuose yra pageidaujamas IFN-B2 aktyvumas. Tokie bidai apima S$io
iSradimo IFN-B2 efektyvaus kiekio skyrimg gydymo reikalingam $eimininkui
vienam arba keletui tokiy tiksly: antionkogeniniam reguliavimui, priedvéZiniam

aktyvumui, prieSvirusiniam aktyvumui, lIgsteliy augimo inhibavimui arba
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augimo slopinimui, antiproliferacijai (pvz. IFN-B2 kiekiai, kurie veiksmingai
inhibuoja astrocity proliferacijg), limfocity citotoksiSkumo sustiprinimui,
imunoreguliaciniam aktyvumui, tiksliniy lasteliy diferenciacijos indukavimui
arba inhibavimui, makrofagy aktyvacijai, onkogeny negatyviajai reguliacijai ir
t.t.; imunologiniams efektams, tokiems kaip antikiny susidarymo
sumazinimui, lgstelés membranos komponenty padidinimui (didysis
histosuderinamumo kompleksas, Fc receptorius, p2-mikroglobulinas), lasteliy
tarpininkaujamo imuniSkumo moduliavimui, citokiny (pvz. interleukino)
produkcijos padidinimui, citotoksiniy T Igsteliy efekty padidinimui, makrofagy
efekty padidinimui ir natQralaus sunaikinimo padidinimui. IFN-B2, pvz., gali
bati skiriamas veéZio, autoimuniniy sutrikimy ir virusiniy infekcijy gydymui.
[vairius sutrikimus, kurie gali bati gydomi Sio iSradimo IFN-B2, Zr. pvz., Cirelli
and Tyring, Clin. Immunobother, 3:27-87, 1995 ypatingai zr. alfa- ir beta-
interferony panaudojimo atvejus.

IFN-B2 gali bati vartojamas kaip polipeptidas arba jis gali bdati
vartojamas kaip nukleoragstis, pvz. geny terapijoje. Kai jis skiriamas
nukleoragsties pavidalu, jis gali bati pateikiamas bet kuria forma, kuri yra
efektyvi ekspresijai gauti, pvz. kaip plika DNR, kaip vektorius (toks kaip
virusinis vektorius, pvz. adenovirusas), sukomponuota liposomose arba
kituose nesikliuose, mikropuslelése ir tt. Daugiau informacijos apie
nukleoragsciy vartojima, jy ekspresijg Seimininke ir t.t. Zr. auksdiau.

Pagal §j iSradimg gali bati gydoma bet kokia vézZio forma, pvz., kaklo
intraepiteliné neoplazija ir kaklo vézys (apie dozes, vartojimo bldus, reZzimus
ir tt. zr, pvz., DePalo et al., Int. J. Tissue React, 6:523-527, 1984),
melanoma ir metastaziné melanoma (apie dozes, vartojimo badus, rezimus ir
t.t. Zr.,, pvz., Beiteke et al., Hautarzt, 44:365-371, 1994), plaukuotyjy lasteliy
leukemija, Kaposi sarkoma, pamatiniy Iasteliy karcinoma, Zvyniniy
suragéjusiy lIgsteliy karcinoma, inksty Igsteliy karcinoma, karcinoidiniai
augliai, odos T lgsteliy limfoma, ne-Hodzkino limfoma (apie kitas vézio formas
taip pat zr. Dorr, Drugs, 45(2):177-211, 1993).

Pagal §j iSradimag taip pat gali bati gydomos autoimuninés ligos, pvz.
iSsetine skieroze (apie dozes, vartojimo badus, rezimus ir t.t. Zr., pvz., Yong et
al., Neurology, 51:682-689, 1998), reumatinis artritas ir t.t. I§sétiné skleroze
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(“‘MS”) yra autoimuniné liga, kuri patologiS8kai yra apibadinama
perivaskuliariniu ir periventrikuliniu uzdegimu, sukelian¢iu demielininima,
aksony destrukcijg ir po jos einancig glioze. Chronidky MS paZeidimy poZymis
yra demielinintos gliozinés plokstelés, susidariusios dél vietinés astrocity
hipertrofijos ir hiperplazijos. Sios astocitinés plokstelés trukdo normaliam
aksony laidumui ir sudaro fizin| barjerg remielininimui. Todeél faktoriai, kurie
inhibuoja astrocitus, yra naudingi terapijoje, ypatingai pradinése ligos
stadijose. Taigi IFN-B2 sugebéjimas inhibuoti astrocitus yra ypatingai
naudingas gydant MS. ’

Pagal §j iSradimg taip pat gali bati gydomos virusineés ligos ir infekcijos,
pvz. Zmogaus papilomos virusas (apie dozes, vartojimo budus, rezimus ir t.t.
zr., pvz., Puligheddu et al., Eur. J. Gynaecol. Oncol., 9:161-162, 1988; Costa
et al., Cervix, 6:203-212, 1988), smailagalé kondiloma (apie dozes, vartojimo
badus, rezimus ir t.t. zr. Schonfeld et al., Lancet, 1:1038-1042, 1984),
hepatitas B, C ir D, ZIV ir t.t.

Terminas “jvedimas” reiSkia, kad IFN-B2 arba kitas veiklusis agentas
yra paduodamas | taikinj, pvz., auglj, imunine sistema, smegeny pazeidimus
(pvz. smegeny uzdegimo vietg, tokig kaip iSsétinés skerozés arba kitos
smegeny uzdegiminés bukiés atveju stebimas vietas) ir t.t. IFN-p2 gali bati
paduodamas | bet kokj taikinj (pvz. in vivo, in vitro arba in situ), iskaitant
lasteles kultdroje ir paZeidima, bakle arba ligg, kuriuos reikia gydyti, turin€ius
Seimininkus efektyviu badu, tinkandiu auk$¢iau apra$ytam poveikiui pasiekti,
pvz. IFN-B2 kompozicija gali bati suleidZiama tiesiai | taikinio vietg arba netoli
jos. Ji taip pat gali bati jvedama vietiniu, enteriniu, parenteriniu, intraveniniu,
intraraumeniniu, poodiniu, peroraliniu, nosiniu badu, jvedama | smegenis,
intraventrikuliniu badu ir t.t., pvz. priklausomai nuo gydomos vietos padéties.
[FN-B2 taip pat gali boti jvedamas kaip nukleoragstis Igsteléems sugerti.
Nukleoriig$ies {vedimo budai apima auk$éiau iSvardintus badus ir kitas
iprastas Sioje srityje metodikas.

[ taikinj jvedamas efektyvus IFN-32 kiekis. Efektyvas kiekiai yra tokie
kiekiai, kurie yra naudojami norimam efektui, pageidautina naudingam arba
terapiniam efektui, pasiekti, pvz. kiekis, reikalingas astrocity proliferacijai
inhibuoti. Toks kiekis gali bati nustatomas jprastu badu, pvz. atliekant dozés-
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atsako eksperimentg, kuriame | taikinio [gsteles yra jvedamos kintamos
dozes, nustatant efektyvy kiekj norimam tikslui pasiekti, pvz., prieSvirusiniam
efektui gauti, imunomoduliaciniam efektui gauti. Kiekiai gali bati parinkti
remiantis jvairiais faktoriais, jskaitant aplinka, | kurig yra jvedamas [FN-p2
(pvz. pacientas su i§sétine skleroze, gyviny modelis, audinio kultdros lgstelés
ir t.t.), gydomy lasteliy vieta, paciento arba gydomo gyvino amziy, sveikatos
stovj, lytj ir mase, ir tt. Tinkamais kiekiais yra, pvz. 1,6 MIU (milijonas
tarptautiniy vienety pagal tarptautinj etaloninj standartg) ir 8 MIU, jvedant po
oda kas kelintg dieng. Terminas “gydymas” reiSkia bet kokj poveikj, kuris
duoda bukies, ligos, sutrikimo ir t.t. pageréjima.

agentais, pvz. agentais véziui, virusams, MS, hepatitui ir kitoms bikiéems,
kurios gali bati gydomos IFN-B2, gydyti. Tokiais agentais gali bati citotoksinis,
prieSvirusinis agentas, chemoterapinis agentas ir t.t.

Sis iSradimas taip pat yra susijes su antikanais, kurie specifiskai
atpazista 8io iSradimo IFN-B2. IFN-B2 specifinis antikinas reiskia, kad
antikinas atpazista apibréztas aminortgsciy sekas IFN-B2 arba turincias IFN-
B2, pvz. fig.2 parodyta seka. Taigi, specifinis antikinas paprastai ridis su
didesne trauka su aminoragsties seka, t.y. su fig.2 randamu epitopu, nei su
kitokiu epitopu(-ais), pvz. kaip nustatyta ir/arba iSmatuota imunobloty testu
arba kitu jprastu imunotestu. Taigi, antikinas, kuris yra specifinis Zmogaus
IFN-B2 epitopui, tinka Sio epitopo buvimui méginyje, pvz. méginyje audinio,
turinCio Zmogaus IFN-B2 geno produktg, nustatyti, atskiriant jj nuo méginiy,
kuriuose néra tokio epitopo. Tinkamas antikiinas yra antikiinas unikaliam C-
galiniam IFN-B2, pvz. QGRPLNDMKQBLTTEFRSPR arba jo fragmentui.
Tokie antikdnai yra naudingi, kaip aprasyta Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Research Product Catalog, ir gali bati atitinkamai sukomponuojami.

AntikGinai, pvz., polikloniniai, monokloniniai, rekombinantiniai,
chimeriniai, humanizuoti, gali bati pagaminami bet kokiu norimu metodu. Zr.
taip pat rekombinantiniy imunoglobuliny, biblioteky skryninga (pvz., Orlandi et
al., Proc. Natl. Acad. Sci., 86:3833-3837, 1989; Huse et al., Science,
256:1275-1281, 1989); limfocity populiacijos stimuliavimg in vitro; Winter and
Milstein, Nature, 349:293-299, 1991. Pavyzdziui, monokloniniams antikinams
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pagaminti fig.2 parodytas polipeptidas gali bati jvedamas peléms, ozkoms
arba triuSiams po oda ir/arba | pilvapléve su adjuvantu arba be jo, imant tokj
kiekj kad baty iSgaunamas imuninis atsakas. Antikinai gali bati
viengandininiai arba Fab fragmentai. Antiklnai gali bati IgM, 1gG, subtipai,
IgG2a, 1gG1 ir t.t. AntikGnai ir imuniniai atsakai taip pat gali bati gaminami
ivedant plikg DNR. Zr. pvz., U.S. Pat. Nos. 5,703,055; 5,589,466; 5,580,859.

Antik@iny indukcijai nereikia, kad interferonas arba jo fragmentai turéty
bioaktyvuma; taciau jie turi turéti imunogenini aktyvumg arba vieni, arba
derinyje su nesikliu. Peptidai, skirti panaudoti IFN-B2 specifiniams antikGnams
indukuoti, gali turéti aminorigsCiy seka, susidedancig i§ maziausiai 5
aminoragsciy, geriausia — maziausiai 10 aminorigscCiy. Trumpos
aminorig€iy grandinés, pvz. penkios aminoragstys, gali bati sujungtos su
kito baltymo grandine, kaip antai sraigés limfos hemocianinu, arba kitu
tinkamu nesikliu, ir chimeriné molekulé naudojama antiklinams gaminti.
Antikinams gaminti tinkamos IFN-B2 sritys gali bati parenkamos empyriSkai
arba, pvz., gali bati analizuojama iSvesta i§ kDNR IFN-B2 aminoragsciy seka,
nustatant didelio imunogeniskumo sritis. Tinkamy epitopy atrinkimo analizé
yra aprasyta, pvz., Ausubel, F.M. et al. (1989, Current Protocols in Molecular
Biology, Vol. 2. John Wiley & Sons).

Tam tikri IFN-B2 antikGinai yra tinkami prieSpatologiniy bakliy ir
chronisky arba Gmiy ligu, kurioms yra badingi IFN-B2 kiekiy skirtumai arba
pasiskirstymas, diagnozavimui. Diagnostiniai IFN-B2 testai apima badus,
kuriuose yra naudojamas antikinas ir Zymé IFN-B2 aptikti Zmogaus (arba
pelés, jeigu naudojama pelé, ir t.t.) kino skysciuose, audiniuose arba tokiy
audiniy ekstraktuose. Antikinai gali bati neutralizuojami ir naudojami IFN-p2
aktyvumo testuose, pvz., kaip kontrolés interferono aktyvumui neutralizuoti.

Sio isradimo polipeptidai gali bdti naudojami modifikuoti arba
nemodifikuoti. DaZniausiai polipeptidai ir antiknai bus Zymimi sujungiant juos
(kovalentiékai arba nekovalentiS8kai) su medziaga, kuri duoda detektuojamg
signalg. Daugybe Zymiy ir sujungimo metodiky yra Zinoma ir apradyta
mokslingje ir patentinéje literatiroje. Tinkamos zymés yra radionuklidai,
fermentai, substratai, kofaktoriai, inhibitoriai, fluorescuojantys agentai,

chemiliuminescuojantys agentai, magnetinés dalelés ir pan. Tarp patenty,
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kuriuose aprasytas tokiy zymiy panaudojimas, yra U.S. Pat. Nos. 3,817,837,
3,850,752, 3,939,350, 3,996,345; 4,277,437; 4,275,149 ir 4,366,241.

Antikanai ir kiti ligandai, kurie susiri§a su IFN-$2, gali bati naudojami
jvairiais atvejais, iskaitant terapine, diagnostine ir pramoning tyrimo
priemones, pvz. nustatyti interferoninio polipeptido kiekiams gyvinuose,
audiniuose, lgstelése ir t.t., nustatyti jo lokalizacijai ir/arba pasiskirstymui
Igsteléje, jo gryninimui arba polipeptidui, turiniam jo dalj, jo funkcijos
moduliavimui, Western'o blotuose, ELISA, imunonusodinime, RIA ir t.t. Sis
iSradimas yra susijes su tokiais testais, kompozicijomis ir rinkiniais jiems atlikti
ir tt. Naudojant Siuos ir kitus metodus, Sio iSradimo antiklnas gali bati
naudojamas |FN-B2 polipeptidui arba jo fragmentams aptikti jvairiuose
méginiuose, iskaitant audinius, Igsteles, kiino skystj, krauja, $lapima, galvos ir
stuburo smegeny skysti.

Be to, ligandai, kurie riSasi su $io iSradimo IFN-B2 polipeptidu arba jo
dariniais, gali buti pagaminami, pvz., naudojant sintetiniy peptidy bibliotekas
arba aptamerus (pvz., Pitrung et al., U.S. Pat. No. 5,143,854; Geysen et al., J.
Immunol. Methods, 102:259-274, 1987; Scott et al., Science, 249:386, 1990;
Blackwell et al., Science, 250:1104, 1990; Tuerk et al., 1990, Science,
249:505).

Sis isradimas taip pat yra susijes su IFN-B2 polipeptidu, pagamintu
pageidaujamu badu, pvz. tokiu, kaip aprasyta U.S. Pat. No. 5,434,050. Gali
bati naudojamas Zymeétas polipeptidas, pvz., suri§imo testuose, tokiuose kaip
medZiagy, kurios riSasi arba prisijungia prie IFN-B2, identifikavimui, IFN-p2
judéjimui lgsteléje pasekti, in vitro, in vivo arba in situ sistemoje, ir t.t.

Nukleoragstis, polipeptidas, antikinas, IFN-B2 ir t.t. gali bati i§skirti.
Terminas “iSskirtas” reiSkia, kad IFN-B2 yra formoje, kuri yra nerandama jo
autentiSkoje aplinkoje arba gamtoje, pvz. yra labiau koncentruotas, labiau
iSgrynintas, atskirtas nuo komponenty ir t.t. I$skirta nukleoragstis yra, pvz.
nukleortgstis, turinti IFN-B2 seka, atskita nuo chromosomines DNR,
randamos gyvame gyviine, pvz. kaip pilnas genas, transkriptas arba kDNR. Si
nukleortgstis gali bati dalis vektoriaus arba iterpta | chromosoma (specifiskai
nutaikyta | geng arba atsitiktinai jjungta padétyje, kitoje nei jos normali
padétis) ir dar yra iSskirta ta prasme, kad ji néra tokioje formoje, kokioje ji yra
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randama jos natiralioje aplinkoje. Sio i§radimo nukleorigsétis arba
polipeptidas taip pat gali bati i§ esmés isgryninti. “IS esmés iSgrynintas”
reiSkia, kad nukleorigstis arba polipeptidas yra atskirtas ir i§ esmeés neturi kity
nukleorogsciy arba polipeptidy, t.y. nukleorigstis arba polipeptidas yra
pirminé ir veiklioji sudedamoji dalis.

Sis idradimas taip pat yra susijes su transgeniniu gyvdnu, pvz.
Zinduoliu-nezmogumi, tokiu kaip pelé, turin€iu IFN-B2. Transgeniniai gyvanai
gali bati gaunami Zinomais badais, iskaitant, pvz. rekombinantiniy geny
probranduoling injekcijg | 1-lastelés embriono probranduolj, jterpiant dirbtineg
mieliy chromosomg | embrionines kamienines lgsteles, geny taikinio
metodais, embrioniniy kamieniniy Igsteliy metodologija. Zr. pvz., U.S. Pat.
Nos. 4,736,866; 4,873,191, 4,873,316; 5,082,779; 5,304,489; 5,174,986,
5,175,384; 5,175,385; 5,221,778; Gordon et al.., Proc. Natl. Acad. Sci.,
77:7380-7384, 1980; Palmiter et al., Cell, 41:343-345, 1985; Palmiter et al.,
Annu. Rev. Genet., 20:465-499, 1986; Askew et al., Mol. Cell. Biol., 13:4115-
4124, 1993; Games et al.,, Nature, 373:523-527, 1995; Valancius and
Smithies, Mol. Cell. Biol., 11:1402-1408, 1991; Stacey et al., Mol. Cell. Biol.,
14:1009-1016, 1994; Hasty et al., Nature, 350:243-246, 1995; Rubinstein et
al., Nucl. Acids Res., 21:2613-2617, 1993. Sio i$radimo nukleoragétis gali bati
jvesta | bet kokj Zinduoli-nezmogy, {skaitant pele (Hogan et al., Manipulating
the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, New York, 1986), kiaule (Hammer et al., Nature,
315:343-345, 1985), avi (Hammer et al., Nature, 315:343-345, 1985), galvija,
Ziurke arba primata. Zr. taip pat, pvz., Church, Trends in Biotech., 5:13-19,
1987; Clark et al., Trends in Biotech., 5:20-24, 1987) ir DePamphilis et al.,
BioTechniques, 6:662-680, 1988). Be to, pvz. jprastas transgenines Ziurkes ir
peles galima gauti i§ prekybininky. Tokie transgeniniai gyvinai gali bati
tinkami gyviny modeliai tirti IFN-B2, kaip maistas gyvatei, kaip genetiniai
markeriai kamieno kilmei aptikti (t.y. kur buvo jterptas IFN-p2 arba jo
fragmentas) ir t.t. Tokiuose transgeniniuose gyvinuose taip pat gali bati kity
transgeny. Transgeniniai gyvinai gali bati gauti ir naudojami pagal bet kokj
tinkama metoda.
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Sis i$radimas taip pat yra susijes su Zinduolio lastele, kurioje IFN-p2
koduojanéio geno ekspresija buvo “nokautuota” arba nutraukta. Toks geno
suardymas gali bdati jgyvendintas efektyviais badais, iskaitant, pvz.
antiprasminj darin{ arba jvedant | ji nukleotidy seka, kuri efektyviai slopina
geno ekspresija. Sia prasme naudojamas terminas “genas”’ rei§kia IFN-B2
koduojancig seka, kaip ji yra chromosomoje ir turi jo promotoriaus seka ir kitas
reguliavimo sritis.

Sis iSradimas yra ypatingai susijes su Zinduoliu, turingiu vieng arba
daugiau Iasteliy, kuriose Sio geno ekspresija yra funkciSkai inaktyvuota arba
nutraukta. Funkciné inaktyvacija arba nutraukimas reiskia, pvz. bent jau dalies
polipeptido, koduojamo Zinduolio vienos Igstelés, pasirinkty lasteliy arba visy
lasteliy endogeninio IFN-B2 geno, ekspresijos dalinj arba pilng sumazinima.
Terminas “nokautavimas” yra geno funkcinio inaktyvavimo sinonimas.

Viename jgyvendinimo variante yra naudojama geno taikinio strategija,
kuri palengvina norimos nukleotido sekos jvedimg | IFN-B2 gena.
Pageidautina, kad geno taikinio strategijoje blty naudojama dviguba abipuseé
rekombinacija ir teigiamas atrankus markeris, padedantis jterpti nukleotidy
sekg | tiksling nukieoragstj. Geriausia, kai tiksliné nukleoriigstis yra genas, dar
geriau — genas konkredioje chromosomos vietoje. Norima nukleotidy seka yra
fterpiama | geng tokiu badu, kad genas bty funkciSkai suardytas, ty. jo
ekspresija yra dalinai arba pilnai sumazinta.

Viename 8io iSradimo aspekte atrankiam markeriui | numatytg IFN-32
geno padétj jvesti yra naudojamas tikslinis vektorius. Si padétis yra atranki
taip, kad jvedus atranky markerj bity gaunamas funkcinis geno suardymas.
Tokiam tikslui tinkamiausias igyvendinimo variantas yra rekombinantine
nukleoragsties molekulé, turinti: (1) 5' nukleotidy seka, kuri duoda galimybe
gauti homologing rekombinacijg pirmoje numatytoje zinduolio IFN-B2 geno
padétyje, veiksmingai prijungtg prie (2) pirmosios atrankios nukleotidy sekos,
suteikiancios pirma atrankia charakteristikg Igstelei, kurioje ji yra, 5’ galo ir (3)
3’ nukleotidy sekos, kuri duoda galimybe gauti homologine rekombinacijg
antroje numatytoje Zinduolio IFN-B2 geno padétyje, pvz., IFN-B2 genas,
veiksmingai prijungtas prie pirmosios atrankios nukleotidy sekos 3' galo. Si

rekombinantiné nukleorigsties molekulé duoda galimybe gauti homologine
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rekombinacijg Zinduolio chromosomos numatytoje padétyje. Tikslinio
vektoriaus fragmentai taip pat jeina | § iSradimg, pvz., rekombinantines
nukleoragsties molekulés, turinios (1) ir (2) elementus arba (2) ir (3)
elementus ir t.t.

Terminas “rekombinantinis” reiSkia, pvz., nukleoragsties molekulg, kuri
buvo modifikuota Zzmogaus rankomis, pvz., turin€ig nukleorogsties fragmentus
i§ skirtingy Saltiniy arba nukleortgsties molekule i$ vieno Saltinio, kuris buvo
sukurtas geny inzinerijos badu. Taigi, nukleorigsties molekulé yra
rekombinantiné, pvz., todél, kad joje yra nukleotidy sekos i$ Zinduolio IFN-B2
geno ir atrankaus markerio geno. Molekulé yra taip pat rekombinanting, kai ji
turi sekas i$ to paties geno, bet surikiuotas tokia tvarka, kokios néra gamtoje,
t.y. yra negamtinis i8sidéstymas.

Homologiné rekombinacija reiSkia procesa, kuriame nukleorlgsties
molekulés su panaS8ia genetine informacija iSsirikiuoja viena greta kitos ir
apsikei€ia nukleotidy grandinémis. Todél rekombinantinés nukleoragsties, kuri
gali duoti homologing rekombinacija numatytoje tikslinés nukleorigsties
padétyje, nukleotidy seka lemia nukleotidy seka, kuri palengvina nukleotidy
grandiniy mainus tarp rekombinantinés nukleortigsties molekulés apibréztoje
tikslinio geno, pvz. pelés IFN-B2 geno, padétyje. Efektyvi nukleotidy seka
paprastai turi nukleotiduy seka, kuri yra komplementari norimai tikslinés
nukleorigsties molekulei (pvz. modifikuojamas geno lokusas), skatinancig
nukleotido baziy pory susidaryma. Gali bati naudojama bet kokia nukleotidy,
seka, jei tik ji palengvina homologine rekombinacijg tikslinés nukleoragsties
molekulés konkrecioje ir pasirinktoje padétyje. Paprastai yra tikslinio
efektyvumo eksponentiné priklausomybé nuo homologijos apimties arba ilgio
tarp tikslinio vektoriaus ir tikslinio lokuso. Selekcija ir homologinei
rekombinacijai efektyviy seky panaudojimas yra aprasytas, pvz., Deng and
Capecchi, Mol. Cell. Biol., 12:3365-3371, 1992; Bollag et al., Annu. Rev.
Genet., 23:199-225, 1989; Waldman and Liskay, Mol. Cell. Biol., 8:5350-
5357, 1988.

Sio i$radimo aspektas yra nuslopinti arba funkcidkai nutraukti IFN-p2
geno ekspresijg. [3sireiSkimai “geno suardymas”, “geno nutraukimas’,

‘ekspresijos slopinimas”, “geno slopinimas”, “funkcinis geno inaktyvavimas”
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arba “funkciné geno inaktyvacija” reiskia tokia geno modifikacijg, kuri
sumazina arba sutrukdo geno ir/arba jo produkty ekspresijg lasteléje. Geno
produkty ekspresija gali bati pilnai arba dalinai nuslopinta, pvz. sumazinta 70
%, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % arba daugiau. Funkciskai suardytas genas,
pvz. funkciSkai suardytas IFN-B2 genas, apima modifikuota gena, kuris
ekspresuoja sutrumpintg polipeptidg, turinti mazesne nei laukinio tipo geno
koduojancig seka. Toks genas yra parodytas fig.1. Genas taip pat gali bati
funkciSkai suardytas paveikiant jo iIRNR struktlrg tokiu bddu, kad baty
sukuriama netransliuojama informacija, pvz. rémelio poslinkis, stabilumo
sumazinimas ir t.t.

Pagal §j iSradimg IFN-B2 genas yra modifikuotas tokiu badu, kad baty
efektyviai slopinama atitinkamo geno produkto ekspresija. Taigi, pvz.,
funkciSkai suardytas rekombinantinis IFN-B2 genas neekspresuoja funkcinio
IFN-B2 polipeptido arba ekspresuoja tokius kiekius funkcinio IFN-B2
polipeptido, kurie yra mazesni nei IFN-B2 laukiniai kiekiai, pvz. sumazintus
70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% arba daugiau. “Nefunkcinis” arba “funkciskai
neaktyvus” IFN-B2 polipeptidas reiSkia kad, IFN-B2 neturi vienos arba keliy
IFN-B2 bioaktyvumo atvejy. Genas gali bati modifikuotas bet kurioje i$
efektyviy padéciy, pvz., stiprintojuose, promotoriuose, reguliacijos srityse,
nekoduojanciose sekose, koduojanciose sekose, intronuose, egzonuose ir t.t.,
tokiu badu, kad baty sumazinta arba iSvengta Sio geno ekspresijos lIgsteléje.
[terpimai | IFN-B2 geno, pvz, pelés IFN-B2 geno, sritj gali bati atliekami
panaudojant homologing rekombinacija. | IFN-B2 promotoriy ir/arba
koduojancig sritj, irfarba nekoduojangig sritji yra jvedama rekombinantiné
nukleorugsties molekulé, turinti geno homologijos sritis ir nukleotidy seka,
koduojanti atranky markerio geng, ir tokiu badu funkciskai suardoma geno
ekspresija. Tada §j nokautinj konstruktg jvedus | lastele, jis gali integruotis |
genoming DNR. Taigi, Iastelés progenai ekspresuos tik vieng funkcine geno
kopija; kita kopija jau nebeekspresuos geno produkto arba ekspresuos jo
sumazintg kiekj, kadangi dabar geno endogeniné nukleotidy seka yra
pertraukta jvesta nukleotidy seka. Jeigu pageidaujama, funkcinis genas gali
bati inaktyvuotas antroje analogiskoje stadijoje.
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Homologinei rekombinacijai tinkanti nukleotidy seka gali bdti
veiksmingai prijungta prie nukleotido sekos, geriausia atrankaus markerio
nukleotidy sekos, arba geno, kuris turi bati jterptas | norimg tiksling
nukleorugsti.

Geriau, kai rekombinantiné nukleorlgstis yra ijterpta | lastelg su
chromosomine DNR, kuri turi endogeninj gena, kurj reikia nokautuoti. Lasteléje
8i rekombinantiné nukleortgsties molekulé gali susijungti per homologing
rekombinacijg su lastelés DNR tokioje padétyje, kad baty sustabdoma arba
pertraukiama geno, kuri reikia nokautuoti, transkripcija. Toks jterpimas
paprastai atsiranda dél homologinés rekombinacijos (pvz. tikslinio vektoriaus
sriGiy, kurios yra homologinés arba komplementarios endogeninés DNR
sekoms, hibridizuotoms tarpusavyje, kai tikslinis vektorius yra iterpiamas |
lastele; Sios sritys tada gali rekombinuotis taip, kad dalis tikslinio vektoriaus yra
iterpiama | atitinkamg endogeninés DNR padétj). Kaip jau minéta, viena ar
daugiau nukleotido seky gali biti jterptos | geng jo ekspresijai slopinti.
Pageidautina nustatyti jterptos nukleotidy sekos buvimg gene. Tai gali bati
atliekama jvairiais badais, jskaitant nukleorlg$ciy hibridizacijg, antikino
susiriSimg su epitopu, kuri koduoja iterpta nukleoragstis, arba parenkant
fterptos sekos fenotipg. Taigi, tokia jterpta nukleorigsties seka gali bati
vadinama pirmgja atrankia nukleotidy seka. Geriausia, kai pirmoji atranki
nukleotidy seka suteikia pirmajg atrinkimo charakteristikg lgsteléje, kurioje ji
yra. Terminas “atrinkimo charakteristika” reiSkia, pvz., charakteristikg, kuri yra
iSreikSta lasteléje ir kuriai suteikiama pirmenybé pries kitg arba kitas
charakteristikas. Atrankia nukleotidy seka, taip pat zinoma kaip atrankus
markerinis genas, gali bati bet kokia nukleorligsties molekulé, kuri yra
detektuojama arba nustatoma testais, kai ji yra jterpta | Zinduolio genomineg
DNR. Atrinkimo charakteristika gali bati teigiama charakteristika, t.y.
charakteristika, kurig iSreiSkia arba jgyja lastelés ir kurios buvimas duoda
galimybe atrinkti tokias Igsteles. Teigiama atrankos charakteristika gali
suteikti galimybe lastelei arba organizmui iSgyventi, pvz.,
atsparumas antibiotikui, atsparumas ouabainui (genas ouabainui,
atspariam natrio/kalio ATPazés baltymui). Teigiamos atrankos charakteristiky
ir atitinkamy atrankos agenty pavyzdZziais yra, pvz., Neo ir G418 arba
kanomicinas; Hyg ir higromicinas, hisD ir histidinolis; Gpt ir ksantinas;

Ble ir bleomicinas; Hptr ir hipoksantinas. Zr., pvz., U.S. Pat. No: 5,464,764 ir
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Capecchi, Science, 244:1288-1292, 1989. Atrankaus geno buvimas tikslinéje
sekoje gali bati identifikuotas naudojant riSancius ligandus, kurie atpaZzista
atrankaus geno produkta, pvz., polipeptidiniam produktui, kuri koduoja
atrankus genas, identifikuoti gali bati naudojamas antikinas, receptorinio
polipeptido, kurj koduoja atrankus genas, ekspresijai identifikuoti gali bati
naudojamas atitinkammas ligandas arba nustatant fermento, kuri koduoja
atrankus genas, ekspresija. Geriau, kai atrankus markerinis genas koduoja
polipeptida, kurio nataraliai zinduolyje nebidna.

Atrankus markerinis genas gali bati veiksmingai prijungtas prie jo
nuosavo promotoriaus arba kito promotoriaus i§ bet kokio Saltinio, kuris bus
aktyvus arba gali bati lengvai aktyvuojamas lasteléje, | kurig jis yra jvestas.
Tadiau atrankus markerinis genas nereikalauja, kad baty prijungtas jo
nuosavas promotorius, nes jis gali bati transkribuotas naudojant geno, j kurj jis
terptas, promotoriy. Atrankus markerinis genas gali turéti vieng arba daugiau
seky ekspresijai vykdyti ir/arba padéti, jskaitant, pvz., ribosomines atpaZinimo
sekas, stiprintojy sekas, sekas, kurios suteikia stabilumg polipeptidui arba
RNR, ir/arba poliA seka, prijungta prie jo 3’ galo geno transkripcijai nutraukti.

Teigiamas atrankus markeris palengvina rekombinantu, kuriuose
teigiamas atrankus markeris buvo jterptas homologinés rekombinacijos
metodu, atrinkima. Sio i§radimo geno tikslinis vektorius taip pat gali turéti
antrajg atrinkimo charakteristika, koduojamag antrojo atrankaus geno, kad baty
dar labiau padedama atrinkti teisingus tikslinius rekombinantus. Neigiamas
atrankos markeris duoda galimybe atrinkti Igsteles, kuriose atsirado tik
nehomologinés rekombinacijos. Viename i§ tinkamiausiy jgyvendinimo
varianty antrasis atrankaus markerio genas lastelei, | kurig jis buvo jvestas,
suteikia neigiamg atrankos charakteristika. Tokia neigiama atrankos
charakteristika gali bati jtaisyta j tikslinj vektoriy tokiu badu, kad ji gali bati
naudojama atskirti atsitiktinés intergacijos atvejus nuo homologinés
rekombinacijos. Terminas “neigiama atranka” reiskia atrankos charakteristika,
kur, kai jg igyja lastelé, duoda gyvybingumo netekima,_ (t.y. lgstelei ji yra letali).
Nukleozido analogas - gancikloviras — kuris daugiausia yra toksiskas
lastelems,  ekspresuojan¢ioms HSVtk (paprastojo herpeso  viruso
timidinkinaze), gali bati naudojamas kaip neigiamas atrankos agentas, nes jis
atrenka Igsteles, kurios neturi jterpto HSVtk atrankaus markerio. FIAU (1,2-
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dezoksi-2-fluor-,alfa,-d-arabinofuranzil-5-joduracilas) taip pat gali bati
naudojamas kaip atrankos agentas lgsteléems, neturin¢ioms HSVtk, atrinkti.
AnalogiSkai gali bati naudojami kiti neigiami atrankos markeriai. Neigiamy
atrinkimo charakteristiky ir atitinkamy agenty pavyzdziais yra, pvz. paprastojo
herpeso viruso timidinkinazé (HSV tk) ir acikloviras, gancikloviras arba FIAU;
Hprt ir 6-tioguaninas arba 6-tioksantinas; difterito toksinas; ricino toksinas;
citozindeaminazé ir 5-fluorcitozinas.

Neigiamas atrankus markeris paprastai yra i§déstomas geno-taikinio
vektoriaus &' arba 3’ padétyse rekombinogeninés homologijos srigiy atzvilgiu
taip, kad homologiniy sri¢iy dvigubo pakeitimo rekombinacija pernesa
teigiama atranky marker| | numatytg tikslinés nukleortgéties padétj, tagiau
nepernesa teigiamo atrankaus markerio. Pavyzdziui, tk kaseté gali biti jvesta
peles geno 3' gale mazdaug 150 baziy pory atstumu nuo 3’ stop-kodono.
Tiksliniame vektoriuje taip pat gali bati naudojamas daugiau nei vienas
neigiamas atrankus markeris. Dviejy neigiamy atrankos vektoriy iSdéstymas,
pavyzdziui, vektoriaus-taikinio 5’ ir 3’ galuose dar labiau sustiprina atranka
pries tikslines lgsteles, kurios turi atsitiktinai sujungtg vektoriy. Atsitiktinis
sujungimas kartais duoda vektoriaus persitvarkyma, kuris prie$ atsitiktinj
vektoriaus sujungima sukelia viso arba dalies neigiamo atrankaus markerio
paSalinima. Jeigu taip jvyksta, neigiamoji atranka negali bati naudojama
lasteléms, kurios turi per atsitiktinj sujungima, o ne per homologing
rekombinacijg,_iterpta tikslinj vektoriy, pasalinti. Daugiau nei vieno neigiamo
atrankaus vektoriaus panaudojimas i§ esmés sustiprina tikétinuma, kad
atsitiktinis sujungimas duos galimybe jvesti bent viena i§ neigiamy atrankiy
markeriy. Tokiems tikslams neigiami atrankis markeriai gali bati vienodi arba
skirtingi.

Teigiamos-neigiamos atrankos schemos panaudojimas sumazina
fonin lygj Iasteliy, turinéiy neteisingai integruotas tiksliniy konstrukty sekas.
Teigiama-neigiama atranka paprastai apima panaudojima dviejy aktyviy
atrankiy markeriy: (1) teigiamo atrankaus markerio (pvz., neo), kuris gali bati
stabiliai ekspresuojamas po atsitiktinés integracijos arba homologinio tikslinio
[vedimo, ir (2) neigiamo atrankaus markerio (pvz., tk), kuris gali bati stabiliai
ekspresuojamas tik po atsitiktinés integracijos. Derinant ir teigiama, ir

neigiamg atranka, gali bati gaunamos efektyvios $eimininko lastelés,
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duodancios teisingai suderintus homologinés rekombinacijos rezultatus.
Teigiamos-neigiamos atrankos schemos yra aprasytos, pvz. U.S. Pat. No.
5,464,764, WO 94/06908. Taciau pripaZjstama, kad Sio iSradimo
[gyvendinimui néra reikalinga vieno arba daugiau neigiamy atrankiy markeriy,
pvz. gauti transgeniniam gyvinui, kuriame IFN-B2 genas yra funkci$kai
inaktyvuotas arba suardytas.

Sio iSradimo rekombinantiné nukleoragsties molekulé taip pat gali turéti
savyje visg vektoriy arba jo dalj. Vektorius yra, pvz., nukleorugsties molekulé,
kuri Seimininko lasteléje gali dvigubéti autonomiskai, pvz., turinti replikacijos
pradZig. Vektoriai gali tikti manipuliacijoms vykdyti, dauginti ir/arba gauti
dideliems kiekiams rekombinantinés molekulés norimame $eimininke. Patyres
darbuotojas gali parinkti vektoriy priklausomai nuo norimo tikslo, pvz.
rekombinantinés molekulés dauginimui bakterijose, mielése, vabzdZio arba
Zinduolio Igstelése. Kaip pavyzdys yra pateikiami tokie vektoriai — bakteriniai:
pQE70, pQE6GO, pQE-9 (Qiagen), pBS, pD10, Phagescript, ®X174, pBK
Phagemid, pNH8A, pNH16a, pNH18Z, pNH46A (Stratagene); Bluescript KS”II
(Stratagene), ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia);
eukariotiniai: PWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene), pSVK3,
PBPV, PMSG, pSVL (Pharmacia). Tagiau taip pat gali bati naudojamas bet
koks kitas vektorius, pvz., plazmidés, virusai arba jy dalys, jei tik jie norimame
Seimininke yra replikuojami ir gyvybingi. | vektorius taip pat gali jeiti sekos,
kurios suteikia galimybe jiems replikuotis $eimininke, kurio genoma reikia
modifikuoti. Tokio vektoriaus panaudojimas gali i3plésti sgveikos laikotarpi,
kurio metu gali jvykti replikacija, padidinant tikslinj efektyvuma. Geno tikslinio
vektoriaus, kuris gali bati naudojamas $iame iSradime, pavyzdys yra
apraSytas Molecular Biology, ed. by Ausubel, F. M., et al., Unit 9.186, fig.9.16.1
(PNTK).

Pagal Sio iSradimo aspektg IFN-B2 geno funkcija gali bati nutraukta
arba nokautuota fterpiant | ji egzogening arba heterologine seka,
nutraukiancig jo funkcija. PavyzdZiui, egzogeniné arba heterologiné seka gali
bati terpta | IFN-B2 geno sritj prie$ jo pirmaji starto kodona. Atrankig
charakteristikg koduojanti nukleotido seka gali bati jterpta | IFN-B2 geng

panaudojjant homologing rekombinacijg tokiu budu, kad ji baty veiksmingai
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prijungta prie IFN-B2 geno endogeninio promotoriaus. [vedus atrankaus markerio
gena | norima numatyta IFN-B2 geno padétj, atrankios charakteristikos ekspresijg
valdo endogeninis IFN-B2 geno promotorius, leidZiantis ji aptikti tokiose lgstelése, |
kurias jis yra integruotas.

Atrankaus markerio genas taip pat gali bati jjungtas padétyse po IFN-B2
geno pirmojo kodono pagal 3’ krypt. IFN-B2 genas gali bati sujungtas ne skaitymo
rémelyje arba skaitymo rémelyje su IFN-B2 polipeptidu taip, kad baty padaromas
sulietas polipeptidas, kuris yra maziau aktyvus nei normalus produktas.
Detektuojant tik tas lgsteles, kurios ekspresuoja Sig charakteristikg, gali bati
atrinktos Igstelés, kurios turi norimoje padétyje integruotg seka. Patogus budas
tokiai selekcijai atlikti yra atparumo antibiotikui panaudojimas. Toliau duodamuose
pavyzdZiuose atrankia charakteristika yra naudojamas atsparumas neomicinui.
Lastelés, auginamos esant toksiSkoms neomicino koncentracijoms, paprastai turi
zati. Atsparumo neomicinui geno jgijimas homologinés rekombinacijos badu
apsaugo Igsteles nuo letalinio poveikio ir tokiu badu palengvina selekcija.

IFN-B2 genas yra nokautuojamas arba funkciskai suardomas per
integracija. Atrankaus geno jterpimas pried IFN-B2 koduojanéig sekq efektyviai
izoliuoja ji nuo promotoriaus sekos ir jo ekspresijg padaro negalima. Jeigu
atrankus genas turi transkripcijos terminatoriy, geno transkripcija naudojant IFN-p2
promotoriy uzsibaigs tuoj pat po jo ir retai duos IFN-B2 koduojandios sekos
transkripcija. IFN-B2 genas taip pat gali bati nokautuojamas panaudojant delecijg,
be pakeitimo, tokig kaip dalies geno kryptinga delecija. I1Simtos sritys gali bati geno
reguliuojanciy sri€iy koduojandios sritys.

IFN-B2 genas gali bati modifikuotas bet kokioje norimoje padétyje. Jis gali
bati modifikuotas taip, kad baty produkuojamas sutrumpintas IFN-B2 polipeptidas,
pasizymintis viena arba keliomis pilno IFN-B2 polipeptido aktyvumo risimis.
Pageidaujant, i rekombinantinio geno gali buti paSalintos kai kurios dalys.
Pavyzdyje pelés IFN-B2 geno neomicino kasete pakeisti egzonai funkciskai
ji inaktyvuoja. Po to neomicino kaseté gali bati iSimta i§ IFN-B2 geno,
pvz., naudojant rekombinaziy sistema. Sekoms i§ rekombinantinio geno

pasalint i ypatingai tinkama yra Cre-lox vietai budinga rekombinantiné sistema.
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Norint naudoti Cre-lox sistemg, rekombinazés atpazinimo vietos yra
integruojamos | chromosoma kartu su atrankiu genu, kad po to baty
palengvintas jo paSalinimas. Patarimus, kaip naudoti rekombinazines
pasalinimo sistemas, galima rasti, pvz., U.S. Pat. Nos. 5,626,159, 5,527,695 ir
5,434,066. Zr. taip pat Orban, P.C., et al., “Tissue- and Site-Specific DNA
Recombination in Transgenic Mice”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:6861-
6865, 1992; O'Gorman, S. et al., “Recombinase-Mediated Gene Activation in
Site-Specific Integration in Mammalian Cells”, Science, 251:1351-1355, 1991;
Sauer, B., et al., “Cre-stimulated recombination at loxP-Containing DNR
sequences placed into the mammalian genome”, Nucl. Acids Res., 17(1):147-
161, 1989.

Deél kity nukleorugséiy aspekty duodamos nuorodos | standartinius
molekulinés biologijos vadovélius. Zr., pvz., Davis et al., Basic Methods in
Molecular Biology, Elsevier Sciences Publishing, Inc., New York, 1986;
Hames et al., Nucleic Acid Hybridization, IL Press, 1985; Sambrook et al.,
Molecular Cloning, CSH Press, 1989; Howe, Gene Cloning and Manipulation,
Cambridge, University Press, 1995.

PAVYZDZIAI

IFN-B2 ekspresija ir gryninimas. 13grynintas IFN-B2 buvo palygintas
su IFN-B1b SDS-PAGE metodu. IFN-B2 turi 26 kDa stebimag molekuling mase,
kaip nustatyta SDS-PAGE metodu, o IFN-B1b turi maZdaug 20,5 kDA stebimg
molekuling mase.

Metodika: Buvo sukurti PGS pradmenys (5-GGA ATT CCT ACT ACC
TCG GGC TTC TAA-3 ir 5-GCG CGC GCA TAT GCT AGA TTT GAA ACT
GAT TAT-3') ampilfikacijai IFN-B2 koduojangios srities (minus signaliné seka)
i Zmogaus genominés DNR preparato tolimesniam jjungimui | IPTG
indukuojamg pet5a ekspresijos vektoriy (Promega corp.). Po indukcijos, IFN-
B2 buvo idskirtas i§ E.coli inkluzijos kineliy ir solubilizuotas, naudojant
Zwittergent 3-14 (Russel-Harde et al., J. Interferon Cytokine Res., 15, 31-37,
1995). Panaudojant jony mainy chromatografija, o po to molekuliniy, siety
chromatografija, IFN-B2 buvo iSskirtas 8 $iy inkliuzijos kdneliy. 1FN-B2
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atitinkanti 26 kDa juosta buvo iSplauta i§ SDS-PAGE gelio ir analizuota
panaudojant baltymy sekvenavimg nuo N-galo. Pirmosios 10 aminorigsciy
atitinka IFN-B2 aminoragstis. Be to, buvo atliktas skaldymas bromcianu,
gaunant keletg fragmenty, kurie buvo sekvenuoti, ir rasta, kad jie turi
numatyto baltymo sekas, kas rodo, kad visas baltymas buvo sekmingai

ekspresuotas ir iSgrynintas.

Nuo interferono priklausancios ISRE-liuciferazés reporterio
aktyvacija IFN-52. T98G Igstelés buvo transfekuotos plazmide, turinia ISRE-
liuciferazés konstrukta, ir buvo i$skirtas stabilus klonas, ekspresuojantis i
konstrukta. Buvo paskleista 3x10* Igsteliy, laikoma per naktj ir pridedama
nurodyty koncentracijy IFN-B2 tirpalo. Po 4 valandy tikrinamas lgsteliy
liuciferazinis aktyvumas, naudojant liuciferazés rinkinj, kaip aprasyta rinkinio
instrukcijoje (Promega Cat. #E1501). IFN-B2 specifiS8kai aktyvavo nuo
interferono priklausantj ISRE reporterj. Zr. fig.6. Naudojant §j testg, IFN-p2

rodé funkcines savybes, panasias | IFN-B1b.

IFN-S2 susiriS$imo su Zmogaus | tipo interferono receptoriumi
inhibavimas anti-IFN-f2-pelés polikloniniu antikdnu. Buvo sintezuotas
peptidas, atitinkantis IFN-B2 unikalig C-galo sritj
(KLSKQGRPLNDMKQELTTEFR), sujungtas su KLH, ir panaudotas Swiss-
Webster peléms imunizuoti, atliekant i§ viso keturias imunizacijas per du
meénesius. Po imunizavimo buvo surinktas serumas ir parodyta, kad jame yra
antikiny, kurie specifiSkai riSasi su IFN-B2. Be to, anti-IFN-B2 serumas
blokavo nuo IFN priklausancio ISRE-liuciferazés reporterio indukcijg IFN-B2.
Naudojant §j testg, IFN-B2 rodé funkcines savybes, panasias | IFN-p1b.

Metodika: 3x10* lasteliy buvo paskleistos nakéiai, pridéta 20 ng IFN-p2
arba su anti-IFN-B2 serumu, arba su normaliu pelés serumu ir po keturiy
valandy tirta, ar yra indukuotos liuciferazés, naudojant liuciferazés testavimo
rinkin{ ir standarting metodika i Promega Corp. Zr. fig.7.

IFN-B1b ir IFN-2 poveikis | Zmogaus HT1080 Iasteliy proliferacija.
IFN-B1b ir IFN-B2 turi antiproliferacinj poveikj ir { HT1080, ir f HT1080IFNAR2¢c
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lgsteles. Tai matyti i abiejy Alamaro meélio testo paneliy (fig. 8A ir B), bei
apziarinéjant. Antiproliferacinis poveikis koreliuojasi su receptoriy skaic¢iaus
padidéjimu, kas matyti i§ padidéjusio poveikio HT1080IFNAR2c Igstelems,
kurios turi penkis kartus didesnj skaiciy IFN suri§imo viety, lyginant su
HT1080 lIgstelémis. Naudojant §j testa, IFN-B2 rodé funkcines savybes,
panasias { IFN-B1b.

Metodika: HT1080IFNAR2c Igsteles yra HR1080 Igstelés, kurios
papildomai ekspresuoja IFNAR2c. Sios Igstelés turi penkis kartus didesnj IFN
suri§imo viety skai¢iy nei kilminés HT1080 Igstelés. 2-5x10* Igsteliy buvo
paskleista nakciai ir arba nestimuliuota, arba stimuliuota 1 pg/ml, 500 ng/ml,
200 ng/ml arba 50 ng/ml IFN-B2. HT1080 Igstelés gi buvo stimuliuotos 1
pg/ml, 500 ng/ml arba 200 ng/mi IFN-B, o HT1080IFNAR2c lgstelés buvo
stimuliuotos 1 pg/ml, 500 ng/ml, 200 ng/ml arba 50 ng/ml IFN-B. Lasteliy
proliferacijai matuoti buvo naudojamas Alamaro melis (U.S. Patent No.
5,501,959) naudojant standartine metodikg, ir laikas nuo laiko buvo
fotografuojamos atitinkamos sritys. Interferono turinti terpé buvo keitiama

kiekvieng dieng. Visi bandymai buvo pakartoti tris kartus. Zr. fig.8.

IFN-p2 antiproliferacinis poveikis | Zmogaus HT1080 Iasteles,
iSmatuotas trumpalaikio *[H]-timidino ([siterpimo bddu. °[H]-timidino
[siterpimas buvo matuotas pragjus 48 valandoms po IFN-p2 (dryZzuotas
stulpelis) arba kontrolinio buferio (tamsus stulpelis) pridéjimo. 3[H]-timidino
siterpimas yra pateiktas kaip imp. per minute/10° Igsteliy. Duomenys (fig.9)
rodo vidutines n = 3 reik8mes, o skirtumai tarp pakartojimy yra mazZesni nei 15
%. IFN-B2 Zymiai maZino timidino jsiterpima, pvz. mazdaug 80 %. Naudojant
S{testyg, IFN-B2 rodé funkcines savybes, panasias j IFN-B1b.

Metodika: Lastelés buvo pasétos 24 duobugiy lgsteliy auginimo
ploksteléje (po 2x10* Igsteliy/duobutei), inkubuotos per naktj ir po to
stimuliuotoé IFN-B2 (1 pg/ml) 24 valandas. Tada lIgstelés buvo inkubuotos
pilnoje terpéje, turingioje °[H]-timidino  ([metil-*H]-timidinas, specifinis
aktyvumas = 40-60 Ci/mmol, Amersham Life Science) ir surinktos po 24
valandy. Lastelés buvo plaunamos druskos turinéiu fosfatiniu buferiu (PBS),
po to 10 % trichloracto ragstimi (TCA) ir 100 % etanoliu. Prie§ nustatant
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[siterpusj radioaktyvuma, lastelés buvo soliubilizuotos 1M kalio hidrokside ir

sumaisytos su Ecolume scinciliaciniu skysgiu.

I tipo IFN receptoriaus aktyvavimas IFN-f2. |FN-B2 indukavo
Zmogaus | tipo IFN receptoriaus IFNAR2c receptoriaus grandinés tirozino
fosforilinima, Lastelés buvo arba nestimuliuotos, arba stimuliuotos Zzmogaus
IFN-02, IFN-B1b arba IFN-B2 (1000-2000 santykiniy vienety/10° lasteliy 15
minuciy). Fosforilinimas buvo stebétas tada, kai yra interferono, bet ne tada,
kai nera interferono. Naudojant §{ testg, IFN-B2 rodé funkcines savybes,
panasias | IFN-B1b.

Metodika: IFNAR2c ekspresuojancios Daudi Igstelés (5x107 Iasteliy)
buvo solubilizuotos lizavimo buferyje (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, turinéiame 1 %
Nonidet-40 (t/t) (NP-40), 150 mM natrio chlorido, 1 mM EDTA, 2,5 % glicerolio
(tt), 1,0 mM natrio fluorido, 1,0 mM natrio ortovanadato, 1,0 mM
fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF), 0,5 pg/ml leupeptino ir 5,0 ug/ml tripsino
inhibitoriaus) 30 min. 4 °C temperatiroje, ir netirpi medziaga nucentrifuguota.
Imunonusodinimui | kiekvieng méginj buvo pridéta IFNAR2c antiserumo (+)
arba neigiamo kontrolinio antiserumo (-), inkubuota per naktj, sumai$yta su
Protein-G agaroze (Boehringer-Mannheim) ir i$skirstyta SDS-PAGE metodu
(10 % Novex geliai). Baltymai buvo perkelti ant polivinilidendifluorido filtry,
(Pro-Blot) ir inkubuoti blokavimo buferyje (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, turintiame
0,1 % Tween 20 (t/t), 150 mM natrio chlorido, 1 mM EDTA, 1,0 mM natrio
fluorido, 1,0 mM natrio ortovanadato, 1,0 mM PMSF, 0,5 0,5 pg/mi leupeptino
ir 5,0 ug/ml tripsino inhibitoriaus) per naktj 4 °C temperatiroje, inkubuoti su
anti-fosfotirozino antikinu (ab PY99, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa
Cruz, CA) ir plauti blokavimo buferiu. Po perplovimo membrana buvo
inkubuota su specifiniu antru antikinu (praskiedimas 1:1000), sujungtu su
krieny peroksidaze (HPR) 1 val., plauta 3 kartus blokavimo buferiu ir
iSryskinta naudojant chemiliuminescencinj detektavimo metodg (Pierce).

STAT1 ir STAT2 aktyvacija Daudi Iastelése stimuliuojant IFN-£2.
Daudi Iastelés buvo stimuliuotos IFN-B1b arba IFN-B2 (1000-2000 santykiniy

vienety/10° Iasteliy) 15 minuciy, soliubilizuotos lizavimo buferyje ir buvo
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imunonusodintos STAT1 ir STAT2. Po imunonusodinimo buvo tirtas STAT1 ir
STAT2 tirozino fosforilinimas, naudojant fosfotirozinui specifinj antikana,
abiems IFN tipams. Naudojant §j testg, IFN-B2 rodé funkcines savybes,
panasias j IFN-B1b.

Metodika: Daudi Igstelés (1x10” Igsteliy) buvo solubilizuotos lizavimo
buferyje (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, turin¢iame 1 % Nonidet-40 (t/t) (NP-40),
150 mM natrio chlorido, 1 mM EDTA, 2,5 % glicerolio (t/t), 1,0 mM natrio
fluorido, 1,0 mM natrio ortovanadato, 1,0 mM fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF),
0,5 pg/ml leupeptino ir 5,0 pg/ml tripsino inhibitoriaus) 30 min. 4 °C
temperaturoje, ir netirpi medziaga nucentrifuguota. Imunonusodinimui |
kiekvieng meginj buvo pridéta STAT1 ir 2 antikiiny (atitinkamai Stat1 p91 ir
Stat2 (C-20), Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA), inkubuota per
naktj, sumaiSyta su Protein-G agaroze (Boehringer-Mannheim) ir i$skirstyta
SDS-PAGE metodu (10 % Novex geliai). Baltymai buvo perkelti ant
polivinilidendifluorido filtry (Pro-Blot) ir inkubuoti blokavimo buferyje (20 mM
Tris-HCI, pH 7,5, turin¢iame 0,1 % Tween 20 (/t), 150 mM natrio chlorido, 1
mM EDTA, 1,0 mM natrio fluorido, 1,0 mM natrio ortovanadato, 1,0 mM
PMSF, 0,5 0,5 ug/ml leupeptino ir 5,0 ug/ml tripsino inhibitoriaus) per nakt| 4
°C temperatiroje, inkubuoti su anti-fosfotirozino antikanu (PY99, Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA) ir plauti blokavimo buferiu. Po perplovimo
membrana buvo inkubuota su specifiniu antru antikdanu (praskiedimas
1:1000), sujungtu su krieny peroksidaze (HPR) 1 val., plauta 3 kartus
blokavimo buferiu ir irySkinta naudojant chemiliuminescencin| detektavimo

metodg (Pierce).

IFN-p1b ir IFN-B2 priesvirusinis aktyvumas. Zmogaus WISH lastelés
buvo stimuliuotos arba IFN-B1b, arba IFN-2, po to infekuotos paslelinio
stomatito virusu (VSV). Viruso citopatinis poveikis (CPE) buvo matuojamas
naudojant redokso dazg Alamaro meli. IFN-B2, atitinkantys priesvirusinio
aktyvumo vienetai atidéti ant X-asies. Buvo nustatyta, kad IFN-B2 specifinis
priedvirusinis aktyvumas yra 4,0-8,0x10* tarptautiniy vienety (“IU”) miligramui.
Zr. fig.10. Naudojant §j testa, IFN-B2 rode funkcines savybes, panasias | IFN-
B1b.
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Metodika: WISH lasteles (30000 lasteliy/duobutei) buvo sudétos | 96
duobuciy Falcon mikrotitro ploksteles ir paliktos prisijungti per naktj. Lastelés
buvo stimuliuotos IFN-B1b (1000 IU pirmoje duobutéje; specifinis aktyvumas =
2,5x107 [U/ml) arba IFN-p2 (1 pg pirmoje duobutéje), praskiestos 1:1 per
plokstelg, laikomos $esias valandas, po to pridedama VSV (7x10° ploksteles
sudaranciy vienety/duobutei (PFU)) ir laikoma 18 valandy. Po inkubavimo
terpé paSalinama ir | kiekvieng duobuta pridedama po 100 pl Alamaro meélio
(Biosource International) (gamintojy pateiktas tirpalas praskiedziamas 1:10
terpe). Po 30-60 minuciy inkubavimo 37 °C temperatiroje, CPE nustatomas

matuojant sugertj esant 600 nm bangos ilgiui.

IFN-B2 konkuruoja su IFN-a2 dél susiri§imo su | tipo IFN
receptoriumi ant HT1080 Iasteliy. 1x10° HT1080 lasteliy buvo inkubuotos
90 minuciy su 15 ng/ml *P-2ymeto IFN-02 (Pestka Biomedical #51100)
pilnoje Igsteliy auginimo terpeje (10 % FBS, DMEM). Po inkubavimo lasteles
buvo perplautos du kartus auginimo terpe, soliubilizuotos 1 % SDS,
sumaiSytos su scinciliaciniu skyséiu ir skaiGiuotas radioaktyvumas. 15 pg/ml
IFN-B2 nukonkuravo daugiau nei 90 % prie HT1080 prijungto Zyméto IFN-B2.
Bandymai buvo atlikti tris kartus ir standartinis nukrypimas buvo mazesnis nei
10 %. zr. fig.11.

Konkurencinis IFN-p2 prisijungimas prie I tipo IFN receptoriaus
ant Daudi Iasteliy. Konkurencinio ligando suri§imo testai buvo atlikti su
fosforilinta IFN-02 forma. Ligandas fosforilintas (60-62 pCi/ug specifiniai
aktyvumai) pagal Croze E., et al., J. Biol. Chem., 271:33165-33168, 1996
aprasyma. Suri§imo duomenys buvo analizuoti pagal Scatchard, G., Ann.
N.Y. Acad. Sci., 51, 660-672, 1965 apra§yma. Nespecifinis suri§imas buvo
nustatytas esant nezyméto IFN 100 karty pertekliui. [vairiy IFNy konkurencinis
suriSimas buvo nustytas inkubuojant vis didéjanéius kiekius nezymety IFN-a2,
IFN-B1b arba IFN-B2 su pastoviu kiekiu fosforilinto IFN-o.2. Naudojant §j testg,
IFN-B2 rodé funkcines savybes, panasias j IFN-B1b.
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I tipo IFN receptoriaus IFN-B biadingas prijungimas. IFN-B1b
sgveikauja su | tipo IFN receptoriumi btdu, kuris skiriasi nuo IFN-a2.
Naudojant §j testa, IFN-B2 rodo funkcines savybes panasias | IFN-f1b.

Metodika: Lastelés (1x10%) yra stimuliuojamos IFNais, imant jy 200
IU/10* Igsteliy koncentracijas, 37 °C temperatdroje 15 minugiy CO,
inkubatoriuje. Po to lgstelés greitai surenkamos 4 °C temperatdroje
centrifuguojant (3000 x g, 3 minutes) ir tuoj pat soliubilizuojamos ledu
atSaldytame lizavimo buferyje (100 mM Tris, pH 8,0, turin¢iame 150 mM
NaCl, 10 % glicerolio (t/t), 1 % NP-40 (t/t), 1 mM ortovanadato, 1 mM natrio
pirofosfato, 1,0 mM natrio fluorido, 1,0 mM EDTA, 1 mM
feniimetilsulfonilfluorido, 5 pg/ml leupeptino ir 5,0 ng/ml tripsino inhibitoriaus).
Sis lizatas centrifuguojamas (16000 x g, 30 minugiy) 4 °C temperatiroje ir
surenkamas nuopilas. Lasteliy lizatai imunonusodinami naudojant anti-
IFNAR1 antikanus, kaip aprasyta Croze, E., et al., J. Biol. Chem., 271, 33165-
33168, 1996, arba IFNAR2.2 triuSio polikloniniais antiserumais (10 pl
antiserumo/10® Iasteliy), po to analizuojama SDS-PAGE metodu, naudojant
Novex 8 % Tris-glicino gelius. Po elektroforezés baltymai perkeliami |
polivinilidenfluorido (PVDF) filtrus (Pro-Blot) ir blokuojami 20 mM Tris, pH 8,0,
turinCiu 150 mM NaCl, 1 mM ortovanadato, 1 mM natrio pirofosfato, 1,0 mM
natrio fluorido, 1 mM PMSF ir 0,1 % Tween 20 per naktj kambario
temperatiroje. Po to filtrai inkubuojami su antiklinais prie$ IFNAR1 (40H2, 0,1
pg/ml, kaip aprasyta Croze, E., et al., J. Biol. Chem., 271, 33165-33168,
1996), arba IFNAR2.2 (10 ul antiserumo/10 ml blokavimo buferio) 2-3
valandas kambario temperatroje, po to plaunama 10 minudiy blokavimo
buferiu. Tada perplauti filtrai inkubuojami su atitinkamu konjuguotu su krieny
peroksidaze (HRP) antru antikinu 2-3 valandas kambario temperataroje,
plaunami ir rySkinami naudojant chemiliuminescencijg (Enhanced

Chemiliumenescence Detection Kit, Pierce).

Geriausios geny indukcijos, naudojant jvairiy klasiy interferonus,
nustatymas. Auginamose Igstelése interferonai indukuoja jvairius
persiklojancius geny rinkinius. Daudi arba HT1080 Igstelés yra stimuliuojamos
arba Zmogaus IFN-02 (1000 1U/10° Igsteliy), IFN-B1b (1000 1U/10° Igsteliy),
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IFN-y (1000 1U/10° Iasteliy), arba IFN-B2 (1000 1U/10° Iasteliy) 17 valandy,
visos nucentrifuguotos lgstelés surenkamos ir pateikiamos TagMan® analizei,
kaip apraSyta TagMan® Gold RT-PCR Protocol Manual, Applied Biosystems,
Perkin-Elmer Corporation P/N 402876 Rev. A 1997. Geny ekspresijos
RNazés apsaugos testams Igstelés yra stimuliuojamos ir surenkamos kaip
aprasyta Sandhya R. et al., J. Biol. Chem., 271, 22878-22884, 1996. Genai,
kuriuos labiausiai indukavo IFN-B1b, yra normalizuoti pagal ISG6-16 (geno,
kur{ vienodai indukavo IFN-a ir IFN-B) ekspresijg. Naudojant §j testa, IFN-p2

rodeé funkcines savybes, panasias | IFN-B1b.

Zmogaus fetaliniy astrocity antiproliferacija, kaip atsakas | IFN-£2.
Astrocitai duoda jnaSg | MS pazeidimy atsiradima_ ir ¢ia mes parodéme, kad
IFN-p2 inhibuoja Zmogaus fetaliniy astrocity proliferacijg in vitro. Sie
duomenys duoda pagrindo manyti, kad IFN-B2 gali veikti kaip astrocity
proliferacijos augimo faktorius ir todél apsaugoti nuo reaktingy gliotiniy
pazeidimy MS atveju. Naudojant §j testa, IFN-B2 rodé funkcines savybes,
panasias { IFN-B1b.

Metodikos:

(A) Astroglijy kultary paruo$imas: Astrocitais praturtintos kultaros i§
embrioniniy Zmogaus smegeny buvo paruostos i§ dviejy skirtingy 17-22
savaiCiy amZiaus embriono smegeny. Audiniai buvo gauti i§ Advanced
Bioscience Resource Inc. po legalaus terapinio aborto. Pasalinus smegeny,
dangalus, smegenys buvo iSpjauti ir i$skaldyti | vieng lasteliy suspensijg
atsargiai pipetuojant, o po to perleisti per sietus. Lastelés vel suspenduojamos
Iscove terpéje, turinéioje 10 % FCS esant antibiotiky misiniui i§ penicilino,
streptomicino ir fungizono, o mikroglijos buvo pa$alinamos kasdien visg
savaite panaudojant diferencinés adhezijos metodika. Tada buvo auginami
astrocitai maziausiai 8-10 savai¢iy ir maitinami du kartus per savaite.
Mikroglijy priemai$os, neuronai ir oligodendrocity palikuonys negali iSgyventi
Sio ilgo auginimo sglygomis. Sio laikotarpio gale kulttros buvo daZzomos
GFAP O4 ir nestino antikainais, ir buvo patvirtinta, kad yra daugiau nei 95 %
gryny astrocity. Kultdros buvo uzSaldytos skystame N, iki jy naudojimo
proliferacijos teste.
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(B) Proliferacijos testas: Prie3 naudojant proliferacijos teste, astrocitai
buvo i&imti i§ suSaldytos Zaliavos ir auginami auk$¢iau apraSytoje terpeéje
maziausiai du kartus perséjant prie§ naudojant juos proliferacijos teste.
Lastelés buvo paskleistos 96 duobuciy plokstelése, imant 2x10* Iasteliy/m! su
10 ng/ml EGF (R&D Systems) arba be jo. Testas buvo atliktas mazai serumo
turindioje terpéje (2 % FCS). Kultaros buvo veikiamos IFN-p2 (1 mg/ml
pagrindinis tirpalas) arba buferio kontrole, esant nurodytiems praskiedimams.
Po 4 inkubavimo dieny kultiros buvo inkubuojamos per naktj su SH-timidinu, ir

prie$ surenkant lasteles plokstelés buvo uz3aldytos.

IFN-B2 aktyvumas isSsétinés sklerozés grauZiky modeliuose.
ISsétinés sklerozés gyviny modeliu yra placiai naudojamas eksperimentinis
alerginis encefalomielitas (EAE) (Swanborg, G., Semin. Immunopathol., 77, 4-
13, 1995; Martin, R. and McFarland, H., Springer Semin. Immunopathol., 18,
1-24, 1996). IFN-B1b rodo in vivo efektyvumg Siuose tinkamuose MS
modeliuose. Naudojant Siuos modelius, IFN-B2 rodé funkcines savybes,
panasias | IFN-B1b.

Metodikos:

(A) Pasyviai perduodamas eksperimentinis alerginis encefalomielitas
bandyme su SJL pelémis:

Gyvonai ir medZiagos: 8 savai¢iy amziaus SJL pelés (Jackson
Laboratories); RPMI 1640 su L-glutaminu ir 25 mM HEPES, 1X, nufiltruotas
per 0,1 mikrono filtra (Life Technologies, Cat #11140-050); 2-
merkaptoetanolis, 1000, 5,5x102 M D-PBS’e (Life Technologies, Cat #21985-
023); penicilinas/streptomicinas, 10000 U/ug mililitrui (Bio-Whittaker, Cat #17-
602E), Hank’o subalansuotas drusky tirpalas, 1X, nufiltruotas per 0,1 mikrono
filtrg (Life Technologies, Cat #24020-117);

Eksperimentas: 8 savai€iy amziaus SJL peliy patelés imunizuojamos
0,1 ml poodine injekcija (padalinama tarp uodegos pradzios ir nugaros
vidurio), kurioje yra 150 pg proteolipidinio baltymo (“PLP") pilname Froindo
adjuvante (“CFA”) su 200 pg M. tubreculosis H37Ra (sutrintos). Po 11 dieny
IS pelés i3pjaunamos kaklo, zZasto ir kirk§nies limfmazgiy lastelés ir auginamos
imant 6x10° Igsteliy/ml tokioje terpgje (j 450 ml RPMI 1640 su L-glutaminu
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plius HEPES), pridedama 50 ml FBS, 0,455 ml 2-merkaptoetanolio, 5,0 mi
Pen/Strep ir 5,0 ml neesminiy aminoragséiy. | lgsteles pridedama PLP,
gaunant galuting 50 ng/ml koncentracija). Lastelés inkubuojamos 72 valandas
37 °C temperatiroje, esant 7 % CO,. Lgstelés surenkamos ir perplaunamos 2
kartus HBSS. Limfmazgiy lgsteliy gyvybingumas jvertinamas i$ tripano mélio
isskyrimo. Limfmazgiy lasteliy koncentracija padaroma 4x107 Igsteliy mililitre.
2x10’ limfmazgiy lasteliy suleidziama | pilvapléve (dozés taris = 0,5 ml) vienai
pelei, imant nenaudotas 8 savai¢iy amziaus SJL peles. Pelés sveriamos ir
jvertinamos balais kiekvieng diena. IFN-B2 ir IFN-B1b jvedamas reikiamu
badu. Klinikinis jvertinimas (EAE balas/simptomai): O/normali; 1/mazai judanti
uodega; 2/sunkiai iSsitiesia; 3/nepilnas vienos arba abiejy uzpakaliniy galdniy
paralyzius; 4/pilnas vienos arba abiejy uZzpakaliniy gallniy paralyZius;
5/nejudanti, begaistanti arba nugaisusi.

(B) Umus eksperimentinis alerginis encefalomielitas bandyme su Liuiso
Ziurkemis:

Gyvanai ir medZiagos: Liuiso zZiurkiy patelées (Charles River),
imunizuotos 8 savai€iy amziaus; stuburo smegeny homogenato paruosimas
(i8 Hartley jary kiauly€iy patinéliy, Simonsen Labs, Gilroy):500-700 g jaros
kiaulytés numarinamos CO,. Naudojant astrias kauly Zirkles perpjaunami
stuburo slanksteliai ir iSimamos stuburo smegenys, perplaunamos fiziologiniu
tirpalu, vieng kartg nuspaudZiamos sugeriamu popieriumi ir laikomos -80 °C
temperatlroje iki naudojimo. Po to stuburo smegenys pasveriamos ir
homogenizuojamos su fiziologiniu tirpalu pagaminant 1 g/ml fiziologinio tirpalo
koncentracijg;. antigeno emulsija: jary kiaulyCiy stuburo smegeny
homogenatas sumaiSomas 1:1 su CFA (Difco, Detroit, Michigan) su 1 mg/mi
Mycobacterium tubreculosis (sutrintos gristuveliu). | kiekvieng uZpakalinés
galtneés pada suleidziama po 0,05 ml, i$ viso 0,1 ml pelei.

Eksperimentas: Ziurkés imunizuojamos vienkartine boliuso injekcija
pirma eksperimento dieng. Ziurkés sveriamos ir jvertinamos balais kiekvieng
diena. IFN-B2 ir IFN-B1b jvedamas reikiamu badu. Klinikinis jvertinimas (EAE
balas/simptomai): O/normali; 1/mazai judanti uodega; 2/nepilnas vienos arba
abiejy uZpakaliniy galGniy paralyZius; 3/pilnas vienos uZpakalinés galinés
paralyZius arba abi uZpakalinés galunés gali judéti, bet negali pajudinti kano;



48

4/pilnas abiejy uzpakaliniy gallniy paralyzius; 5/pilnas uZpakaliniy galdniy
paralyZius ir vienos arba abiejy, priekiniy galtniy silpnumas, begaistanti arba
nugaisusi.

Cia duotas aprasymas yra pilnos apimties. Tadiau aprasyme duoti
konkretls jo jgyvendinimo variantai turi bati aiSkinami tik kaip iliustraciniai ir
jokiu badu neriboja likusios aprasymo dalies. I8tisi visy auk$iau pacituoty
paraiSky, patenty ir publikacijy aprasymai Cia yra pridedami piinos apimties
kaip literatdros Saltiniai.
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ISRADIMO APIBREZTIS

Farmaciné kompozicija, tinkanti zinduoliy iSsétinei sklerozei gydyti,
besiskirianti tuo, kad | ja jeina farmaciSkai priimtina pagalbiné
medziaga ir terapiSkai efektyvus kiekis fig.2 parodyto zmogaus IFN-B2
polipeptido, jo biologiSkai aktyvaus fragmento arba jo biologi§kai aktyvaus

darinio.

Farmacine kompozicija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad jos

reikalingas Zinduolis yra Zmogus.

Farmaciné kompozicija, turinti farmaciSkai priimtinos pagalbinés
medZiagos ir terapidkai efektyvy kiekj fig.2 parodyto Zmogaus IFN-B2
polipeptido, jo biologidkai aktyvaus fragmento arba jo biologigkai aktyvaus
darinio, skirta panaudoti Zinduoliy i$sétinés sklerozés gydymui, jvedant jg

jos reikalingam Zinduoliui.

Farmaciné kompozicija pagal 3 punkta, besiskirianti tuo, kad jos
reikalingas Zinduolis yra Zmogus.

Farmaciné kompozicija, tinkanti Zinduoliy iSsétinei sklerozei gydyti,
besiskirianti tuo, kad | ja jeina farmaciSkai primtina pagalbine
medziaga ir terapiSkai efektyvus kiekis Zmogaus IFN-B2 polipeptido, jo

biologikai aktyvaus fragmento arba jo biologigkai aktyvaus darinio.

Farmaciné kompozicija, turinti farmaci$kai priimtinos pagalbines
medziagos ir terapiSkai efektyvy kiekj Zmogaus IFN-B2 polipeptido, jo
biologiskai aktyvaus fragmento arba jo biologiskai aktyvaus darinio, skirta
panaudoti Zinduoliy iSsétinés sklerozés gydymui, jvedant jg jos
reikalingam zinduoliui.
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