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Sis idradimas susijes su naujais polipeptidais, kurie yra tulsies druska stimuliujamos lipazés (BSSL;
3.1.1.1)). Jis taip pat susijes su DNR molekulémis, koduojanciomis minétus polipeptidus, ir su subproduktais,
turindiais minétas DNR molekules. Be to, $is iSradimas yra apie minéty BSSL varianty ir transgeniniy Zinduoliy
(ne Zmoniy), galin¢iy gaminti BSSL variantus, gavimo bidus.



LT 4008 B

Toliau, i§radimas susijes su tokiais transgeniniais gyviinais, o taipogi su misiniu kdikiui, kuriame esama
tokiy transgeniniy gyviiny pieno. ISradimas yra ir apie farmacines kompozicijas, kuriy sudétyje esama minéty
polipeptidy; bei apie minéty polipeptidy ir DNR molekuliy panaudojima vaisty gamyboje.
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Sis iSradimas skirtas naujiems polipeptidams, kurie yra tulZies druskos
stimuliuojamos lipazés (BSSL; EC 3.1.1.1) variantai. Jis taip pat susijes su DNR
molekulémis, koduojanciomis miné€tuosius polipeptidus, ir su subproduktais, turin¢iais
minétasias DNR molekules. Sis iSradimas dar skirtas minétyjy BSSL varianty ir
transgeniniy nezmogiSkos kilmés Zinduoliy, galin¢iy ekspresuoti $iuos BSSL variantus,
sukirimo biidams. Be to, iSradimas susijgs su tokiais transgeniniais gyviinais, o taip pat su
kidikiams skirtais preparatais, turinciais tokiy transgeniniy gyviiny pieno. Sis iSradimas
taip pat susij¢s su farmacinémis kompozicijomis, turinéiomis minétyjy polipeptiduy, ir su §iy
polipeptidy ir DNR molekuliy panaudojimu vaisty gamyboje.

turtingi energija triacilgliceroliai. Kai kurie i§ lipidy, pvz., kai kurios riebiosios ragstys ir
riebaluose tirpstantys vitaminai, yra pagrindinés dietos sudedamosios dalys. Prie$
triacilgliceroliy ir maZesnigja dali sudaran¢iy komponenty, ty. esterizuoty riebaluose
tirpstanc¢iy vitaminy ir cholesterolio bei diacilfosfatidilgliceroliy, jsiurbimg skrandyje ir
Zarnyne biitina hidrolizuoti esterin] rySj, kad gautysi maZiau hidrofobinis, absorbuojamas
produktas. Sias reakcijas katalizuoja specifiné fermenty, vadinamy lipazémis, grupé.
Zmogaus atveju, manoma, kad pagrindinés lipazés yra skrandzio lipazé, kasos lipazé,
priklausanti nuo kolipazés (tri- ir diacilgliceroliy hidroliz¢), kasos fdsfolipazé A2
(diacilfosfatidilgliceroliy hidrolize) ir karboksiliniy esteriy hidrolazé (CEH) (cholesterolio
ir riebaluose tirpstanCiy vitaminy esteriy, bet taip pat tri-, di- ir monoacilgliceroliy
hidrolize). Kai naujagimiai maitinami kritimi, tulZies druskos stimuliuojamai lipazei
(BSSL) tenka pagrindinis vaidmuo hidrolizuojant keleta i§ auk$c¢iau minéty lipidy.
Produktai, gauti lipidy virSkinimo metu, kartu su tulZies druskomis sudaro miceles arba
vienasluoksnes vezikules (Hernell, O., Staggers, J.E. and Carey, M.C. (1990): Biochemistry
29, 2041-2056), i§ kuriy vykdomas jsiurbimas.

Kai kuriy rtsiy, pvz., Zmoniy, gorily, kaciy ir Suny, pienas turi tulZies druskos
stimuliuojama lipazg (BSSL) (Hernell, O., Blackberg, L., and Lindberg, T. in: Textbook of
gastroenterology and nutrition in infancy (Lebenthal, E. ed) pp. 209-217 (Raven Press,
New York 1989; Hamosh, M., Freed, L.M., York, C.M., Sturman, J.A., and Hamosh, P.
(1986): Fed. Proc. 45, 1452). Kai BSSL plonosios Zarnos virSutinéje dalyje sumaiSoma su
tulzimi, ji specifiSkai aktyvuojama pirminémis tulZies druskomis (Hernell, O. (1975): Eur.
J. Clin. Invest. 5, 267-272). BSSL, sudaranti apie 1% visy pieno baltymy (Blackberg, L. &
Hernell, O. (1981): Eur. J. Biochem 116, 221-225), nedegraduoja keliaudama su pienu per
skrandj ir dvylikapir§tés Zarnos turinyje tulZies druskos neleidZia ja inaktyvuoti kasos
proteazéms, tokioms kaip tripsinas ir chimotripsinas.

Zmogaus pieno terminis apdorojimas (pasterizacija prie 62,5°C, 30 min), visiSkai
inaktyvuojantis BSSL (Bjorksten, B., Burman, L.G., deChateau, P., Fredrikzon, B.,

Gothefors, L. & Hernell, O. (1980): Br. Med. J. 201, 276-272), sumazina neiSnesioty
kidikiy riebaly jsiurbimo koeficienta apytiksliai 1/3 (Williamson, S., Finucane, E., Ellis, H.,
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and Gamsu, H.R. (1978): Arch. Dis. Childhood 53, 555-563; Atkinson, S.A., Bryan, M.H.,
and Andersson, G.H. (1981): J. Pediatr. 99, 617-624). Taigi, dél BSSL, geriau vartoti
$viezio Zzmogaus pieno triacilglicerolia, negu kiidikiams skirtus miSinius, turincius panasia
riebaly sudétj (Hernell, O. and Blickberg, L. in: Encyclopedia of human biology
(Dulbecco, R.ed.) Vol. 3, pp. 47-56 (Academic Press, San Diego 1991); Chappell, J.E.,
Clandinin, M. T., Kearney-Volpe, C., Reichman, B., and Swyer, P.W. (1986): J. Pediatr.
108, 439-447). :

BSSL tai nespecifiné lipazé (EC 3.1.1.1), kadangi ji hidrolizuoja ne tik triacilglicerolj,
bet ir monoacilglicerolj, cholesterolio esterius ir riebaluose tifpstanéiq vitaminy esterius
(Blackberg, L. and Hernell, O. (1983): FEBS Lett. 157, 337-341). Todél aktyvuota BSSL
potencialiai pati gali hidrolizuoti dauguma Zmogaus pieno lipidy, nors veiksmingausiai
Zmogaus pieno triacilglicerolis panaudojamas sinergetiSkai veikiant skrandzio lipazei (EC
3.1.1.3), nuo kolipazés priklausomai kasos lipazei (EC 3.1.1.3) ir BSSL (Bernbick, S., Bla
ckberg, L., and Hernell, O. (1980): J. Clin. Invest. 85, 1221-1226).

Paskutiniai tyrimai padéjo suvokti, kad pieno fermentai ypatingai svarbiis
naujagimiams panaudojant polinesocias riebigsias rugstis, turincias ilgas grandines
(Hernell ir kt., 1993). Sios riebiosios riigstys yra reikmingi eikosanoidy pirmtakai ir yra
svarbios nervy sistemos vystymuisi. Naujagimiai, ypa¢ neiSneSioti, turi ribotas galimybes
sintetinti Sias riebigsias rigstis i§ jy pirmtaky. Taigi jos yra itin svarbios tam tikru, dar
tiksliai neapibréztu laikotarpiu po gimimo.

Neseniai Keliy laboratorijy darbuose buvo apibiidintos tiek pieno lipazés tiek ir kasos
karboksilinio esterio hidrolazes (CEH) (EC 3.1.1.1) ¢cDNR struktiiros (Baba, T., Downs,
D., Jackson, K.W., Tang, J. and Wang, C.S. (1991): Biochemistry 30, 500-510; Hui, D. and
Kissel, J.A. (1990): Febs Lett. 276, 131-134; Nilsson, J., Blackberg, L., Carlsson, P.,
Enerbick, S., Hernell, O. and Bjursell, G. (1990): Eur J. Biochem. 192, 543-550; Reue, K.,
Zambaux, J., Wong, H., Lee, G., Leete, T.H., Ronk, M., Shively, J.E., Sternby, B.,
Borgstrom, B., Ameis, D. and Schotz, M.C. (1991): J. Lipid. Res. 32, 267-276), bei
padaryta iSvada, jog Sic pieno ir kasos fermentai yra to pacio geno produktai. cDNR seka ir
iSvesta BSSL/CEH geno aminoriigi¢iy seka (SEQ ID NO: 1) taip pat pateiktos
dokumentuose WO 91/15234 (Oklahomos medicininiy tyrimy fondas) ir WO 91/18923
(Aktiebolaget Astra).

BSSL tai viengrandinis glikoproteinas. ISvestas baltymas susideda (SEQ ID NO:3) i§
722 aminorugsciy liekany ir yra gausiai glikozilintas (Abouakil, N., Rogalska, E., and
Lombardo, D. (1989): Biochim. Biophys. Acta 1002, 225-230). Baltymo N-galo dalis yra
itin homologiska acetilcholinesterazei ir kai kurioms kitoms esterazeéms (Nilsson ir Kt.,
1990).

Bandomoji aktyviojo centro serino liekana sutampa su serinu-194; seka aplink §j
sering atitinka serino hidrolaziy suderinamaja aktyviojo centro seka.Vienintelé bandomoji
N-glikozilinimo vieta yra uz septyniy lickany | N-galo pus¢ nuo aktyviojo centro serino
(Nilsson ir kt., 1990). BSSL sekos C-galo dalyje 16 karty pasikartoja 11-os aminoriigsciy
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liekany ilgio fragmentai, turintys daug prolino. Pasikartojimy skaiciaus kitimas, atrodo, gali
didzigja dalimi paaiSkinti molekuliy dydZio ir aminoriigi¢iy sudcties skirtumus tarp
fermenty, iSskirty i§ skirtingy rasiy (Han, J.H., Stratowa, C., and Rutter, W.J. (1987):
Biochemistry 26, 1617-1625; Fontaine, R., Carter, C., and Hui, D. (1991): Biochemistry 30,
7008-1014; Kyger, E.M., Wiegand, R.C., and Lange, L.G. (1989): Biochem. Biophys. Res.
Commun. 164, 1302-1309). Sie pasikartojimai nesa didziaja dalj i§ 15-20% baltymo
angliavandeniy (Baba ir kt., 1991, Abouakil ir kt., 1989).

Vienintelis struktirinis skirtumas tarp BSSL ir tipiSkos esterazés slypi polipeptido C-
galo dalyje, t.y. $esiolikoje pasikartojanéiy seky, turinéiy po 11-a aminoriigiciy lickany ir
daug prolino. Atitinkamas kasos fermentas i3 karvés ir Ziurkés turi tik 3 ir 4 pasikartojimus,
atitinkamai (Han ir kt., 1987; Kyger ir kt., 1989) Tai greiéiausiai patvirtina hipoteze, kad

grandinés triacilglicerolj , esantj emulsinéje blisenoje.

Paprastai lipidy jsiurbimo ir drauge mitybos sutrikimus sukelia kasos nuo kolipazés
priklausomos lipazes ir/arba tulzies drusky kiekio sumazéjimas virskinimo trakte. Tipiskais
tokio lipazeés nepakankamumo pavyzdziais yra ligoniai, sergantys pislés fibroze, iprastiniu
genetiniu sutrikimu, sukelianciu nepakankamuma visam gyvenimui 80% pacienty, ir létinis
pankreatitas, daznai sukeliamas létinio alkoholizmo.

Siuo metu gydant ligonius, sergancius kasos lipazés nepakankamumu, skiriamos
vartoti oraliSkai labai dideles dozes neapdoroto kiaulés kasos fermenty preparato. Tadiau
nuo kolipazes priklausanti kasos lipazé inaktyvuojasi dél vyraujancio skrandyje Zemo pH.
Sio reigkinio negalima pilnai pasalinti naudojant didziules fermenty dozes. Tod¢l skiriamos
labai dideles dozés netinka daugumai ligoniy, ir, be to, preparatai yra negryni ir
nemalonaus skonio. Buvo paruostos tam tikros tabletés, praeinancios skrandzio rigstines
sritis ir i§skiriancios fermentg tik santykinai Sarmin¢je plonosios Zarnos aplinkoje. Taciau
daugelio ligoniy, turiniy kasos sutrikimy, plonosios Zarnos nenormaliai rugstinés, ir
tokiais atvejais tabletés gali neisleisti fermento.

Be to, kadangi Siuo metu rinkoje parduodami preparatai gauti ne i§ Zmogaus, kyla
tam tikras pavojus sukelti imunines reakcijas, i§Saukiancias ligoniams Zalingas pasckmes
arba sumaZinancias gydymo veiksminguma. Kitas Siuo metu esanciy preparaty trikumas
yra tai, kad nepraneSama ar jie turi kitg lipolitinj aktyvuma, nesusijusj su nuo kolipazes
priklausancia lipaze. I§ tikryjy daugumas jy pasizymi labai Zemo lygio BSSL/CEH
aktyvumu. Tai gali biti viena i§ prieZasciy, del kuriy daugumas ligoniy, serganciy pislés
fibroze, nepaisant papildomo gydymo kencia riebaluose tirpstanciy vitaminy ir svarbiy
riebiyjy rugsciy nepakankamuma.

Todél labai svarbu gauti produktus, pasiZymincius Zmogaus lipazés savybémis ir
struktiira, bei placiu substratiny specifiSkumu, kuriuos galima buty skirti orali§kai vartoti
ligoniams, sergantiems vienos ar keliy kasos lipolitiniy fermenty trikumu. Produktai,
kuriuos galima gauti panaudojant §j iSradima, patenkina §j poreikj patys arba drauge su

preparatais, turinciais kitas lipazes.
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Rekombinantiniai BSSL variantai, pagal iSradima, i§laiko katalitinj aktyvuma, bet turi
maZziau glikozilinimo viety negu pilno ilgio BSSL, ir todél pagaminami su potencialiai
maZesniu angliavandeniy nevienalytiSkumu. Sis sudétingumo sumazinimas palengvina
rekombinantiniy baltymy i$gryninimg ir apibiidinima, todél turéty sumazéti polipeptidy,
turin¢iy BSSL aktyvuma, gamybos kaina.

Kita vertus, dél sumazinto glikozilinimo lygio keliami maZesni reikalavimai
recipientui ir, panaudojant kelias lasteles-Seimininkes, gaunama didesné iSeiga. Be to,
sumazintas glikozilinimo viety skaiCius leidzia BSSL varianty gamyba panaudojant
Zemesnius eukariotus ir apriboja galimg nenormalaus glikozilinimo, galinCio sukelti
imuning reakcija, rizikg. Sumazinto lygio ir paprastesnis glikozilinimas taip pat reiskia, kad
Siuo atveju recipienty ratas yra platesnis negu baltymy, turinciy labai sudétingas ir sunkias
angliavandeniy dalis, atveju.

Akivaizdu, kad panaudojant maZesnio dydZio, bet vienodo aktyvumo BSSL variantus
terapiniams tikslams, sumazeja priedy medZiagos kiekis. Kitas galimas BSSL varianto,
neturin¢io daugumos ar visy O-glikozilinty pasikartojimy, pranaéﬁmas susijes su
Seimininky imuninio atsako rizikos sumazéjimu. Tai jvyksta dél to, kad O-prijungtieji
cukrts gali buti labai nevienalyciai priklausomai nuo Igstelés, kurioje jie gaminami.

Mokslinéje literatiiroje yra prane$imy, jog natyviag BSSL suriSa ir jsiurbia Zarnyno
gleiviné. Atrinkti BSSL variantai su maZesniu jsiurbimu ilgiau bus veiklus dietiniy lipidy
atzvilgiu, tuo pagerindami virSkinima Zarnyne. Molekulés su sumazintu glikozilinimo lygiu
yra vienas 1§ tokiy varianty pavyzdziy.

Kaip paminéta aukSc¢iau, buvo iSkelta prielaida, kad BSSL ypac svarbus jsisavinant
ilgy grandiniy polinesocias riebigsias rugstis (Hernell, O., Blackberg, L., Chen, Q., Sternby,
B. and Nilson, A. (1993): J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr. (in press), kurios labai svarbios
naujagimiy nervy sistemos vystymuisi ir vitaminui A. Gautasis pagal §j iSradimag BSSL
variantas, kuris yra labiau efektyvus Siais poziiiriais, gali biiti pasirinktas Zinomais metodais.
Nutrauktas ar sutrumpintas fermentas tur biit skirsis konformacijos poZitiriu, dél to gali
pasikeisti jo specifiSkumas skirtingiems lipidiniams substratams.

ISradimas 1§ vienos pusés susijes su nukleino riigsties molekule, koduojancia
polipeptida, kuris yra BSSL variantas, trumpesnis negu 722 aminoriigitys, ir minétasis
BSSL variantas turi aminorugsciy sekos dalj, parodyta sekoje SEQ ID NO: 3 kaip lickanos
536-722.

Cia vartojamas terminas ,,aminoriigsciy sekos dalis“ reiSkia vieng atskira aminoragsti,
o taip pat seka i$ keliy aminoriig§ciy ar derinj 18 keliy tokiy seky.

Terminas ,,BSSL variantas®, reiSkia polipeptida, pasizymint; BSSL aktyvumu ir turintj
Zmogaus BSSL aminoriigSciy sekos, pazymétos Seky ApraSe kaip seka SEQ ID NO: 3,
dalj.

Terminas ,,polipeptidas, pasizymintis BSSL aktyvumu®, reiSkia polipeptida, turintj
bent dalj Siy savybiy:
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tinkamas oraliniui vartojimui;
aktyvuojamas specifinémis tulzies druskomis;

plonyjy Zarny .turinyje veikiantis kaip nespecifiné lipaze, t.y. galintis hidrolizuoti
lipidus santykinai nepriklausomai nuo jy cheminés sandaros ir fizinés biiklés
(emulsines, daleliy pavidalo, iStirpusios);

ir nebiitinai turintis vieng ar daugiau i$ Siy savybiy:

galintis hidrolizuoti triacilglicerolius, turin¢ius jvairaus grandiniy ilgio ir skirtingo
nesotumo laipsnio riebiasias ragstis;

galintis taip pat hidrolizuoti diacilglicerolj, monoacilgliceroli, cholesterolio
esterius, lizofosfatidilacilglicerol] ir retinila bei kitus riebaluose tirpstanciy

vitaminy esterius;

galintis hidrolizuoti triacilgliceroliuose ne tik sn-1(3) esterinius rysius, bet ir sn-2
esterinj rysi; |

galintis saveikauti ne tik su pirminémis, bet ir su antrinémis tulZies druskomis;
optimalus aktyvumas priklauso nuo tulzies drusky;

stabilus ta prasme, kad skrandZio turinys nepaveiks jo katalitinio aktyvumo kokiu
nors Zymiu laipsniu;

atsparus kasos proteazéms, pvz., tripsinui, jei yra tulzies drusky;
galintis suriSti heparing ir heparino darinius, pvz., heparino sulfata; |
galintis prisiristi prie lipidy ir vandens faziy skiriamosios ribos;
pakankamai stabilus, kad biity galima liofilizuoti;

stabilus, kai sumaiSomas su maisto sudedamosiomis dalimis, tokiomis kaip
Zmogaus pienas arba pieno misiniai.

Kitais pozitriais iSradimas susijes su nukleino riigSties molekule, atitinkancia

auksciau pateikta apraSyma, kai minétasis BSSL variantas turi fenilalanino liekana C-galo

pozicijoje arba turi savo C-galo dalyje seka Gln-Met-Pro, arba savo C-galo dalyje turi
aminoriigsciy seka, parodyta sekoje SEQ ID NO: 3 kaip 712-722 liekanos.

Siame kontekste, terminas ,,C-galo pozicija“ paZzymi paskutinés C-galo liekanos

pozicija, o terminas ,,C-galo dalis“ pazymi apytiksliai 50 aminoruigsc¢iy liekany, sudaranciy

BSSL varianto C-galo pabaiga.

Toliau iSradimas susijes su nukleino riigsties molekule, atitinkancia auksciau pateikta

apradyma, kai minétasis BSSL variantas turi maZiau nei 16 pasikartojimo vienety. Siame

kontekste terminas ,pasikartojimo vienetas“ pazymi vieng i§ 33 nukleotidy ilgio

pasikartojimo vienety, pateikty Seky ApraSe esancioje sekoje SEQ ID NO: 1.



6 LT 4008 B

Kitais pozitiriais iSradimas susijgs su nukleino riigties molekule, atitinkanéia
auk$ciau pateiktg apraSyma, koduojancia polipeptida, kurio aminoriigséiy seka turi bent
90% homologija su aminoriigs¢iy seka, parodyta Seky Aprase kaip sekos SEQ ID NO: 5, 6
arba 9, o taip pat su nukleino riigities molekule, koduojancia polipeptida, kurio
aminorigsciy seka turi bent 90% homologija su aminoriigiciy seka, parodyta Seky Aprase
kaip seka SEQ ID NO: 7, iSskyrus tas nukleino riigd¢iy molekules, kurios koduoja
polipeptidus, turincius asparagino lickana 187 pozicijoje.

ISradimas taip pat skirtas polipeptidams, parodytiems Seky Aprase kaip sekos SEQ
ID NO: 5, 6, 7 arba 9, o taip pat polipeptidams, kuriuos koduoja nukleino rigsties seka,
atitinkanti auksciau pateiktg apraSyma.

Be to, iSradimas yra apie hibridinj gena, turintj nukleino rigsties molekulg,
atitinkancig aukSCiau pateikta apraSyma, apie galintj replikuotis ekspresijos vektoriy,
turinti tokj hibridinj gena, ir lastele, priimancia toki hibridinj gena. Tokia lastele gali biiti
prokariotiné lastele, vienalastis eukariotinis organizmas arba lastele, kilusi i§ daugialgscio
organizmo, pvz., Zinduolio. )

Siame kontekste terminas ,,hibridinis genas“ reiskia nukleino riigities seka, turinéia i
vienos pusés nukleino riigsties seka, koduojancia BSSL varianta, kaip apibrézta auksciau, ir
i§ kitos pusés geno, salygojancio hibridinio geno produkto ekspresija, nukleino rugsties
seka. Terminas ,genas“ reiSkia visag gena, o taip pat jo sekos dali, salygojancig ir
nukreipiandia hibridinio geno ekspresijg norimame audinyje. Paprastai minéta sekos dalis
apima bent jau vieng ar kelias promotorines sritis, transkripcijos startinj saita, 3' ir 5'
nekoduojandias sritis ir struktiirines sekas.

Geriau kai hibridinis genas konstruojamas in vitro jterpiant BSSL variantq
koduojancia nukleino riigsties seka | gena, galintj salygoti ekspresijg, panaudojant Zinomas
Sios srities metodikas. IS kitos puses BSSL varianta koduojanti nukleino rigsties seka gali
buti jterpiama in vitro pasinaudojant homologine rekombinacija.

Siame kontekste terminas ,,galintis replikuotis“ reiskia, kad vektorius gali replikuotis
duotojo tipo lasteléje-Seimininkéje, | kurig jis buvo jvestas. Tiesiogiai prie§ nukleino
rigSties seka, koduojancia BSSL varianta, galima jstatyti seka, koduojancig signalinj
peptida, kurio buvimas uZtikrina BSSL varianto, ekspresuoto lasteléje-Seimininkeje,
priémusioje vektoriy, sekrecija. Signalin¢ seka gali biiti natiiraliai susieta su nukleino
riigSties seka arba gali biiti kitos kilmes.

Kaip vektoriy galima panaudoti bet kurj neSiklj, su kuriuo patogu atlikti DNR
rekombinacijos procediras, ir jo pasirinkima daznai nulemia lgstelé-Seimininke, | Kuriag
vektorius turi biiti jvedamas. Todél vektorius gali biiti autonomiskai besireplikuojantis, t.y.
galintis egzistuoti kaip nechromosominis objektas, kurio replikacija nepriklauso nuo
chromosomos replikacijos; tokiy vektoriy pavyzdziais gali buti plazmide, fagas, kosmide,
mini-chromosoma arba virusai. I$ kitos puses gali bati vektorius, kuris, po to kai jvedamas j
lastele-Seimininke, integruojasi j lastelés-Seimininkés genomg ir replikuojasi kartu su
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chromosoma (chromosomonmis), j kuria jis buvo integruotas. Tinkamy vektoriy pavyzdziais
gali bati bakterijy ekspresijos vektorius ir micliy ekspresijos vektorius. Sio i§radimo
vektorius gali pernesti bet kurias i§ aukS¢iau apibrézty iSradimo nukleino riig§ciy seky.

IS kitos pusés iSradimas susij¢s su rekombinantiniy polipeptidy gamybos procesu,
kuris susideda i8: (i) nukleino riigsties molekules, atitinkancios auksciau pateikta aprasyma,
iterpimo | hibridinj gena, galintj replikuotis tam tikrose recipientinése lastelése ar
organizmuose; (ii) gauto rekombinantinio hibridinio geno jvedimo | recipiéntinc; lastele ar
organizma; (iii) gautos lastelés auginimo kultivavimo terpéje ar ant jos arba organizmo,
kuriame ekspresuojamas polipeptidas, identifikavimo ir padauginimo ir (iv) polipeptido
iSgavimo.

Lasteliy auginimui galima panaudoti bet kurig jprasta terpg, tinkancia Siam reikalui.
Tinkamu vektoriumi gali biiti bet kuris i§ auk3¢iau apraSyty vektoriy, o atitinkama lastele-
Seimininke gali biiti bet kuri lastelé i aukSciau apraSyty tipy. Konstruojant vektoriy ir
efektyviai j1 jvedant | lastele-Seimininke galima panaudoti bet kurj Zinoma DNR
rekombinacijos srityje Siems tikslams skirta bida. Priklausomai nuo lastelés tipo ir
vektoriaus sudéties, ekspresuotas lgsteléje rekombinantinis Zmogaus BSSL variantas gali
biiti sekretuojamas, t.y. perneSamas pro lgstelés membrana.

Jei BSSL variantas licka rekombinantiniy recipientiniy lasteliy viduje, tai yra lgstelé
jo nesekretuoja, tai jis gali buti iSgaunamas standartinémis procediiromis, tame tarpe
lastele gali buti suardoma mechaniSkai, pvz., ultragarsu ar homogenizatoriuje, arba

fermentais ar chemikalais, po to gryninama.

Kad biity sekretuojama, prie§ DNR seka, koduojanciag BSSL varianta, reikia jstatyti
seka, koduojancig signalinj peptida, kuris uztikrina BSSL varianto iSskyrima i$ lastelés taip,
kad bent jau didzioji pagaminto BSSL varianto dalis yra iSskiriama j auginimo terpe ir

iSgaunama.

ISradimas taip pat yra apie ekspresijos sistema, turin€ig hibridinj gena, kuris gali
ekspresuotis lgsteléje- ar organizme-Seimininke, prilmanciame minétajj hibridini gena,
todel rekombinantinis polipeptidas gaminamas, kai ekspresuojasi hibridinis genas, kuris
sukonstruotas jterpiant nukleino riigsties seka, atitinkancia auksciau pateiktg aprasyma, |
geng, sugebant] tarpininkauti ekspresuojant minétaji hibridinj gena.

Vienas i§ galimy Sio iSradimo rekombinantinio BSSL varianto gamybos biidy tai
panaudojimas transgeniniy nezmogiskos kilmes zinduoliy, galin¢iy i8skirti BSSL varianta j
savo pieng. Transgeniniy neZzmogiSkos kilmeés Zinduoliy panaudojimas pranaSus tuo, kad
didelis rekombinantinio- BSSL varianto kiekis gaunamas uZ priimtina kaing ir tuo, kad,
ypa¢ kai nezmogiSkos kilmés Zzinduoliu yra karvé, rekombinantinis BSSL variantas
gaunamas piene, kuris yra normali sudedamoji dalis, pvz., kudikiy mitybos miSiniy, todel
nereikia ekstensyvaus gryninimo, kai rekombinantinis BSSL variantas yra naudojamas kaip

maistingas priedas produktuose, pagamintuose pieno pagrindu.



8 LT 4008 B

Be to, kai gaminama aukstesniuose organizmuose, tokiuose kaip nezmogiskos kilmés
Zinduoliai, tai atlickamas taisyklingas Zinduoliy baltymo molekulés apdorojimas, pvz.,
procesingas po transliacijos ir teisingas suklostymas. Taip pat galima gauti didelius kiekius
beveik gryno BSSL varianto.

Tuo bidu ekspresijos sistema, besiremianti auks$ciau pateiktu apraSymu, gali biiti
Zinduoliy ekspresijos sistema, turinti DNR seka, kuri koduoja BSSL varianta, jterptg |
geng, koduojant} nezmogiSkos kilmes Zinduolio pieno baltyma, tam, kad biity suformuotas
hibridinis genas, kuris gali ¢kspresuotis priémusios minétaji hibridinj gena Zinduoliy
suaugusios pateles pieno liaukoje.

Manoma, kad pieno liauka, kaip ekspresijos audinys, ir genai, koduojantys pieno
baltymus, ypac tinkami gaminti heterologiniams baltymams transgeniniuose nezmogiskos
kilmes Zinduoliuose, kadangi pieno baltymai Zinduoliy pieno liaukose natiiraliai gaminami
padidintais kiekiais. Taip pat piena lengva surinkti ir galima gauti didelius jo kiekius.
RySium su tuo, pieno baltymy geny panaudojimas rekombinantinio BSSL varianto
gamyboje pranaSus dar tuo, kad pastarasis gaminamas salygose, artimose natiiralioms
gamybos salygoms, ekspresijos reguliavimo ir gamybos vietos (pieno liaukose) pozitriu.

Naudojant transgeninius Zinduolius, geriau Kai aukSciau minetas hibridinis genas turi
seka, koduojancig signalinj peptidg, tam, kad hibridinio geno produktas bity teisingai
iskiriamas per pieno liauka. Paprastai signaliniu peptidu galéty biiti aptariamo pieno
baltymo geno signalinis peptida arba signalinis peptidas susij¢s su DNR seka, koduojancia
BSSL varianta. Taciau ir kitos signalinés sekos, salygojancios hibridinio geno produkto
sekrecija per pieno liauka, taip pat tinka. Zinoma, atskiri hibridinio geno elementai turi
buti taip sujungti, kad ivykty teisinga geno produkto ekspresija ir procesingas. Todél
normaliai DNR seka, koduojanti pasirinkta signalinj peptida, turi buti tiksliai prijungta
prie DNR sekos, koduojancios BSSL variantg, N-galo dalies. DNR seka, koduojanti BSSL
varianta, paprastai turi savajj terminacijos kodona, bet ne savo prane$§imo nutraukimg ir
poliadenilinimo saita. Po DNR sekos, koduojan¢ios BSSL varianta, paprastai palickamos
iRNR procesingo sekos, priklausancios pieno baltymo genui.

Nustatyta, kad uz tam tikro hibridinio geno tikrajj ekspresijos lygi atsako keletas
faktoriy. Labai svarbis ekspresijos lygiui gali bliti promotoriaus bei kity reguliuojanciy
seky ypatumai, kaip minéta auk$¢iau, Zinduolio genomo vieta, | kurig integruojama
ekspresijos sistema, pieno baltyma koduojancio geno vieta, i kuria jstatoma DNR seka,
koduojanti BSSL variantg, elementai, salygojantys post-transkripcine reguliacija, ir Kiti
panasis faktoriai. Pasiremdamas Ziniomis apie jvairiy faktoriy jtaka hibridinio geno
ekspresijos lygiui, Zmogus, patyres §ioje srityje, turéty Zinoti kaip sukonstruoti ekspresijos
sistemg, naudingg iSkeltam tikslui.

Vartoti skirtas pieno baltymo genas gali buiti iSgautas 1S tos pacios rasies, ] kuria bus
jiterpta ekspresijos sistema, arba jis gali biiti kilgs iS kitos rusSies. RySium su paskutiniu
atveju, buvo parodyta, kad valdymo elementai, nukreipiantys geno ekspresija | pieno
liauka, neturi raSiniy apribojimy, kas gali biiti jmanoma del bendry proteviy
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(Hennighausen, L., Riuz, L. & Wall, R. (1990): Current Opinion in Biotechnology 1, 74-
78).

Tarp paprastai jvairiy Zinduoliy pieno iSriigose randamy baltymy yra tokiy, kurie
pateikia pavyzdzius tinkamy geny, koduojanéiy pieno baltyma ar jo veikliaja subseka ir
kuriuos galima panaudoti konstruojant ekspresijos sistema, pagal iSradima, pvz., iSriigy
riigS¢iojo baltymo (WAP) genas, geriau kai jis iSgautas i§ peliy, ir p-laktoglobulino genas,
geriau Kkai jis iSgautas 1§ avies. Kazeino genai, gauti i§ jvairiy Saltiniy, taip pat gali bati
panaudoti gaminant BSSL variantus transgeniniu budu, pvz., avies aS1-kazeinas ir triusio
-kazeinas. Siuo metu tinkamiausias yra peliy WAP genas, kadangi nustatyta, kad jis jvairiy
transgeniniy gyviiny piene gali suteikti aukstg ekspresijos lygi keletui svetimy Zmogaus
baltymy (Hennighausen ir kt., 1990).

Kita seka, susieta su iSradimo ekspresijos sistema, yra taip vadinama ekspresija
stabilizuojanti seka, kurios pagalba gaunamas aukstas ekspresijos lygis. Yra rimty nuorody,
kad tokia stabilizuojanti seka yra netoli pieno baltymo geny pradzios.

| iSradimg taip pat jtrauktas nezmogiskos kilmés transgeniniy Zinduoliy, galingiy
ekspresuoti BSSL varianta, gavimo budas, susidedantis i§ (a) aukSCiau aprasytos
ekspresijos sistemos jterpimo ] nezmogiSkos kilmés Zinduolio apvaisinta kiau$inélj ar
embriono lastele ir (b) gauto apvaisinto kiauSinélio ar embriono, introdukuoto j suaugusig
nezmogiskos kilmés zinduolio patele, iSauginimo.

Ekspresijos sistemg galima jterpti | Zinduoliy gemaling linija panaudojant bet kurig
tinkancia metodika, pvz., kaip apraSyta ,Manipulating the Mouse Embryo“
(Manipuliavimas su pelés embrionu); Laboratorinis vadovas, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1986. Pavyzdziui, keleta Simty ekspresijos sistemos molekuliy galima
tiesiogiai jSvirksti j apvaisintg kiauSin€lj, pvz., | apvaisinta vienos lastelés kiausinélj arba jo
pro-branduolj, arba pasirinkto Zinduolio gemalg ir véliau po mikroj$virk$timo kiausinéliai
perkeliami | pseudopastojusiy imociy kiauSintakius bei leidZiama jiems vystytis.

Nezmogiskos kilmes transgeniniy Zinduoliy, galin¢iy ekspresuoti BSSL varianta,
gavimo budas gali aip pat pasinaudoti atveju, kuomet minétasis zinduolis i§ esmés
nesugeba ekspresuoti savo paties BSSL. Toks biidas susideda i$ (a) Zinduolio sugebéjimy
ekspresuoti BSSL panaikinimo taip, kad Zinduolio BSSL i§ esmés neekspresuojama, ir
auksciau minétos ekspresijos sistemos istatymo j Zinduolio gemaling linijg taip, kad BSSL
variantas yra ekspresuojamas tame Zinduolyje; ir/arba (b) Zinduolio BSSL geno ar jo dalies

pakeitimo auk$ciau apraSytajg ekspresijos sistema.

Zinduolio BSSL ekspresijos sugebéjimus patogu panaikinti sukeliant mutacijas DNR
sekoje, atsakingoje uz BSSL ekspresija. Tai gali biiti mutacijos, paslenkan¢ios DNR sekos
nuskaitymo rémelj, terminacijos kodono jvedimas arba vieno ar daugiau nukleotidy

iSmetimas i§ DNR sekos.
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Zinduoliy BSSL genas ar jo dalis gali biiti pakeista aukiciau apibreZta ekspresijos
sistema arba DNR seka, koduojancia BSSL variants, panaudojant gerai Zinomus
homologinés rekombinacijos principus.

Kitas svarbus aspektas, susijes su iSradimu, tai auks$¢iau aprasytos DNR sekos
jterpimas | transgeniniy neZmogiskos kilmes Zinduoliy genomga. Geriau kai minétoji DNR
seka jau yra Zinduolio gemalin¢je linijoje ir Zinduolio pieno baltymo gene. Geriau, kai
nezmogiskos kilmés transgeninj Zinduolj galima iSrinkti i§ grupés, kurig sudaro pelés,
zZiurkes, triusiai, avys, kiaulés ir raguodiai.

] iSradimg taip pat jtraukti aukSciau apibrézty transgeniniy neZmogiskos kilmés
Zinduoliy palikuonys bei pienas, gautas i§ tokiy transgeniniy nezmogiskos kilmés Zinduoliy.

Toliau iSradimas susij¢s su miSiniais kiidikiy mitybai, turinéiais auk$c¢iau apibrézto
pieno, ir kadikiy mitybos miSiniais, turinciais auks¢iau apibrézta BSSL variantg. Kadikiy
miSiniai gali buti ruoSiami panaudojant tradicinius bidus ir turéti bet kokius biitinus
priedus, tokius kaip mineralus, vitaminus ir kt.

Kitu aspektu iSradimas susijes su vaistinémis sudétimis, turinfiomis auks¢iau
apibrezta BSSL varianta, bei su tokio BSSL varianto panaudojimu gydymui.

Dar kitu aspektu iSradimas susijgs su aukS€iau apibréztu BSSL variantu, kai jis
panaudojamas gaminti vaistus, skirtus gydyti patologines biisenas susijusias su egzokrininiu
kasos nepakankamumu; pusles fibroze; létiniu pankreatitu; riebaly jsiurbimo sutrikimais;
riebaluose tirpstanciy vitaminy jsiurbimo sutrikimais; riebaly jsiurbimo sutrikimais dél
fiziologiniy prieZasCiy. ISradimas taip pat siejasi su BSSL varianto panaudojimu gaminti

vaistus, pagerinancius dietiniy riebaly jsisavinima, ypac neiSneSiotiems kadikiams.

PAVYZDZIAI

1. REKOMBINANTINIO BSSL EKSPRESIJA EUKARIOTU IR PROKARIOTU
LASTELESE
1.1. EKSPERIMENTINE DALIS

1.1.1. Rekombinantinés plazmidés

pS146 plazmide, turinti 2,3 kb Zmogaus BSSL ¢cDNR (Nilsson ir kt., 1990), kuri buvo
klonuota su pUC19, skaidoma Hind III ir Sal I. BSSL ¢cDNR jterpta i jaucio papilomos
viruso (BPV) ekspresijos vektoriy pS147 (Fig. 1). Sis vektorius turi Zmogaus BSSL cDNR,
kurig kontroliuoja peliy metalotioneino 1 (mMT-1) enhanceris ir promotoriaus elementas
(Pavlakis, G.N., and Hamer, D.H. (1983): Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 397-401). iRNR
procesingo signalai paimti i$ triusio B-globino geno fragmento, apimancio dalj egzono 1I,
introna II, egzona IIl ir toliau einancius elementus. Sis transkripcinis vienetas klonuotas su
vektoriumi, turiniu visa BPV genoma. BPV ir BSSL transkripcinis vienetas
transkribuojami ta pacia kryptimi. Kad vektorius galety daugintis E. coli viduje, jis taip pat
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turi pML2d, pBR322 darinj (Sarver, N., Byrne, J.C., and Howell, P.M. (1982): Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 79, 7147-7151).

Ekspresijos vektorius pS147 transfekuotas kartu su vektoriumi, koduojanéiu
atsparumo neomicinui gena, Kurj reguliuoja Harvey sarkomos viruso 5'-galo ilgojo
pasikartojimo ir beZdzioniy viruso su 40 poliadenilinimo singalai (Lusky, M., and Botchan,
M.R. (1984): Cell 36, 391-401).

Tam, kad E. coli ekspresuoty BSSL, BSSL ¢cDNR subklonuotas kaip Ndel-BamHI
fragmentas i§ pT7-7 plazmidés (Ausubel, F.M., Brent R, Kingston, R.E., Moore, D.D.,
Seidman, J.G., Smith, J.A,, Struhl, K. (eds) in: Current Protocols in Molecular Biology
(John Wiley & Sons, New York; edition of 1992) | pGEMEX-1 plazmide (promega,
Madison, WI, JAV) (Studier, F.W. and Moffat, B.A.(1986): J.Mol. Biol. 189, 113-130).
Sioje klonavimo procediroje T7 geno 10 koduojanti seka pakeidiama BSSL genu,
koduojanciu subrendusj baltyma, ir startiniu kodonu. Galutinis ekspresijos vektorius,
pGEMEX/BSSL, patikrintas nustatant DNR seka, panaudojant specifinius BSSL vidinius

pradmenis.

1.1.2. Mutagenezé

Numeris 1 suteiktas nukleotidui A i§ iniciacijos kodono ATG. Numeruojant
aminorigstis, pirmajam signalinio peptido metioninui suteiktas -23 numeris, o pirmajai
subrendusio baltymo aminoriigsties lickanai, alaninui, suteiktas numeris 1.

Kuriant variantg A su delecija (SEQ ID NO: 4), susintezuoti du PCR pradmenys,
PCR-1 ir PCR-2 (1 lentele). HindIll, Sall ir BamHI saitai sukurti tam, kad biity galima
klonuoti su skirtingomis plazmidémis. Bcll saitas BSSL sekoje sukurtas be aminoriigsciy
pakeitimy. Tai buvo padaryta tam, kad palengvéty sintezuoty DNR prijungimas, norint
gauti kitus variantus. Pradmuo PCR-2 turi du sintetinius terminacijos kodonus. Gauti PCR
fragmentai buvo suskaidyti BamHI ir HindIII bei klonuoti pUC18, kad biity galima
nustatyti seka. Si plazmidé pazyméta pS157. Tikslus PCR fragmentas jterptas | BPV
ekspresijos vektoriy, prijungiant priec BSSL sekos vieninteliame Asp700 saite (1405 vieta
BSSL cDNR) ir Sall saite pries B-globino geno fragmenta, taip gaunant pS257.

B varianto (SEQ ID NO: 5) konstravimas atliktas panaudojant oligonukleotidus,
pazymetus numeriais 3, 4, 7 ir 8 (1 lentel¢). Renatiiruoti oligonukleotidai koduoja krastine
C-galo aminoriigs¢iy seka, atitinkancia fragmenta nuo lizino 712 iki fenilalanino 722 pilno
ilgio baltyme. Sis fragmentas prijungtas prie gliutamino 535. Transliacijos terminacijos seka
jterpta po paskutinio fenilalanino. Sis fragmentas turi Bcll saita 5'-gale ir Sall saita 3'-gale,
todél jj galima jterpti j §8157. Gautoji plazmide suskaldyta Asp700 ir Sall ir gauta 313 bp
fragmentas jterptas j ekspresijos vektoriy, kaip apraSyta auksciau. Gauta plazmide buvo
pazymeta pS258.
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1 LENTELE.

Sintetiniai oligonukleotidai, panaudoti konstruojant BSSL variantus. Restrikcijos
saity nukleotidai pabraukti. Transliacijos terminacijos signalai paZymeéti storesniu Sriftu.
Varianto N pakeistas kodonas pazymétas PCR-3 storesniu §riftu ir zvaigzdute.

Oligonukle Seka (5'-3")
otidas

PCR-1 CGGGATCCGAAGCCCTTCGCCACCCCCACG

PCR-2 CGAAGCTTGTCGACTTACTACTGATCAGTCACTGTGGGCAGCGC
CAG

PCR-3 GGGAATTCTGGCCATTGCTTGGGTGAAGAGGAATATCGCGGCC
TTCGGGGGGGACCCCAACCAGATCACGCTCTTCGGGGAGTCT

*

PCR-4 CGGGATCCCACATAGTGCAGCATGGGGTACTCCAGGCC

1 GATCAGGGGGCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCCGGG

2 GCCCCCCCCGTGCCGCCCACGGGTGACTCCAAGGAAGCTCAGA

3 TGCCTGCAGTCATTAGGTTTTAGTAAGTCGACA

4 AGCTTGTCGACTTACTAAAACCTAATGACTG

5 CAGGCATCTGAGCTTCCTTGGAGTCACCCGTGGGCGGCACGGG
GGGGGCCCCGGA

6 GTCACCCGTGGGCGGCACGGGGGGGGCCCCCT

7 GATCAGAAGGAAGCTCAGA

8 CAGGCATCTGAGCTTCCTTCT

Konstruojant gena, koduojantj C varianta (SEQ ID NO: 6), panaudoti
oligonukleotidai, pazymeti numeriu nuo 1 iki 6 (1 lentel¢). Renatiiruotas DNR fragmentas
turi du pasikartojimus, koduojancius vienuolika aminoriigiciy, sutampancius su derintoju
(Nilsson ir kt., 1990), jterptu tarp gliutamino 535 ir lizino 712 iki fenilalanino 722 sekos. Sis
fragmentas taip pat turi Bc/l saitg 5'-gale ir Sall saita 3'-gale, todél galima laikytis tos pacios

klonavimo strategijos.

Konstruojant varianta N ( variantg be N-glikozilinimo, SEQ ID NO: 7), sintezuoti du
PCR pradmenys (PCR-3 ir PCR-4 1 lenteleje). Kad buty galima nustatyti seka, sukurti
EcoRI ir BamHI saitai klonuojant 360 bp PCR produkta su pUC19. Potencialus N-
priri§tasis glikozilinimo saitas, asparaginas 187 pakeistas gliutaminu. Modifikuota seka
atskirta kaip Ball-HindIII fragmentas ir klonuota su Sacl ir HindIII pagalba suskaidyta
pUC19 kartu su Sacl ir Ball fragmentu, turin¢iu mMT-1 promotoriy ir BSSL ¢cDNR 5'-
gala. Apie 1,2 kb ilgio Sacl-Dralll fragmentas iSskirtas iS Sios plazmides ir jterptas i
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ekspresijos vektoriaus mMT-1 elementa bei BSSL c¢DNR seka atitinkamai. Gauta
plazmidé pazymeta pS299.

1.1.3. Zinduoliu lasteliu kultiira ir transfekcijos

Vektoriai buvo drauge transfekuoti j peliy Iasteliy linija C127 (ATCC CRL 1616),
pagal kalcio fosfato precipitacijos biidg (Graham, F.L. and Van der Eb, AJ. (1973):
Virology 52, 456-467).

C127 lasteles augintos Ham'o F12-Dulbecco modifikuotoje Eagle'o terpéje
(DMEM), (1:1) papildytoje 10% embrioninio ver$iuko serumu. Neomicinui atspariy
Iasteliy klonai atrinkti panaudojant 1,5 mg x ml-1 G418 ir po 10-15 dieny 15auge atspariy
lasteliy klonai i8skirti 1§ pagrindiniy leékSteliy ir padauginti tyrimams.

1.1.4. Bakteriju kamienai ir auginimo salygos

Atliekant ekspresijos bandymus, vektorius pGEMEX/BSSL transformacijos biidu
pernestas | E. coli IM109(DE3) ir BL21(DE3)pLysS kamienus. Ekspresijos bandymai
atlikti pagal Studier ir kt. (1986) apraSyma. Surinkus bakterijy derliy, lgstelés nusodintos
centrifaguojant (5000 x g, 10 min prie 4°C). RuoSiant periplazmos ir citoplazmos frakcijas,
centrifigavimo nuoscdos pakartotinai suspenduotas panaudojant 4 ml 20 mM Tris-Cl/20%
sacharozes, pH 8,0, 200 pl 0,1 M EDTA ir 40 pl lizocimo (15 mg/ml vandenyje) kickvienam
centrifigavimo nuosédy gramui. Suspensija laikyta 40 minuciy ant ledo. Pridéta po 160 pl
0,5 M MgClp kickvienam centrifigavimo nuosédy gramui, po to suspensija centrifiguota
20 minuciy prie 12000 x g. Gautas supernatante buvo periplazmos proteinai, o
centrifligavimo nuosedose - citoplazmos frakcija. RuoSiant tirpiuosius baltymus, lastelés
suspenduotos 40 mM Tris-Cl, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM fenilmetilsulfonilfloride, pH 8,2, ir
lizuojant keleta karty Saldomos ir atSildomos bei paveikiamos ultragarsu. Lasteliy lizatas
centriftiguotas (30000 x g, 30 min prie 25 °C).

1.1.5. Nukleino riigsties analizé

RNR ir DNR i8skiriamos 1§ Zinduoliy lasteliy atskirty linijy arba E.coli lasteliy
(Ausubel ir kt., 1992). RNR ir DNR frakcionuojamos agarozés gelyje -ir atlickamas
blotingas su GeneScreen Plus (New England Nuclear) bei hibridinama pagal tiekéjo
instrukcijas.

1.1.6. Natyviu fermentu paruosSimas

TulZies druskos stimuliuojama lipaze isskirta i§ moters pieno, kaip aprasyta anksciau
(Blackberg & Hernell, 1981). Kaip parode SDS-PAGE analize, i$valytas preparatas buvo
homogeninis ir pasizyméjo 100 pmol riebiyjy riigsciy iSskyrimo x min-!. ir mgl

lyginamuoju aktyvumu, tiriant su ilgy grandiniy triacilglicerolio substratu.

1.1.7. Fermentu bandinys

Fermenty bandinys atliktas pagal apraSyma (Blackberg & Hernell, 1981), naudojant
kaip substrata trioleina emulsijoje su gumiarabiku. Inkubuota su 10 mM natrio cholatu
kaip aktyvuojancia tulzies druska. Tiriant priklausomybe nuo tulZies drusky (natrio cholato
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ir natrio dezoksicholato, Sigma Chem. Co.), pridedamy drusky koncentracijos atitiko

nurodytas Fig 3.

1.1.8. Vestern blotingas

Blotingo bandymuose norint sustiprinti reakcija, kondicionuota terpé koncentruota
chromatografiSkai ant melynosios sefarozes (Pharmacia LKB Biotechnology). Atitinkama
terpé sumaiSyta su melynaja sefaroze (Apie 10 ml terpés kiekvienam gelio ml). Gelis
perplautas (10 ml kiekvienam gelio ml) su 0,5 M Tris-ClI buferiu, turin¢iu 0,1 M KCI, pH
7,4. Fermenty aktyvumas i§plﬁutas 1,5 M KCI tame paciame buferyje. Naudojant §j budg
gautos 25-30 karty didesnés koncentracijos, o taip pat 3-5 kartus didesnis grynumas. SDS-
PAGE atlikta 10% poliakrilamido gelyje, i§ esmés pagal Laemmli (U.K. (1970): Nature
(London) 227, 680-685). Po perkelimo ant nitroceliuliozés membrany ir inkubacijos su
polikloniniu triusiy BSSL- antiserumu, panaudotas ozkos anti-triusinis IgG, konjuguotas
su Sarmine fosfataze, ir kiti reagentai i§ Bio-Rad.

1.1.9. Poveikis N-glikozidaze F

Prie 10 pl varianto B, turin¢io 2,5 pmol riebiyjy riig8ciy iSskyrimo x min-1 BSSL
aktyvuma, pridéta 1 ul 1M B-merkaptoetanolio ir 0,5 pl 10% (svoris/tiiris) SDS. Pavirinus 5
minutes, pridéta 10 pl 0,1 M natrio fosfato buferio, pH 8,0, 6 ul 0,1 M EDTA, 4 ul 7,5%
(svoris/tiiris) Nonidet P40 ir 5 pl (1U) N-glikozidazés F (Boehringer Mannheim).
Kontrolei, tas pats varianto B kiekis paveiktas tuo paciu biidu tik be glikozidazés. Po
inkubacijos per naktj prie 37 °C, atlikta pavyzdZiy SDS-PAGE analizé ir blotingas,

panaudojant polikloninj triu$io BSSL- antiseruma.

1.2. REZULTATAI

1.2.1. BSSL variantu konstravimas (kiirimas)

BSSL varianty modifikacijos palyginti su pilno ilgio BSSL susumuotos 2 lenteléje ir
Fig 1. Biidai, panaudoti kuriant Siuos variantus, apra$yti 1.1. skyriuje. Variante A (SEQ ID
NO: 4) terminacijos kodonas jvestas po gliutamino, esanéio 535 pozicijoje, tuo bidu i3
pilno ilgio baltymo paSalintos paskutinés 187 aminoriigStys. Variante B (SEQ ID NO: 5)
dalis, koduojanti 11 paskutiniyjy C-galo aminorugsciy, ir originali transliacijos pabaiga
prijungti prie gliutamino 535. Taigi §is variantas neturi visy pasikartojimy. Variante C
(SEQ ID NO: 6) fragmentas, kuriame yra du pasikartojimai, turintys seka, sutampancig su
derintoju (Nilsson ir kt., 1990), iterptas tarp gliutamino 535 ir sekos nuo lizino 712 iki
fenilalanino 722. ‘

Norint nustatyti bandomosios N-prijungtosios angliavandeninés struktiiros, esancios
arti aktyviojo centro serino 194, svarba, sukonstruotas kitas variantas. Variantas N (SEQ
ID NO: 7) gautas pakeiciant potencialy N-glikozilinimo saita, asparaging 187, gliutaminu.
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2 LENTELE
BSSL varianty aminoriig8ciy sekos palyginti su Zmogaus BSSL.
Variantai PaSalintos liekanos Pakeistos liekanos
A (SEQ ID NO: 4) 536-722
B (SEQ ID NO: 35) 536-711
C (SEQID NO: 6) 536-568, 591-711
N (SEQ ID NO: 7) : Asn 187 - GIn

1.2.2. Rekombinantinés DNR apibudinimas zinduoliu lasteliu linijose

DNR pavyzdZiai paruosti 1§ lasteliy linijy, transfekuoty ekspresijos vektoriais,
koduojanciais skirtingus BSSL variantus. Paruo§ta DNR skaidyta BamH]I, frakcionuota
agarozés geliuose ir perkelta ant membrany hibridizacijai. Kaip zondas naudota 32p-
zyméta BSSL cDNR. Hibrizidacijos rezultatai patvirtino, kad rekombinantiniai genai
egzistuoja ir taip pat, kad vektoriaus kopijy skai¢ius buvo apytiksliai-lygus skirtingose
Iasteliy linijose (Fig. 2). Hibridizuoty fragmenty i§sidéstymas atspindéjo skirtingus jvairiy
BSSL seky ilgius ir sutapo su lauktais ilgiais. ISsidéstymas, kuris taip pat buvo panasus j
DNR, isskirtos 1§ naudoty transekcijos bandymuy bakterijy, rode kad lgsteliy linijose
nejvyko dideliy vektoriaus DNR persitvarkymy (Fig. 2 ). VirSutiniai hibridizacijos signalai
DNR pavyzdyje, atstovaujanciame variantg A, geiciausiai gauti del dalinio suskaidymo.

1.2.3. Pilno ilgio ir mutantinio BSSL iRNR ekspresija Zinduoliu lastelése

Rekombinantiniy BSSL geny ekspresijos tyrimui RNR isskirta i§ atskiry lasteliy
linijy. Northern blotingo eksperimentai ir hibridizacija su 32P-7ymétaja BSSL ¢DNR
parodé, kad rekombinantiné iRNR aptinkama visose lasteliy linijose, priemusiose BSSL
vektoriy (Fig. 3). Kontroliniuose pavyzdZiuose, paimtuose 1S lasteliy linijy, turinc¢iy tg patj
vektoriy, bet be BSSL cDNR, hibridizacija nebuvo aptikta (Fig. 3).

Skirtingi hibridizuoty iRNR ilgiai derinosi su ¢cDNR modifikacijomis. Skirtingy
pavyzdziy rekombinantiniy BSSL iRNR varianty kickiy lygiai buvo praktiskai tie patys,
i§skyrus varianta A (Fig. 3). Priezastis, dél kurios varianto A iRNR blogiau kaupiama,
nezinoma, bet tai buvo aptikta dvejose lasteliy linijy populiacijose, o taip pat iSskirtuose
klonuose. Hibridizacija su peliy p-aktino zondu patvirtino, kad skirtinguose pavyzdziuose
buvo vienodas RNR kiekis (Fig. 3, apatiné panele).

1.2.4. Pilno ilgio BSSL ir BSSL variantu produkavimas zinduoliu lastelése

Surinkta terpé i§ C127-lasteliy, transfekuoty pilno ilgio BSSL ir jvairiomis
mutantinémis formomis, atskiry klony ir tirtas BSSL aktyvumas (Fig. 4). Klonuose su
didziausia ekspresija pilno ilgio molekulés ir varianty N, B ir C aktyvumai svyravo nuo 0,7
iki 2,3 umol riebiyjy rigsciy iSlaisvinimo x min-1 x terpés ml-L. Tai atitiko 7-23 pg x terpés
ml-1 ekspresijos lygiams ir buvo artimas natyvaus pieno BSSL lyginamajam aktyvumui. Visi
analizuoti klonai su variantu A pasiZyméjo aktyvumu mazesniu uz 0,05 pmol riebiyjuy
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riigééiy islaisvinimo x minl x terpés ml-1.Koncentravimas su melyngja sefaroze ir
liofilizacija parode, kad klonuose, pasiZyminc¢iuose didZiausiu aktyvumu, aktyvus fermentas
1§ tikryjy buvo ekspresuotas, nors labai zemu lygiu. Negalima atmesti galimybés, kad
varianto A Zemas aktyvumas i§ dalies gali biiti paaiSkintas Zymiai maZesniu Specifiniu
aktyvumu.

Klony i§ jvairiy transfekcijos eksperimenty Western blotingo tyrimo duomenys
parodyti . Fig. 5A. BSSL varianty M; gauti kaip tikeétasi. Taciau reikéty paZzyméti, kad
pilno ilgio BSSL variantai, bei variantai B ir C davé dvigubas juostas. Kadangi visi trys
turéjo intaktinj vienintel] N-glikozilinimo saita tuo tarpu, kai variantas N, neparodes
dvigubos juostos, netur€jo Sio saito, tai galimas paaiSkinimas, jog tos dvigubos juostos
kilusios del N-glikozilinimo skirtumy. Todé¢l variantas B buvo paveiktas N-glikozidaze F.
Kaip parodyta Fig. 5B, i§ virSutinés juostos liko tik pedsakai, tuo tarpu apatiné juosta
sustiprejo, rodydama, kad tik dalis ekspresuoto varianto buvo N-glikozilinta.

Vienas buidingy BSSL bruozy yra specifinis aktyvavimasis esant pirminéms tulZies
druskoms, pvz.,, cholatui (Hernell, 1975). Aktyvuojant cholatu, visos skirtingos
rekombinantinés formos pasizyméjo ta pacia priklausomybe nuo koncentracijos (Fig. 6).
Didziausias aktyvumas naudotoje bandymy sistemoje buvo gautas prie apytiksliai 10 mM.
Kai cholatas buvo pakeistas dezoksicholatu (antrine tulZies druska) stimuliacija nebuvo
stebéta. Taigi pilno ilgio rekombinantas bei skirtingi variantai parodé¢ ta patj specifiskuma
aktyvavimo tulZies druskomis atzvilgiu.

1.2.5. Pilno ilgio BSSL ekspresija ir biocheminis apibadinimas E.coli lastelése

Du E.coli kamienai, JM109(DE3) ir BL21(DE3)pLysS (Studier ir kt., 1986),
transformuoti ekspresijos vektoriumi pGEMEX/BSSL, turinciu Zmogaus BSSL ¢DNR,
kontroliuojama T7 promotoriaus. Transformantai i§ abiejy kamieny identifikuoti, auginti
ir indukuoti paveikus IPTG apic 90 min (Studier ir kt., 1986). Visos iRNR Northern
blotingo analiz¢, naudojant BSSL ¢cDNR kaip 32P-Zymeétajj zonda, parodé, kad ekspresija
buvo produktyviai indukuota abiejuose kamienuose ir kad transkripcija buvo grieztai
valdoma (Fig. 7A). Matomas rekombinantinés BSSL dydis, apytiksliai 2,4 kb, derinasi su
lauktu ilgiu. Baltymo pavyzdziy atskyrimas su SDS-PAGE ir imunodetekcija su anti-BSSL
antikiinais parode, kad E.coli efektyviai gamina pilno ilgio BSSL (Fig. 7B).
BL21(DE3)pLysS kamienas iSskyre | periplazma daugiau proteino negu JM109(DE3)
(Fig.7B). .

Indukuotos su IPTG E.coli kultiiros turéjo aktyvig tirpiag BSSL, atitinkancig 0,5 - 4 pg
BSSL proteino/kultiiros ml. Western blotingas parodé, kad 20-60% reaguojancios
medziagos buvo netirpiose centrifiigavimo nuosédose. Neindukuotos bakterijos nerodé
jokio zymaus BSSL aktyvumo.

Lipazes aktyvumas i$ iSauginty bakterijy turejo tg pacia priklausomybg¢ nuo tulZies
drusky kaip ir natyvi pieno BSSL.
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2. REKOMBINANTINES PILNO ILGIO IR JOS MUTANTINIU FORMU TULZIES
DRUSKOS STIMULIUOJAMOS LIPAZES GRYNINIMAS IR APIBUDINIMAS

2.1 EKSPERIMENTINE DALIS

2.1.1. Fermentai ir fermentu variantai

Rekombinantiné pilno ilgio BSSL ir BSSL variantai B, C ir N sukonstruoti ir
ckspresuoti kaip apraSyta ankSciau. Lyginant su natyviu fermentu variantas B (SEQ ID
NO: 5) neturéjo visy 16 unikaliy, O-glikozilinty, turtingy prolinu C-galo pasikartojimy
(536-711 aminorigstys), o krastinis C-galo fragmentas (712-722 aminoriigstys) buvo
prijungtas prie gliutamino 535. Variantas C (SEQ ID NO: 6) tur¢jo tg patji C-galo
fragmentg ir du pasikartojimus, 11 liekany ilgio, tarp gliutamino 535 ir lizino 712. Variante
N (variantas be N-glikozilinimo, SEQ ID NO: 7) asparaginas 187, atsakingas uz vienintelj
N-prijungtajj cukry, buvo pakeistas gliutamino lickana.

Natyvi BSSL iSskirta i§ moters pieno, kaip apraSyta (Blackberg & Hernell, 1981).

2.1.2. Fermentu iSbandymas

Lipazés aktyvumas iSbandytas, kaip apraSyta (Bldckberg & Hernell, 1981),
panaudojant kaip substratg trioleina emulsijoje su gumiarabiku. Aktyvuojancia tulzies
druska panaudotas natrio cholatas (10 mM). Skirtingos bandymy modifikacijos pateiktos
breziniy apraSymuose.

2.1.3. Imunosorbento paruosimas

ISgryninta pieno BSSL (3 mg) sujungta su sefaroze, panaudojant CNBr pagal
gamintojy aprasa. 40 ml polikloninio antiserumo, gauto triuiuose prie§ iSgryninta pieno
BSSL, praleista pro kolonéle. Specifiniai antikiinai i$plauti 0,1 M glicinu-HCI, pH 2,5. pH
privesta apytiksliai iki 8 naudojant kieta Tris. Po drusky paSalinimo ir liofilizacijos 6 mg
afiniSkai iSvalyty antikiiny sujungta su sefaroze, kaip aprasyta auksciau.

2.1.4. Gryninimo budas

Kondicionuota auginimo terpé¢, turinti 5-25 pg rekombinantinés ekspresuotos BSSL
ar BSSL varianto, sumaiSyta su mélynaja sefaroze (Pharmacia, Svedija), 10 ml terpés
vienam gelio ml. MaiSant 30 min gelis perplautas 0,05 M Tris-Cl, pH 7,0, 0,05 M KCl ir
lipazés aktyvumas iSplautas 0,05 M Tris-Cl, pH 7,0, 1,5 M KClL. Surinktas aktyvumo pikas ir
dializuotas 5 mM natrio veronalu, pH 7,4, 0,05 M NaCl. Dializatas praleistas pro
heparino-Sefarozés kolonélg. Kolonélé iSplauta NaCl gradientu nuo 0,05 iki 1,0 M, 5 mM
natrio veronalio buferyje, pH 7,4. Frakcijos, pasizymincios lipazés aktyvumu, surinktos ir
panaudotos imunosorbéhtinéjc kolone¢leje. Po plovimo su 0,05 M Tris-Cl, pH 7,0, 0,15 M
NaCl lipazé iSplauta 0,1 M glicino-HCI, pH 2,5. Frakcijy pH tuoj pat privestas apytiksliai
iki 8 su kietu Tris. |
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2.1.5. Elektroforezé

Natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelio elektroforezé (SDS-PAGE) atlikta pagal
Laemmli (1970). Baltymai dazyti Commassie Brilliant Blue.

2.1.6. N-galo sekos analizé

Aminoriigsciy sekos nustatymas atliktas panaudojant Applied Biosystems Inc. 477A
impulsinj skystos fazeés sekvenseriy ir on-line feniltiohidantoino analizatoriy 120A su
reguliariy cikly programomis bei reagentais, gautais i§ gamintojy. Pradinis ir pakartotinis
apskai¢iavimai pagal Zinomos sekos standartinj baltyma (B-lactoglobulina), buvo 47% ir

97%, atitinkamai.

2.2. REZULTATAI

2.2.1. Rekombinantiniu BSSL ir BSSL variantu gryninimas

Kondicionuotos terpés chromatografija ant meélynosios sefarozés pirmiausia
panaudota koncentravimui. Tolesnés chromatografijos ant heparino-sefarozés pagalba
pradinis gryninimas pasiektas pasSalinus daugumga albuminy, esanciy augihimo terpeje. Tai
parodé¢, kad rekombinantin¢és BSSL molekules visos iSlaiko susiri§ima su heparinu. Po
apdorojimo imunosorbentu, kaip parodé SDS-PAGE (Fig. 8 ), visi BSSL variantai
pasizymeéjo grynumu didesniu uz 90%. Pilno ilgio fermentas bei variantai B ir C migravo
kaip dupletai. Skirtingy varianty M; parodyti 3 lentel¢je. N-galo sekos nustatymas iSai§kino
vienintelg seka visiems variantams 18 8 cikly: Ala-Lys-Leu-Gly-Ala-Val-Tyr-Thr-.

2.2.2. Lipazés aktyvumas

Skirtingy preparaty molekuliné mase pateikta 3 lenteléje. Preparaty specifinis
aktyvumas svyravo nuo 75 iki 120 umol laisvy riebiyjy riigs§ciy atskélimo per vieng minute
vienam mg baltymo. Taigi neaptikta Zymaus skirtumo tarp pilno ilgio BSSL ir BSSL
varianty aktyvumo.

Kad preparatai veikty ilgy grandiniy triacilglicerolius emulsinéje biisenoje, visiems
jlems biitinai reikéjo pirmines tulZzies druskos (natrio cholato) (Fig. 9A). Natrio
dezoksicholatas nestimuliavo net vieno varianto (duomenys neparodyti). Tacdiau kartu su
kitomis tulzies druskomis dezoksicholatas parodé du efektus (Fig. 9B ir C ). Pirma, jis
sumazindavo cholato koncentracija, kurios reikéjo stimuliacijai, ir, antra, jis slopindavo

fermento aktyvuma esant didesnéms tulZies druskos koncentracijoms.
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Rekombinantiniy pilno ilgio BSSL ir BSSL varianty M,

- Fermentas M; (kDa)
nustatytas pagal SDS-PAGE

Pilno ilgio 105,107
Variantas B 63,65
Variantas C 60,62
Variantas N 95

2.2.3. Rekombinantiniu BSSL ir BSSL variantu stabilumas

Rekombinantinés BSSL bei BSSL variantai pasizyméjo tuo paciu pH stabilumu kaip
ir natyvus pieno BSSL (Fig. 10). Visais atvejais inaktyvacija pasickta prie pH apie 2,5-3.
Vir$ pH 3 visi variantai buvo stabiliis jei baltymo koncentracijos buvo pakankamai aukstos.
Tai padaryta pridéjus jaucio serumo albumino arba ovalbumino (duomenys neparodyti).
Atskiesti pavyzdZiai buvo maZiau stabillis prie visy iSbandyty pH, bet slenkstis isliko tas
pats (duomenys neparodyti). Pav. 11 parodytas rekombinantinio fermento
termostabilumas, palyginus su natyviu pieno fermentu. Prie 37-40°C temperatiiros
aktyvumas pradeda maZzéti. Variantai (B, C, N) buvo maziau stabilis, negu pilno ilgio
rekombinantinis fermentas ir pieno fermentas. Taciau, jei baltymo koncentracija
padidinama pridedant jaucio serumo albumino, tai visi variantai blina atsparis prie 40°C
(Fig. 11).

Natyvi pieno BSSL ir visi rekombinantiniai variantai jautr@s tripsinui. Rasta
inaktyvacijos priklausomyb¢ nuo laiko (Fig. 12). Taciau, jei i buferj pridedama tulZies
druskos, t.y. cholato, lipazes variantai apsaugomi ir aktyvumas i§laikomas (Fig. 12).

Taigi, daugelio in vitro poZymiy, t.y. tulzies drusky stimuliacijos, heparino suri§imo,
pH ir temperatirinio stabilumo bei tulZies drusky apsaugos nuo proteazinés inaktyvacijos,
atzvilgiu nebuvo aptikta Zymiy skirtumy tarp jvairiy BSSL varianty ir natyvios pieno BSSL.

3. EKSPRESIJA TRANSGENINIUOSE GYVUNUOSE

3.1. EKSPRESIJOS VEKTORIU KONSTRAVIMAS

Konstruojant ekspresijos vektoriy, skirta produkuoti rekombinantinj Zmogaus BSSL
varianta transgeniniy Zinduoliy piene, buvo laikomasi Sios strategijos (Fig. 13).

Trys plazmides, turincios skirtingas zmogaus BSSL geno dalis (pS309, pS310 ir
pS311) buvo gautos pagal Lidberg, U., Nilsson, J., Stromberg, K., Stenman, G., Sahlin, P.,
Enerback, S.G. and Bjursell, G. (1992: Genomics 13, 630-640) aprasyta biidg. Plazmidé
pS309 turi Sphl fragmenta, apimant; BSSL gena nuo 5' netranskribuojamos srities iki
ketvirtojo introno dalies. Plazmidé pS310 turi Sacl fragmenta, apimantj BSSL varianto
gena nuo dalies pirmojo introno iki Sestojo introno dalies. Galiausiai, plazmidé pS311 turi
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BamHI fragmentg, apimanti BSSL geng nuo didZiosios dalies penktojo introno ir visa
likusig introny/egzony struktirg su delecijomis egzone 11. Pasalintos sekos yra 231 bp,
todel gaunama seka, koduojanti BSSL varianta, kuris turi tiksliai 77 aminoriigstis arba
septyniomis maziau uZ pilno ilgio BSSL. Gauto BSSL varianto (,,variantas T“) nukleotidy
scka pateikta Seky Aprase kaip SEQ ID NO: 8. Varianto T aminortigi¢iy seka pateikta
Seky ApraSe kaip SEQ ID NO: 9.

D¢l labai didelio pasikartojamumo Zmogaus BSSL geno egzono 11 sckoje, reikty
tiketis santykinai didelio persitvarkymy dazZnio, kai §i seka klonuojama plazmidéje ir
dauginama bakterijoje. Remiantis Siomis prielaidomis vienas norimas BSSL variantas,
turintis sutrumpinta egzona 11, buvo identifikuotas, iSskirtas ir nustatyta jo seka.

Kita plazmide, pS283, turinti dalj Zmogaus BSSL cDNR, klonuotos plazmidéje
pUCI19 prie HindlII ir Sacl saity, panaudota apjungti genomines sekas. Plazmidé pS283
taip pat panaudota gauti tinkamg restrikcijos fermenty saita, Kpnl, esantj BSSL 5'
netransliuvojamoje lyderinéje sekoje.

Plazmide pS283 suskaidyta Ncol ir Sacl ir elektroforetiskai isskirtas apie 2,7 kb ilgio
fragmentas. Plazmidé pS309 suskaidyta Ncol ir BspEI ir iSskirtas apie 2,3 kb ilgio
fragmentas, turintis BSSL geno 5' dali. Plazmidé pS310 suskaidyta su BspEI ir Sacl ir
iskirtas apie 2,7 kb ilgio fragmentas, turintis BSSL geno viduring dalj. Sie trys fragmentai
sujungti ir transformuoti | kompetentinj E.coli kamiena TG2, o transformantai iSskirti
atrenkant ampicilinu.

Plazmidés paruostos i$ keliy transformanty ir viena plazmidé, pavadinta pS312 (Fig.
14), turinti norima Konstrukcija, panaudota tolimesniuose eksperimentuose.

Norint gauti modifikuotg pS311, kurioje BamHI saitas, esantis uz terminacijos
kodono, pakeistas Sall saitu tolimesnio klonavimo palengvinimui, panaudotas toks biidas.
Plazmidé pS311 linearizuota dalinai suskaidant BamHI. Linearizuotas fragmentas atskirtas
ir jterptas sintetinis DNR linkeris, pakeiciantis BamHI | Sall saita (5-GATCGTCGAC-3"),
tuo budu suardant BamHI saitg. Kadangi buvo dvi potencialios vietos integruotis
sintetiniams linkeriams, gautos plazmidés iSanalizuotos skaidant restrikciniais fermentais.
Plazmide¢, su jterptu linkeriu norimoje vietoje uz egzono 11, buvo isskirta ir pazyméta
pS313.

Gaunant galuting ekspresijos vektoriaus konstrukcija, turincia Zmogaus BSSL
varianty sekas, panaudotas egzistuojantis ekspresijos vektorius, pS314, sukonstruotas taip,
kad salygoty specifing stadijoms ir audiniui ekspresija pieno liaukos lastelése laktacijos
metu. Plazmidé pS314 turi genominj fragmentg i§ peliy iSrugy rugstinio baltymo (WAP)
geno (Campbell, S.M., Rosen, J.M., Hennighausen, L.G., Strech-Jurk, U. and Sippel, A.E.
(1984): Nucleic Acid Res. 12, 8685-8697), klonuotg kaip Notl fragmentas. Genominis
fragmentas turi apie 4,5 kb priekyje esanciy valdymo seky (URS), visus keturis peliy WAP
egzonus ir visas introny sekas bei apie 3 kb seka, esancia po paskutinio egzono. Vienintelis
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Kpnl saitas yra pirmame egzone 24 kb ank$ciau uz natiiraly WAP transliacijos iniciacijos
kodona. Kitas vienintelis restrikcinio fermento saitas yra Sall saitas, esantis egzone 3.

Zmogaus BSSL varianto genominé seka jstatyta tarp Kpnl ir Sall saity, naudojant §ia
strategija. Pirma, “pS314 suskaidyta panaudojant Kpnl ir Sall ir fragmentas, turintis
perskelta plazmide, i8skirtas elektroforetiSkai. Antra, pS312 suskaidyta panaudojant Kpnl
ir BamHI, ir iSskirtas apie 4,7 kb fragmentas, turintis Zmogaus BSSL geno 5' dalj. Tregia,
pS313 suskaidyta panaudojant BamHI ir Sall, ir iSskirta Zmogaus BSSL geno 3' dalis.Gauti
trys fragmentai sujungti, transformuoti | kompetentines E.coli bakterijas ir transformantai
i8skirti po selekcijos ampicilinu. '

Plazmides paruostos i$ keliy transformanty ir atliktas restrikcinis kartografavimas bei
sekos analizé. Viena plazmidé, turinti norima ekspresijos vektoriy, identifikuota ir
pazymeéta kaip pS317 (Fig. 15).

Salinant prokariotinés plazmidés sekas, pS317 suskaidyta Notl. Po to
rekombinantinio vektoriaus elementas, sudarytas i§ peliy WAP sckos, esantis Salia
Zmogaus BSSL varianto genominio fragmento, atskirtas naudojant elektroforezg agarozei.
Prie$ jvedant | pelés embriong atskirtas fragmentas iSgrynintas naudojant elektroeliucija.

Rekombinantinis genas, skirtas Zmogaus BSSL varianto ekspresijai transgeniniy peliy
piene pavaizduotas Fig. 16.

3.2. Transgeniniu gvviinu sukirimas

Notl fragmentas i$skirtas i§ plazmidés pS317 pagal biidg, apraSyta 3.1. skyriuje. Sis
DNR fragmentas, turi peliy WAP promotoriy, prijungta pric genominés sekos,
koduojancios Zmogaus BSSL variantg. ISskirtas fragmentas, 3 ng/ul koncentracijoje,
iSvirkStas | 350 C57B1/6JxCBA/2J-fp embriony pronukleusus, gautus i§ peliy donoriy,
kurioms sukelta superovuliacija jvedant 5 IU néScios kumelés serumo gonadotropino.
C57B1/6JxCBA/2]-f] gyviinai gauti i§ Bomholtgard Veisimo ir tyrimy centro LTD, Ry,
Danija. Surinkus embrionus i§ kiauSintakiy, jie atskirti nuo i8kylos (cumulus oophorus)
lasteliy paveikiant hialuronidaze terpeje M2 (Hogan, B., Constantini, F. and Lacy, E.
(1986): Manipulating the mouse embryo. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Perplauti embrionai perkelti j terpe M16 (Hogan ir kt., 1986) ir laikyti
inkubatoriuje su 5% CO7 atmosfera. [Svirki¢iama buvo M2 terpés mikrolaseliuose, su
lengvo parafino aliejumi, naudojant Narishigi hidraulinius mikromanipuliatorius ir Nikon
inversinj mikroskopg su Nomarski optika. ISvirkStus 267 sveikai atrodantys embrionai
implantuoti ] 12 pseudoneés¢iy C57B1/6JxCBA/2J-f] recipienciy, kurioms i pilvo ertme
ivesta 0,35 ml 2,5% avertino. Atlickant PCR analize¢ su DNR, gauta i§ uodegos biopsijos
pavyzdziy, paimty i§ gyviiny pracjus trims savaitéms po gimimo, nustatytos, pelés, kurios
integravo transgena. Teigiami rezultatai patvirtinti Southern blotingo analize.

Surenkant pieng pateléms, esanc¢ioms laktacijos periode, leista j pilvo ertme po 2 IU

oksitocino, ir po 10 minuciy anestezuota suleidZiant i pilvo ertme¢ 0,40 ml 2,5% avertino.

Pieno surinkimo jrenginys prijungtas prie speneliy silikonizuotais vamzdeliais “ir pienas
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rinktas j 1,5 ml Eppendorfo mégintuvélius $velniai masazuojant pieno liaukas. Pieno kiekis
svyravo priklausomai nuo laktacijos dienos nuo 0,1 iki 0,5 ml vienai pelei per melzima.

3.3. BSSL VARIANTU EKSPRESIJA TRANSGENINESE PELESE

Transgeninés pelés identifikuotos analizuojant DNR, gauta i§ uodegos biopsijos
pavyzdziy. Sie audinio pavyzdziai inkubuoti su proteinaze K ir ekstrahuoti
fenolu/chloroformu. ISskirta DNR naudota polimerazés grandininése . reakcijose su
pradmenimis, kurie amplifikuoja specifinius fragmentus, jei yra heterologiné jterpta DNR,
turinti ekspresijos vektoriaus'fragmentq. Gyvinai taip pat buvo tirti DNR hibridizacijos
budu tam, kad pasitvirtinty PCR duomenys ir suZinota informacija apie integruoty
vektoriaus elementy kopijy skaiciy.

Vienoje bandymy grupéje dviem biidais iStirta 31 pelé€ ir rezultatai parodé, kad 1 pelé
turi heterologinj DNR vektoriaus elementa, gautg i§ pS317. PCR analizés ir hibridizacijos
bandymy rezultatai sutapo (Fig. 17). 10 i§ 65 tirty gyviiny buvo transgeniniai pS317
atzvilgiu. .

Peles, identifikuotos kaip vektoriaus DNR elemento neséjos (gyviinai-jkiiréjai), po to
suporuotos ir tais paciais budais identifikuoti F1, palikuonys turintys transgeng.

RNR, iSskirta 18 pS317 transgeniniy pateliy jvairiy audiniy per laktacijos perioda,
18skirta panaudojant agarozes formaldehido gelio elektroforeze, atliktas jos blotingas prie
membrany ir hibridizuota su 32P-zymétaja BSSL ¢cDNR, naudojama kaip zondas. Gauti
rezultatai parode, jog ekspresija buvo tik pieno liaukose laktacijos periodu (Fig. 18).

Pieno pavyzdziai surinkti 1§ anestezuoty gyviiny-ikiiréjy, paveikty oksitocinu,
laktacijos indukcijai , ir tirti ar yra rekombinantinis Zmogaus BSSL variantas. Tirta SDS-
PAGE budu, po to perkeliant ant nitroceliuliozés membrany ir inkubuojant su
polikloniniais antikiinais, pagamintais prie§ natyvig Zmogaus BSSL. Gauti rezultatai
parode rekombinantinio Zmogaus BSSL varianto ekspresija transgeniniy peliy piene. Fig.
19 rodo rekombinantinio Zmogaus BSSL varianto buvima transgeniniy peliy piene. Pieno
pavyzdziy, gauty i§ jvairiy pS317 transgeniniy peliy, iSskyrimas SDS-PAGE bidu ir
imunoblotingas parodé, kad rekombinantinis BSSL variantas, turintis mazesn¢ molekuling
mas¢, gaminamas efektyviau palyginus su pilno ilgio rekombinantiniu BSSL variantu,
gautu 1§ pS314 transgeniniy peliy pieno. Plazmidé pS314 panasi j pS317, bet turi pilno ilgio
Zzmogaus BSSL ¢cDNR, vietoj genominio varianto. Dviguba juosta, matoma visuose peliy
pieno pavyzdziuose, yra peliy BSSL, ir tuo rodo serumo kryZminj reaktyvumg. Si i$vada
patvirtinta aptikus, kad 8i dviguba juosta matoma 9 takelyje Fig. 19, kuriame yra i3gryninta
peliy BSSL.

Sukurtos stabilios transgeniniy gyviiny linijos.

Panasiai gali baiti sukurti kiti transgeniniai gyviinai, tokie kaip triusiai, karvés ar avys,

galintys ekspresuoti Zmogaus BSSL varianta.



23

LT 4008 B

DEPOZITAI

Sios plazmidés buvo deponuotos pagal Budapesto sutartj muziejuje DSM (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen):

Plazmide Depozito No. Deponavimo data
pS309 DSM 7101
pS310 : DSM 7102 _
pS311 DSM 7103 1992 birzelio 12
pS317 DSM 7104
pS147 DSM 7495
pS257 DSM 7496 1993 vasario 26
pS299 DSM 7497
pS258 DSM 7501
pS259 DSM 7502 1993 kovo 3

TRUMPAS ILIUSTRACIJU APRASYMAS

Figura 1
A. BPV pagrindu sukurto vektoriaus, naudoto jvairiy BSSL varianty, ekspresijai
planas.

B. Istirty jvairiy BSSL varianty schema. FL Zymi pilno ilgio BSSL. Aktyvusis centras
pazymetas rutuliuku, saitas potencialiam N-prijungtam angliavandeniui pazymeétas
trikampiu. Sritis, turinti pasikartojimus, iSskirta uzbriikSniuota zona, o konservatyvus C-

galas paZymetas iStisai uZpildyta zona.

Figura 2

DNR, i3skirtos 1§ lasteliy linijy, ekspresuojanc¢iy BSSL variantus, Southern blotingo
analize. Tirta DNR, iSskirta i§ lasteliy linijy, ekspresuojanciy pilno ilgio BSSL (FL),
varianta A (A), variantg B (B), variantg C (C), variantg N (N). 5 pg atitinkamai paruostos
DNR, i8skirtos i§ lgsteles (kaireje), ir 1 ng iSgrynintos vektoriaus DNR, i$skirtos i§ bakterijy
(deSin¢je) suskaidytos BamHI. DNR pavyzdziai iSskirti agarozeés gelyje, perkelti ant
GeneScreen Plus membranos ir hibridizuoti su 32P-zymétaja zmogaus BSSL cDNR.
Figira 3

RNR, isskirtos i§ lgsteliy linijy, ekspresuojanciy rekombinantinius BSSL variantus,
Northern blotingo analizé. Tirta 10 pg RNR, isskirtos i$ lasteliy linijy, gaminanciy pilno
ilgio BSSL (FL), varianta A (A), varianta B (B), varianta C (C), variantag N (N). RNR i§
C127 lasteliy linijos, turin¢ios BPV vektoriy, identiS§kg vektoriui i§ Pav. 1, iSskyrus tai, kad
jis koduoja baltyma negimininga BSSL, naudotas kaip neigiama kontrolé (-) (virSutiné
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dalis). Filtrai hibridizuoti su 32P-zymétaja BSSL cDNR. Po to filtrai pakartotinai
hibridizuoti su peliy B-aktino cDNR zondu. B-aktino iRNR signalai (apatiné dalis) naudoti
kaip vidiné kontrole RNR Kkiekiui, uzne§tam j kiekvieng takel.

Figura 4

BSSL aktyvumo ekspresija C127 Igstelése, transfekuotose pilno ilgio ir mutantinémis
Zzmogaus BSSL formomis. CI127 lastelés buvo transfekuotos skirtingomis BSSL
kostrukcijomis: pilno ilgio BSSL (FL), variantu N (N), variantu C (C), variantu B (B),
variantu A (A). Po pradinio auginimo periodo, atrinkti atskiri klonai ir leista jiems augti iki
susiliejimo. Atrinkty klony skaifius (n) paZymétas paveikslélyje. Lipazes aktyvumas
nustatytas kondicionuotoje terpéje. ReikSmes iSreikstos iSskirty laisvy riebiyjy rugsciy p

mol x min-1 x kondicionuotos terpés ml-1.

Figura 5

A. Pilno ilgio ir mutantinés rekombinantinés BSSL Western blotingas. Lipazés
aktyvumas, isreikstas iSskirty riebiyjy riigééiy pmol x min-1, gelyje uznesta: pilno ilgio 0,2
(1 takelis), variantas N 0,16 (2 takelis), variantas C 0,6 (3 takelis), variantas B 0,8 (4
takelis), natyvus BSSL 0,1 (5 takelis). Naudotas antiserumas buvo gautas triu§iuose prie$
BSSL, iSskirta i§ moters pieno. Molekulinés mases markeriy (i anksto padazytas SDS-
PAGE standartas, Low Range, BioRad) padeétys parodytos kair¢je.

B. Varianto B, paveikto N-glikozidaze, Western blotingas. Variantas B suskaidytos
N-glikozidaze F, kaip apraSyta eksperimentin¢je dalyje. 1 takelyje nepaveiktas, o 2 takelyje

paveiktas variantas B.
Figira 6

Pilno ilgo ir mutantinio BSSL priklausomybé nuo tulZies drusky. Nustatytas lipazés
aktyvumas keicCiant natrio cholato (iStisin€ linija) arba natrio dezoksicholato (punktyriné
linija) koncentracijas kondicionuotoje terpéje, naudojant pilno ilgio rekombinantinj BSSL
(*), varianta A (0), varianta B (A), varianta C (W), variantag N (©) ir i§gryninta Zmogaus
pieno BSSL (O). Varianto A atveju kondicionuota terpé sukoncentruota ant melynosios
sefarozes, kaip apraSyta eksperimentineje dalyje. Atitinkamo fermento kiekis parinktas
toks, kad gautysi tas pats didZiausio aktyvumo lygis, iSskyrus varianta A, kurio didziausias
aktyvumas sudare tik vieng deSimtaja kity. Kontroliniai bandymai parode, kad auginimo
terpé neturi jtakos aktyvumo lygiui arba natyvios BSSL priklausomybei nuo tulzies drusky
(duomenys neparodyti).
Figura 7

A. lIvairiy E.coli kamieny, pagaminty BSSL, Northern blotingas. Bakterijos
indukuotos IPTG, kaip aprasyta eksperimentin¢éje dalyje. Bandymo salygos buvo tokios
pat, kaip Pav. 2 apraSe. 1 takelis, neindukuotas BL21(DE3)pLysS kamienas; 2 takelis,
indukuotas BL21(DE3)pLysS kamienas; 3 takelis, neindukuotas JM109(DE3) kamienas; 4
takelis, indukuotas JM109(DE3) kamienas;
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B. 8-18% SDS-PAGE Western blotingas, naudojant antikiinus prie§ iSgryninta pieno
BSSL, rodantis rekombinantinés BSSL ekspresija skirtinguose E.coli kamienuose,
naudojant pGEMEX. Bakterijos indukuotos IPTG ir citoplazminiai bei periplazminiai
baltymai iSskirti i§ lizaty, kaip apraSyta eksperimentinéje dalyje. Bakteriniy baltymy kiekiai,
uzneSti | 2-5 takelius (periplazminiai preparatai) ir j 7-10 takelius (citoplazminiai
preparatai), atitinka ta patj kultiros tarj, todél dazy démés proporcingos produkcijos
lygiui. 1 takelis, Pharmacia molekulinés masés markeris; 2 ir 8 takeliai, indukuotas
JM109(DE3) kamienas; 3 ir 7 takeliai, neindukuotas JM109(DE3) kamienas; 4 ir 10
takeliai, indukuotas BL21(DE3)pLysS kamienas; 5 ir 9 takeliai, neindukuotas
BL21(DE3)pLysS kamienas; 6 takelis, 25 ng iSgryninto natyvaus pieno BSSL.

Figura 8

[Sgrynintos rekombinantinés BSSL ir BSSL varianty SDS-PAGE. Pilno ilgio BSSL
(FL) ir BSSL variantai N, B ir C iSgryninti kaip aprasyta. Kiekvieno panaudota 3 pg,
iSskyrus variantg B, kurio buvo panaudoti 1,5 pg. ISgrynintos natyvios pieno BSSL (NAT)
panaudota 5 pug. Molekulinés masés markeriy pozicijos pazymeétos kairéje.

Figura 9

Natrio dezoksicholato jtaka rekombinantinés BSSL ir BSSL varianty aktyvacijai
natrio cholatu. IStirtas lipazinis aktyvumas rekombinantinés pilno ilgio BSSL (0O),
rekombinantiniy BSSL varianty B (O), C (W) ir N (A) iSgryninty preparaty ir iSgrynintos
natyvios pieno BSSL (L) prie skirtingy natrio cholato koncentracijy, be (kairioji panelé) ir
su 5 mM (centriné panel€) arba 10 mM (deSinioji panelé) dezoksicholato.

Figura 10

Rekombinantinés BSSL ir BSSL varianty stabilumas prie skirtingy pH. Natyvi BSSL,
rekombinantin€ pilno ilgio BSSL ir BSSL variantai inkubuoti prie 37 °C skirtinguose
buferiuose su pH 2-8. Visi buferiai tur¢jo 1 mg/ml jaucio serumo albumino. Po 30 min
zitrek Fig 9 aprase.
Figura 11

Rekombinantinées BSSL ir BSSL varianty atsparumas kaitinimui. ISgryninta
rekombinantiné pilno ilgio BSSL, BSSL variantai ir natyvi pieno BSSL inkubuoti prie
nurodyty temperatiiry 50 mM Tris-Cl buferyje, pH 7,5. Viena pavyzdziy grupé turéjo 1
mg/ml jaucio serumo albumino. Po 30 min paimti méginiai ir tirtas jy lipazinis aktyvumas.
Aktyvumai iSreik$ti kaip procentai nuo kiekvieno pavyzdzio aktyvumo prie 0 min. Simboliy
paaiSkinimo ziturek Fig 9 aprase.
Figiira 12

Tulzies drusky jtaka rekombinantinés BSSL ir BSSL varianty inaktyvavimui tripsinu.
ISgryninta rekombinantiné pilno ilgio BSSL, BSSL variantai ir natyvi pieno BSSL (15 pl,
turintys 1-4 pg) pridéti i 60 ul 1,0 M Tris-Cl, pH 7,4, su 10 pg tripsino (TPCK-tripsin,
Boehringer-Mannheim) prie 25 °C, be (punktyriné linija) ir su (iStisiné linija) 10 mM

natrio cholatu. Po nurodyto laiko buvo paimti vienodo dydzio meéginiai ir iStirtas jy
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lipazinis aktyvumas. ReikSmés iSreikStos kaip procentai nuo reik$miy, gauty kontrolinése
inkubacijose be tripsino. Simboliy paai$kinimo zitr¢k Fig 9 aprase.

Figura 13 ‘
Plazmides pS317 gamybos biidas. Smulkiau Zitrek 3.1 skyriuje.

Figura 14
Plazmides pS312 sandaros schema.

Figura 15 -
Plazmidés pS317 sandaros schema.

Figura 16
Schema, vaizduojanti Zmogaus BSSL varianto genominés sandaros fizing padétj
WAP geno pimajame egzone, kaip apraSyta 3.1 skyriuje.

Figura 17

A. PCR pradmeny, vartoty identifikuojant transgeninius gyviinus, i§sidétymo schema.
5'-pradmuo iSsidésto prie WAP sekos, pradedant nuo 148 bp pozicijos pfieé WAP ir BSSL
varianto sujungimo taSka. 3'-pradmuo iSsidésto prie pirmo BSSL varianto introno, Kuris
baigiasi 400 bp Zemiau sujungimo tasko.

B. Vartoty PCR pradmeny sekos.

C. Potencialiy gyviiny-jkiirejy tipiSka PCR analizé agarozés gelyje. M: molekulinés
masés markeriai. 1 takelis: kontrolinis PCR produktas, gautas i§ plazmidés pS317. 2-13
takelis: PCR reakcijos, atliktos su DNR preparatais i§ potencialiy gyviiny-jkarejy.

Figiira 18

RNR, isskirtos i§ pS317 transgeninés pelés patelés jvairiy audiniy, Northern
blotingas. Audiniai i$skirti ketvirta laktacijos dieng. 10 pg visos RNR i kiekvieno audinio
tirta iSskyrus agaru-formaldehidu ir perkélus ant membrany bei hibridinant su 32p-
zymetaja Zzmogaus BSSL ¢cDNR. Takeliuose yra Mg:pieno liaukos; Li: kepeny; Ki: inksty;
Sp: bluznies; He: Sirdies; Lu: plauciy; Sg: seiliy liaukos; Br: smegeny. RNR dydis, iSreikstas
nukleotidais, pazymeétas kaireje.

Figura 19

Pieno, gauto i§ pS317 transgeniniy peliy, ir pilno ilgio cDNR vektoriaus pS314
transgeniniy peliy bei kontroliniy gyviny, Western blotingas. Bandiniai i$skirti SDS-
PAGE biudu ir perkelti | Immobilon filtrus bei atliktas imuninis blotingas, naudojant
atiseruma, gauta prie§ natyvig Zzmogaus BSSL. 1 takelis: molekulines mases markeriai; 2,3
ir 4 takeliai: 2 pl pieno i§ pS317 jkiiréjo #91 trijy F1 duktery (F1 30, 31, ir 33); 5 takelis: 2
ul pieno i§ pS314 jkiréjo #90; 6,7 ir 8 takeliai: 2 pl pieno i§ trijy neturin¢iy BSSL
transgeniniy gyviiny; 9 takelis: iSgryninta peliy BSSL; 10 takelis: iSgryninta Zmogaus natyvi
BSSL.
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SEKU APRASAS
BENDRA INFORMACIJA

PAREISKEJAL:

VARDAS: AB ASTRA

GATVE: Kvarnbergagatan 16
MIESTAS: Sodertalje

SALIS: Svedija

PASTO KODAS (ZIP): S-151 85
TELEFONAS: +46-8-5532 60 00
TELEFAKSAS: +46-8-5532 88 20
TELEKSAS: 19237 astra s

ISRADIMO PAVADINIMAS: Nauji polipeptidai
SEKU SKAICIUS: 9

KOMPIUTERIU NUSKAITOMA FORMA:

NESIKLIO TIPAS: Minkstasis diskas

KOMPIUTERIS: Suderinamas su IBM PC

OPERACINE SISTEMA: PC-DOS/MS-DOS
PROGRAMA: PatentIn Release #1.0, Versija #1.25 (EPO)

SEQ ID no: 1 inforMACIJA:

SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
ILGIS: 2428 baziy poros

TIPAS: nukleino riigstis
SUSIVIJIMAS: dvigubas
TOPOLOGIJA: linijiné

MOLEKULES TIPAS: cDNR, gauta i§ iRNR
HIPOTETINE: ne
ANTIPRASMINE: ne

ORIGINALO SALTINIS:
ORGANIZMAS: Homo sapiens
AUDINIO TIPAS: pieno liauka

YPATYBE:

VARDAS/RAKTAS: CDS

PADETIS: 82..2319

KITA INFORMACIJA: /produktas= , tulZies druskomis stimuliuojama lipazé“

YPATYBE:
VARDAS/RAKTAS: egzonas
PADETIS: 985 .. 1173

YPATYBE:
VARDAS/RAKTAS: egzonas
PADETIS: 1174 ..1377

YPATYBE:
VARDAS/RAKTAS: egzonas
PADETIS: 1378 .. 1575

YPATYBE:

VARDAS/RAKTAS: egzonas
PADETIS: 1576 .. 2415

YPATYBE:

VARDAS/RAKTAS: subrendgs peptidas
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(B) PADETIS: 151..2316

(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: polyA signalas
(B)  PADETIS: 2397 .. 2402

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimy sritis
(B) PADETIS: 1756 .. 2283

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: 5UTR
(B) PADETIS: 1..81

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1756 .. 1788

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1789..1821

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1822 .. 1854

(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1855 .. 1887

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1888 ..1920

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1921..1953

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1954 .. 1986

(ix) YPATYBE:
(A524) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1987 .. 2019

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 2020. . 2052

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 2053 .. 2085

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 2086 ..2118

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 2119..2151

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 2152..2184
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(ix) YPATYBE:

(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 2185 .. 2217

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B)  PADETIS: 2218 .. 2250

(ix) YPATYBE:
(A)  VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 2251..2283

(xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 1:

ACCTTCTGTA TCAGTTAAGT GTCAAGATGG AAGGAACAGC AGTCTCAAGA TAATGCAAAG 60
AGTTTATTCA TCCAGAGGCT G ATG CTC ACC ATG GGG CGC CTG CAA CTG GTT 111
Met Leu Thr Met Gly Arg Leu Gln Leu Val
-23 -20 -15
GTG TTG GGC CTC ACC TGC TGC TGG GCA GTG GCG AGT GCC GCG AAG CTG 159
Val Leu Gly Leu Thr Cys Cys Trp Ala Val Ala Ser Ala Ala Lys Leu
-10 -5 1 -
GGC GCC GTG TAC ACA GAA GGT GGG TTC GTG GAA GGC GTC AAT AAG AAG 207
Gly Ala Val Tyr Thr Glu Gly Gly Phe Val Glu Gly Val Asn Lys Lys
) 10 15
CTC GGC CTC CTG GGT GAC TCT GTG GAC ATC TTC AAG GGC ATC CCC TTC 255
Leu Gly Leu Leu Gly Asp Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly Ile Pro Phe
20 25 30 35
GCA GCT CCC ACC AAG GCC CTG GAA AAT CCT CAG CCA CAT CCT GGC TGG 303
Ala Ala Pro Thr Lys Ala Leu Glu Asn Pro Gln Pro His Pro Gly Trp
40 45 50
CAA GGG ACC CTG AAG GCC AAG AAC TTC AAG AAG AGA TGC CTG CAG GCC 351
Gln Gly Thr Leu Lys Ala Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys Leu Gln Ala
55 60 65
ACC ATC ACC CAG GAC AGC ACC TAC GGG GAT GAA GAC TGC CTG TAC CTC 399
Thr Ile Thr Gln Asp Ser Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys Leu Tyr Leu
70 75 80
AAC ATT TGG GTG CCC CAG GGC AGG AAG CAA GTC TCC CGG GAC CTG CCC 447
Asn Ile Trp Val Pro Gln Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg Asp Leu Pro
85 30 95
GTT ATG ATC TGG ATC TAT GGA GGC GCC TTC CTC ATG GGG TCC GGC CAT 495
Val Met Ile Trp Ile Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly Ser Gly His
100 . 105 110 115
GGG GCC AAC TTC CTC AAC AAC TAC CTG TAT GAC GGC GAG GAG ATC GCC 543
Gly Ala Asn Phe Leu Asn Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu Glu Ile Ala
120 125 - 130
ACA CGC GGA AAC GTC ATC GTG GTC ACC TTC AAC TAC CGT GTC GGC CCC 591
Thr Arg Gly Asn Val Ile Val Val Thr Phe. Asn Tyr Arg Val Gly Pro
135 140 145
CTT GGG TTC CTC AGC ACT GGG GAC GCC AAT CTG CCA GGT AAC TAT GGC 639
Leu Gly Phe Leu Ser Thr Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly Asn Tyr Gly
150 155 : 160
CTT CGG GAT CAG CAC ATG GCC ATT GCT TGG GTG AAG AGG AAT ATC GCG 687

Leu Arg Asp Gln His Met Ala Ile Ala Trp Val Lys Arg Asn Ile Ala
165 170 175
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GCC TTC GGG GGG GAC CCC AAC AAC ATC ACG CTC TTC GGG GAG TCT GCT 735
Ala Phe Gly Gly Asp Pro Asn Asn Ile Thr Leu Phe Gly Glu Ser Ala
180 5 185 190 195
GGA GGT GCC AGC GTC TCT CTG CAG ACC CTC TCC CCC TAC AAC AAG GGC 783
Gly Gly Ala Ser Val Ser Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tyr Asn Lys Gly
200 205 210
CTC ATC CGG CGA GCC ATC AGC CAG AGC GGC GTG GCC CTG AGT CCC TGG - 831
Leu Ile Arg Arg Ala Ile Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu Ser Pro Trp
215 220 225
GTC ATC CAG AAA AAC CCA CTC TTC TGG GCC AAA AAG GTG GCT GAG AAG 879
Val Ile Gln Lys Asn Pro Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val Ala Glu Lys
230 235 240
GTG GGT TGC CCT GTG GGT GAT GCC GCC AGG ATG GCC CAG TGT CTG AAG 927
Val Gly Cys Pro Val Gly Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln Cys Leu Lys
245 250 255
GTT ACT GAT CCC CGA GCC CTG ACG CTG GCC TAT AAG GTG CCG CTG GCA 975
Val Thr Asp Pro Arg Ala Leu Thr Leu Ala Tyr Lys Val Pro Leu Ala
260 265 270 275
GGC CTG GAG TAC CCC ATG CTG CAC TAT GTG GGC TTC GTC CCT GTC ATT 1023
Gly Leu Glu Tyr Pro Met Leu His Tyr Val Gly Phe Val Pro Val Ile
280 285 290
GAT GGA GAC TTC ATC CCC GCT GAC CCG ATC AAC CTG TAC GCC AAC GCC 1071
Asp Gly Asp Phe Ile Pro Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr Ala Asn Ala
295 300 305
GCC GAC ATC GAC TAT ATA GCA GGC ACC AAC AAC ATG GAC GGC CAC ATC 1119
Ala Asp Ile Asp Tyr Ile Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp Gly His Ile
310 315 320
TTC GCC AGC ATC GAC ATG CCT GCC ATC AAC AAG GGC AAC AAG AAA GTC 1167
Phe Ala Ser Ile Asp Met Pro Ala Ile Asn Lys Gly Asn Lys Lys Val
328 330 335
ACG GAG GAG GAC TTC TAC AAG CTG GTC AGT GAG TTC ACA ATC ACC AAG 1215
Thr Glu Glu Asp Phe Tyr Lys Leu Val Ser Glu Phe Thr Ile Thr Lys
340 345 350 355
GGG CTC AGA GGC GCC AAG ACG ACC TTT GAT GTC TAC ACC GAG TCC TGG 1263
Gly Leu Arg Gly 2la Lys Thr Thr Phe Asp Val Tyr Thr Glu Ser Trp
360 365 370
GCC CAG GAC CCA TCC CAG GAG AAT AAG AAG AAG ACT GTG GTG GAC TTT 1311
Ala ‘Gln Asp Pro Ser Gln Glu Asn Lys Lys Lys Thr Val Val Asp Phe
375 380 385
GAG ACC GAT GTC CTC TTC CTG GTG CCC ACC GAG ATT GCC CTA GCC CAG 1359
Glu Thr Asp Val Leu Phe Leu Val Pro Thr Glu Ile Ala Leu Ala Gln
390 ' 395 400
CAC AGA GCC AAT GCC AAG AGT GCC AAG ACC TAC GCC TAC CTG TTT TCC 1407
His Arg Ala Asn Ala Lys Ser Ala Lys Thr Tyr Ala Tyr Leu Phe Ser
. 405 410 415
CAT CCC TCT CGG ATG CCC GTC TAC CCC AAA TGG GTG GGG GCC GAC CAT 1455
His Pro Ser Arg Met Pro Val Tyr Pro Lys Trp Val Gly Ala Asp His
420 425 430 435
GCA GAT GAC ATT CAG TAC GTT TTC GGG AAG CCC TTC GCC ACC CCC ACG 1503

Ala Asp Asp Ile Gln Tyr Val Phe Gly Lys Pro Phe Ala Thr Pro Thr
440 445 450
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GGC TAC CGG CCC CAA GAC AGG ACA GTC TCT AAG GCC ATG ATC GCC TAC 1551
Gly Tyr Arg Pro Gln Asp Arg Thr Val Ser Lys Ala Met Ile Ala Tyr
455 460 465

TGG ACC AAC TTT GCC AAA ACA GGG GAC CCC AAC ATG GGC GAC TCG GCT 1599
Trp Thr Asn Phe Ala Lys Thr Gly Asp Pro Asn Met Gly Asp Ser Ala
470 475 480

GTG CCC ACA CAC TGG GAA CCC TAC ACT ACG GAA AAC AGC GGC TAC CTG . 1647
Val Pro Thr His Trp Glu Pro Tyr Thr Thr Glu Asn Ser Gly Tyr Leu
485 490 495

GAG ATC ACC AAG AAG ATG GGC AGC AGC TCC ATG AAG CGG AGC CTG AGA 1695
Glu Ile Thr Lys Lys Met Gly Ser Ser Ser Met Lys Arg Ser Leu Arg
500 505 510 515

ACC AAC TTC CTG CGC TAC TGG ACC CTC ACC TAT CTG GCG CTG CCC ACA 1743
Thr Asn Phe Leu Arg Tyr Trp Thr Leu Thr Tyr Leu Ala Leu Pro Thr
520 525 530

GTG ACC GAC CAG GAG GCC ACC CCT GTG CCC CCC ACA GGG GAC TCC GAG 1791
Val Thr Asp Gln Glu Ala Thr Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu
535 540 545

GCC ACT CCC GTG CCC CCC ACG GGT GAC TCC GAG ACC GCC CCC GTG CCG 1839
Ala Thr Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Pro
550 : 555 560

CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC CCC CCC GTG CCG CCC ACG GGT GAC TCC 1887
Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser
S65 570 575

GGG GCC CCC CCC GTG CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC CCC CCC GTG 1935
Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val
580 585 590 595

CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC CCC CCC GTG CCG CCC ACG GGT GAC 1983
Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp
600 605 610

TCC GGG GCC CCC CCC GTG CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC CCC CCC 2031
Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro
615 620 625

GTG CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGC GCC CCC CCC GTG CCG CCC ACG GGT 2079
Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly
630 635 640

GAC GCC GGG CCC CCC CCC GTG CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGC GCC CcccC 2127
Asp ‘Ala Gly Pro Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro
645 - 650 655

CCC GTG CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC CCC CCC GTG ACC CCC ACG 2175
Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Thr Pro Thr
660 - o 665 670 675

GGT GAC TCC GAG ACC GCC CCC GTG CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC 2223
Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala
o 680 685 690

CCC CCT GTG CCC CCC ACG GGT GAC TCT GAG GCT GCC CCT GTG CCC ccCcC 2271
Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu Ala Ala Pro Val Pro Pro
695 700 ' 705

ACA GAT GAC TCC AAG GAA GCT CAG ATG CCT GCA GTC ATT AGG TTT TAGCGTCCCA
2326
Thr Asp Asp Ser Lys Glu Ala Gln Met Pro Ala Val Tle Arg Phe

710 715 720
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TGAGCCTTGG TATCAAGAGG CCACAAGAGT GGGACCCCAG GGGCTCCCCT CCCATCTTGA 2386

GCTCTTCCTG AATAAAGCCT CATACCCCTA AAAAAAAAAA AA 2428

3) SWQ ID NO: 2 INFORMACIJA:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 745 aminoriigstys
(B) TIPAS: aminoriigitis
D) TOPOLOGIJA: linijiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 2:

Met Leu Thr Met Gly Arg Leu Gln Leu Val Val Leu Gly Leu Thr Cys
-23 -20 -15 -10

Cys Trp Ala Val Ala Ser Ala Ala Lys Leu Gly Ala Val Tyr Thr Glu
-5 1 5

Gly Gly Phe Val Glu Gly Val Asn Lys Lys Leu Gly Leu Leu Gly Asp
10 15 20 _ 25

Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly Ile Pro Phe Ala Ala Pro Thr Lys Ala
30 35 40

Leu Glu Asn Pro Gln Pro His Pro Gly Trp Gln Gly Thr Leu Lys Ala
45 50 55

Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys Leu Gln Ala Thr Ile Thr Gln Asp Ser
60 65 70

Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys Leu Tyr Leu Asn Ile Trp Val Pro Gln _
75 80 85

Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg Asp Leu Pro Val Met Ile Trp Ile Tyr
90 95 100 105

Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly Ser Gly His Gly Ala Asn Phe Leu Asn
. 110 115 120

Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu Glu Ile Ala Thr Arg Gly Asn Val Ile
125 130 135

Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg Val Gly Pro Leu Gly Phe Leu Ser Thr
140 145 150

Gly ‘Asp Ala Asn Leu Pro Gly Asn Tyr Gly Leu Arg Asp Gln His Met
155 - 160 165

Ala Ile Ala Trp Val Lys Arg Asn Ile Ala Ala Phe Gly Gly Asp Pro
170 175 . 180 185

Asn Asn Ileu Thr Leu Phe Gly Glu Ser Ala Gly Gly Ala Ser Val Ser
- 190 . 195 200

Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tyr Asn Lys Gly Leu Ile Arg Arg Ala Ile
205 210 215

Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu Ser Pro Trp Val Ile Gln Lys Asn Pro
220 225 , 230

Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val Ala Glu Lys Val Gly Cys Pro Val Gly
235 240 245
32

Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln Cys Leu Lys Val Thr Asp Pro Arg Ala
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250 255 260 265

Leu Thr Leu Ala Tyr Lys Val Pro Leu Ala Gly Leu Glu Tyr Pro Met
© 270 275 280

Leu His Tyr Val Gly Phe Val Pro Val Ile Asp Gly Asp Phe Ile Pro
285 290 295

Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr Ala Asn Ala Ala Asp Ile Asp Tyr Ile
300 305 310

Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp Gly His Ile Phe Ala Ser Ile Asp Met
315 320 325 ‘

Pro Ala Ile Asn Lys Gly Asn Lys Lys Val Thr Glu Glu Asp Phe Tyr
330 335 340 345

Lys Leu Val Ser Glu Phe Thr Ile Thr Lys Gly Leu Arg Gly Ala Lys
350 35S 360

Thr Thr Phe Asp Val Tyr Thr Glu Ser Trp Ala Gln Asp Pro Ser Gln
365 370 375

Glu Asn Lys Lys Lys Thr Val Val Asp Phe Glu Thr Asp Val Leu Phe
380 385 390

Leu Val Pro Thr Glu Ile Ala Leu Ala Gln His Arg Ala Asn Ala Lys
395 400 405

Ser Ala Lys Thr Tyr Ala Tyr Leu Phe Ser His Pro Ser Arg Met Pro
410 415 420 425

Val Tyr Pro Lys Trp Val Gly Ala Asp His Ala Asp Asp Ile Gln Tyr
430 435 440

Val Phe Gly Lys Pro Phe Ala Thr Pro Thr Gly Tyr Arg Pro Gln Asp
445 450 455

Arg Thr Val Ser Lys Ala Met Ile Ala Tyr Trp Thr Asn Phe Ala Lys
460 465 470

Thr Gly Asp Pro Asn Met Gly Asp Ser Ala Val Pro Thr His Trp Glu
475 480 485

Pro Tyr Thr Thr Glu Asn Ser Gly Tyr Leu Glu Ile Thr Lys Lys Met
490 495 500 505

Gly Ser Ser Ser Met Lys Arg Ser Leu Arg Thr Asn Phe Leu Arg Tyr
510 515 520

Trp Thr Leu Thr Tyr Leu Ala Leu Pro Thr Val Thr Asp Gln Glu Ala
525 530 535

Thr Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu Ala Thr Pro Val Pro Pro
540 ’ 545 550

Thr Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly
558 560 565

Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro
570 575 580 585

Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser
: 590 595" 600

Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val
605 610 33 615
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Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp

620 625 630
Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ala Gly Pro Pro Pro
635 640 645
Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly
650 655 660 665
Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Thr Pro Thr Gly Asp Ser Glu Thr Ala
670 ) 675 680
Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr
685 690 695
Gly Asp Ser Glu Ala Ala Pro Val Pro Pro Thr Asp Asp Ser Lys Glu
700 705 710
Ala Gln Met Pro Ala Val Ile Arg Phe
715 720
2) SEQ ID NO: 3 INFORMACIJA:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
A) ILGIS: 722 aminoriigstys
(B) TIPAS: aminoriigitis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(iii) HIPOTETINE: ne
(vi) ORIGINALO SALTINIS:
A) ORGANIZMAS: Homo sapiens
(F) AUDINIO TIPAS: pieno liauka
(xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 3:

Ala Lys Leu Gly Ala Val Tyr Thr Glu Gly Gly Phe Val Glu Gly Val
1 5 10 - 15

Asn Lys Lys Leu Gly Leu Leu Gly Asp Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly
20 25 30

Ile Pro Phe Ala Ala Pro Thr Lys Ala Leu Glu Asn Pro Gln Pro His
35 40 45

Pro Gly Trp Gln Gly Thr Leu Lys Ala Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys
50 - 55 60

Leu Gln Ala Thr Ile Thr Gln.Asp Ser Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys
€5 ; 70 75 80

Lau Tyr Leu Asn Ile.Trp Val Pro Gln Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg
85 90 95

Asp Leu Pro Val Met Ile Trp Ile Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly
100 - 105 110

Ser Gly His Gly Ala Asn Phe Leu Asn Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu
. 115 i 120 ! 125

Glu Ile Ala Thr Arg Gly Asn Val Ile Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg
130 135 34 140
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Val Gly Pro Leu Gly Phe Leu Ser Thr Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Gly'Leu Arg Asp Gln His Met Ala Ile Ala Trp Val Lys Arg
165 170 175

Asn Ile Ala Ala Phe Gly Gly Asp Pro Asn Asn Ile Thr Leu Phe Gly
180 185 190

Glu Ser Ala Gly Gly Ala Ser Val Ser Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tyr
195 200 205

Asn Lys Gly Leu Ile Arg Arg Ala Ile Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu
210 215 220

Ser Pro Trp Val Ile Gln Lys Asn Pro Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val
225 230 235 240

Ala Glu Lys Val Gly Cys Pro Val Gly Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln
245 250 255

Cys Leu Lys Val Thr Asp Pro Arg Ala Leu Thr Leu Ala Tyr Lys Val
260 265 270

Pro Leu Ala Gly Leu Glu Tyr Pro Met Leu His Tyr Val Gly Phe Val
275 280 285

Pro Val Ile Asp Gly Asp Phe Ile Pro Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr
290 295 300

Ala Asn Ala Ala Asp Ile Asp Tyr Ile Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp
305 310 315 320

Gly His Ile Phe Ala Ser Ile Asp Met Pro Ala Ile Asn Lys Gly Asn
325 330 335

Lys Lys Val Thr Glu Glu Asp Phe Tyr Lys Leu Val Ser Glu Phe Thr
340 345 350

Ile Thr Lys Gly Leu Arg Gly Ala Lys Thr Thr Phe Asp Val Tyr Thr
355 360 365

Glu Ser Trp Ala Gln Asp Pro Ser Gln Glu Asn Lys Lys Lys Thr Val
370 375 380

Val Asp Phe Glu Thr Asp Val Leu Phe Leu Val Pro Thr Glu Ile Ala
385 390 395 400

Leu Ala Gln His Arg Ala Asn Ala Lys Ser Ala Lys Thr Tyr Ala Tyr
: 405 . 410 415

Leu Phe sef His Pro Ser Arg Met Pro Val Tyr Pro Lys Trp Val Gly
420 425 430
Ala Asp His Ala Asp Asp Ile Gln Tyr Val Phe Gly Lys Pro Phe Ala
435 440 445

Thr Pro Thr Gly Tyr.Arg Pro Gln Asp Arg Thr Val Ser Lys Ala Met
450 455 460

Ile Ala Tyr Trp Thr Asn Phe Ala Lys Thr Gly Asp Pro Asn Met Gly
465 . ) 470 475 480

-Asp Ser Ala Val Pro Thr His Trp Glu' Pro Tyr Thr Thr Glu Asn Ser
485 490 495

Gly Tyr Leu Glu Ile Thr Lys Lys MelSGIy Ser Ser Ser Met Lys Arg
500 505 510
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Ser Leu Arg Thr Asn Phe Leu Arg Tyr Trp Thr Leu Thr Tyr Leu Ala
515 520 525

Leu Pro Thr Val Thr Asp Gln Glu Ala Thr Pro Val Pro Pro Thr Gly
530 535 540

Asp Ser Glu Ala Thr Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu Thr Ala
545 550 555 560

Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr
565 570 575

Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala
580 585 590

Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro
595 600 605

Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly
610 615 620

Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro
625 630 635 . 640

Pro Thr Gly Asp Ala Gly Pro Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser
645 650 655

Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val
660 665 670

Thr Pro Thr Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp
675 680 685

Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu Ala Ala Pro
690 695 700 _

Val Pro Pro Thr Asp Asp Ser Lys Glu Ala Gln Met Pro Ala Val Ile
705 710 715 720

Arg Phe

) SEQ ID NO: 4 INFORMACIJA:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 535 aminoriigitys
(B) TIPAS: aminoriigitis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii). MOLEKULES TIPAS: baltymas
(iii) HIPOTETINE: ne
(vi) ORIGINALO SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Homo sapiens
(F) AUDINIO TIPAS: pieno liauka
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: Peptidas
(B) PADETIS: 1..535
(D) KITA INFORMACIJA: / Zymé= Variantas_A
- (xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 4:

Ala Lys Leu Gly Ala Val Tyr Thr G%ﬁsGly Gly Phe Val Glu Gly Val
1 5 10 15
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Asn Lys Lys Leu Gly Leu Leu Gly Asp Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly

20 25 30

Ile Pro Phe Ala Ala Pro Thr Lys Ala Leu Glu Asn Pro Gln Pro His
35 40 45

Pro Gly Trp Gln Gly Thr Leu Lys Ala Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys
50 55 60

Leu Gln Ala Thr Ile Thr Gln Asp Ser Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Asn Ile Trp Val Pro Gln Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg
85 S0 95

Asp Leu Pro Val Met Ile Trp Ile Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly
100 105 110

Ser Gly His Gly Ala Asn Phe Leu Asn Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu
115 120 125

Glu Ile Ala Thr Arg Gly Asn Val Ile Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg
130 135 140

Val Gly Pro Leu Gly Phe Leu Ser Thr Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Gly Leu Arg Asp Gln His Met Ala Ile Ala Trp Val Lys Arg
165 170 175

Asn Ile Ala Ala Phe Gly Gly Asp Pro Asn Asn Ile Thr Leu Phe Gly
180 185 190

Glu Ser Ala Gly Gly Ala Ser Val Ser Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tvr
195 200 205

Asn Lys Gly Leu Ile Arg Arg Ala Ile Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu
210 215 220

Ser Pro Trp Val Ile Gln Lys Ash Pro Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val
225 230 235 240

Ala Glu Lys Val Gly Cys Pro Val Gly Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln
245 250 255

Cys Leu Lys Val Thr Asp Pro Arg Ala Leu Thr Leu Ala Tyr Lys Val
260 265 270

Pro Leu Ala Gly Leu Glu Tyr Pro Met Leu His Tyr Val Gly Phe Val
275 280 . 285

Pro Val Ile 'Asp Gly Asp Phe Ile Pro Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr
290 295 300

Ala Asn.Ala Ala Asp Ile Asp T&r Ile Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp
305 310 315 320

.Gly His Ile Phe Ala Ser Ile Asp Met Pro Ala Ile Asn Lys Gly Asn
’ 325 330 335

Lys Lys Val Thr Glu Glu Asp Phe Tyr Lys Leu Val Ser Glu Phe Thr
: 340 . 345 350

Ile Thr Lys Gly Leu Arg Gly Ala Lys Thr Thr Phe Asp Val Tyr Thr
355 360 365

Glu Ser Trp Ala Gln Asp Pro Ser Gln Iflu Asn Lys Lys Lys Thr Val
370 375 380
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Val Asp Phe Glu Thr Asp Val Leu Phe Leu Val Pro Thr Glu Ile Ala
385 390 395 400

Leu Ala Gln His Arg Ala Asn Ala Lys Ser Ala Lys Thr Tyr Ala Tyr
405 410 415

Leu Phe Ser His Pro Ser Arg Met Pro Val Tyr Pro Lys Trp Val Gly
420 425 430 ‘

Ala Asp His Ala Asp Asp Ile Gln Tyr Val Phe Gly Lys Pro Phe Ala
435 . 440 445

Thr Pro Thr Gly Tyr Arg Pro Gln Asp Arg Thr Val Ser Lys Ala Met
450 455 460

Ile Ala Tyr Trp Thr Asn Phe Ala Lys Thr Gly Asp Pro Asn Met Gly
465 470 475 480

Asp Ser Ala Val Pro Thr His Trp Glu Pro Tyr Thr Thr Glu Asn Ser
485 490 495

Gly Tyr Leu Glu Ile Thr Lys Lys Met Gly Ser Ser Ser Met Lys Arg
500 505 510 .

Ser Leu Arg Thr Asn Phe Leu Arg Tyr Trp Thr Leu Thr Tyr Leu Ala
S15 520 525

Leu Pro Thr Val Thr Asp Gln
530 535

o)) SEQ ID NO: 5 INFORMACIJA:
@) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 546 aminoriigitys

B) TIPAS: aminoriigitis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(iif) HIPOTETINE: ne
(vi) ORIGINALO SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Homo sapiens
(F) AUDINIO TIPAS: Pieno liauka
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: Peptidas
(B) PADETIS: 1..546
(D) KITA INFORMACIJA: / #ymé= Variantas B

(xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 5

Ala Lys Leu Gly Ala Val Tyr .-Thr Glu Gly Gly Phe Val Glu Gly Val
1 - 5 10 15

Asn Lys Lys Leu Gly Leu Leu Gly Asp Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly
20 25 30

Ile Pro Phe Ala Ala Pro Thr Lys Ala Leu Glu Asn Pro Gln Pro His
35 s 40 45

Pro Gly Trp Gln Gly Thr Leu Lys Ala Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys
S0 58 ' 60

Leu Gln Ala Thr Ile Thr Gln Asp Ser Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys
65 70 38 75 80
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Leu Tyr Leu Asn Ile Trp Val Pro Gln Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg
. 85 90 95

Asp Leu Pro Val Met Ile Trp Ile Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly
100 105 110

Ser Gly His Gly Ala Asn Phe Leu Asn Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu
115 120 125 :

Glu Ile Ala Thr Arg Gly Asn Val Ile Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg
130 - 135 140:

Val Gly Pro Leu Gly Phe Leu Ser Thr Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Gly Leu Arg Asp Gln His Met Ala Ile Ala Trp Val Lys Arg
165 170 175

Asn Ile Ala Ala Phe Gly Gly Asp Pro Asn Asn Ile Thr Leu Phe Gly
180 185 190

Glu Ser Ala Gly Gly Ala Ser Val Ser Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tvr
195 200 205 ;

Asn Lys Gly Leu Ile Arg Arg Ala Ile Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu
210 215 220

Ser Pro Trp Val Ile Gln Lys Asn Pro Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val
225 230 235 240

Ala Glu Lys Val Gly Cys Pro Val Gly Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln
245 250 255

Cys Leu Lys Val Thr Asp Pro Arg Ala Leu Thr Leu Ala Tyr Lys Val
. 260 265 270 '

Pro Leu Ala Gly Leu Glu Tyr Pro Met Leu His Tyr Val Gly Phe Val
275 280 285

Pro Val Ile Asp Gly Asp Phe Ile Pro Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr
290 295 300

Ala Asn Ala Ala Asp Ile Asp Tyr Ile Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp
305 310 315 320

Gly His Ile Phe Ala Ser Ile Asp Met Pro Ala Ile Asn Lys Gly Asn
325 330 335

Lys Lys Val Thr Glu Glu Asp Phe Tyr Lys Leu Val Ser Glu Phe Thr
340 345 350

Ile Thr Lys Gly Leu Arg Gly Ala Lys Thr Thr Phe Asp Val Tyr Thr
355 360 365

Glu Ser Trp Ala Gln Asp Pro Ser Gln Glu Asn Lys Lys Lys Thr Val
370 375 380

Val Asp Phe Glu Thr Asp Val Leu Phe Leu Val Pro Thr Glu Ile Ala
385 390 395 400

Leu Ala Gln His Arg Ala Asn Ala Lys Ser Ala Lys Thr Tyr Ala Tyr
. 405 410 415

Leu Phe Ser His Pro Ser Arg Met Pré Val Tyr Pro Lys Trp Val Gly
420 425 430

Ala Asp His Ala Asp Asp Ile Gln T$? Val Phe Gly Lys Pro Phe Ala
435 440 445
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Thr Pro Thr Gly Tyr Arg Pro Gln Asp Arg Thr Val Ser Lys Ala Met

450 455 460
Ile Ala Tyr'Trp Thr Asn Phe Ala Lys Thr Gly Asp Pro Asn Met Gly
465 ' 470 475 480
Asp Ser Ala Val Pro Thr His Trp Glu Pro Tyr Thr Thr Glu Asn Ser
485 490 495
Gly Tyr Leu Glu Ile Thr Lys Lys Met Gly Ser Ser Ser Met Lys Arg
500 _ 505 510
Ser Leu Arg Thr Asn Phe Leu Arg Tyr Trp Thr Leu Thr Tyr Leu Ala
515 520 525
Leu Pro Thr Val Thr Asp Gln Lys Glu Ala Gln Met Pro Ala Vval Ile
530 535 540
Arg Phe
545
(2) SEQ ID NO: 6 INFORMACIJA:
6] SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 568 aminortigstys
(B) TIPAS: aminoriigstis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(iii) - HIPOTETINE: ne
(vi) ORIGINALO SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Homo sapiens
(F AUDINIO TIPAS: Pieno liauka
(ix) YPATYBE:

(A) VARDAS/RAKTAS: Peptidas
(B) PADETIS: 1.. 568
(D) KITA INFORMACIJA: / #ymé= Variantas C

(xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 6

Ala Lys Leu Gly Ala Val Tyr Thr Glu Gly Gly Phe Val Glu Gly Val
1 5 10 15

Asn Lys Lys Leu Gly Leu Leu Gly Asp Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly
20 25 30

Ile Pro Phe Ala Ala Pro Thr Lys Ala Leu Glu Asn Pro Gln Pro His
35 40 45

Pro Gly Trp Gln Gly Thr Leu .lLys Ala Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys
50 ’ 55 60

Leu Gln Ala Thr Ile.Thr Gln Asp Ser Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys
65 ) 70 75 80

Leu Tyr Leu Asn Ile Trp Val Pro Gln Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg
85 90 95

Asp Leu Pro Val Met Ile Trp Ile Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly
100 105° 110

Ser Gly His Gly Ala Asn Phe Leu As& Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu
115 120 0
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Glu Ile Ala Thr Arg Gly Asn Val Ile Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg
130 . 135 140

Val Gly Pro Leu Gly Phe Leu Ser Thr Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Gly Leu Arg Asp Gln His Met Ala Ile Ala Trp Val Lys Arg
165 170 175

Asn Ile Ala Ala Phe Gly Gly Asp Pro Asn Asn Ile Thr Leu Phe Gly
180 - 185 190

Glu Ser Ala Gly Gly Ala Ser Val Ser Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tyr
195 200 205

Asn Lys Gly Leu Ile Arg Arg Ala Ile Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu
210 215 220

Ser Pro Trp Val Ile Gln Lys Asn Pro Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val
225 230 235 240

Ala Glu Lys Val Gly Cys Pro Val Gly Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln
245 250 255

Cys Leu Lys Val Thr Asp Pro Arg Ala Leu Thr Leu Ala Tyr Lys Val
260 265 270

Pro Leu Ala Gly Leu Glu Tyr Pro Met Leu His Tyr Val Gly Phe Val
275 280 285

Pro Val Ile Asp Gly Asp Phe Ile Pro Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr
290 295 300

Ala Asn Ala Ala Asp Ile Asp Tyr Ile Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp
305 310 315 - 320

Gly His Ile Phe Ala Ser Ile Asp Met Pro Ala Ile Asn Lys Gly Asn
325 330 335

Lys Lys Val Thr Glu Glu Asp Phe Tyr Lys Leu Val Ser Glu Phe Thr
340 345 350

Ile Thr Lys Gly Leu Arg Gly Ala Lys Thr Thr Phe Asp Val Tyr Thr
355 360 365

Glu Ser Trp Ala Gln Asp Pro Ser Gln Glu Asn Lys Lys Lys Thr Val
370 375 380

Val Asp Phe Glu Thr Asp Val Leu Phe Leu Val Pro Thr Glu Ile Ala
385 390 : 395 400

Leu Ala Gln His Arg Ala Asn Ala Lys Ser Ala Lys Thr Tyr Ala Tyr
405 410 415

Leu Phe Ser His Pro Ser Arg Met Pro Val Tyr Pro Lys Trp Val Gly
420 425 430

Ala Asp His Ala Asp Asp Ile Gln Tyr Val Phe Gly Lys Pro Phe Ala
435 440 445

Thr Pro Thr Gly Tyr Arg Pro Gln Asp Arg Thr Val Ser Lys Ala Met
450 455 460

Ile Ala Tyr Trp Thr Asn Phe Ala Lyé'Thr Gly Asp Pro Asn Met Gly
465 470 475 480

Asp Ser Ala Val Pro Thr His Trp ¢l pro Tyr Thr Thr Glu Asn Ser
485 490 495
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Gly Tyr Leu Glu Ile Thr Lys Lys Met Gly Ser Ser Ser Met Lys Arg

500 505 510

Ser Leu Arg‘Thr Asn Phe Leu Arg Tyr Trp Thr Leu Thr Tyr Leu Ala

515 520 525
Leu Pro Thr Val Thr Asp Gln Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly

530 535 540
Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Lys Glu Ala
545 550 555 560
Gln Met Pro Ala Val Ile Arg Phe
565
(2) SEQID NO: 7 INFORMACIJA:
(6] SEKOS CHARAKTERISTIKOS:

(A) ILGIS: 722 aminoriigstys
(B) TIPAS: aminoriigitis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas
(iif) HIPOTETINE: ne
(vi) - ORIGINALO SALTINIS:

(A) ORGANIZMAS: Homo sapiens
F) AUDINIO TIPAS: Pieno liauka

(ix) YPATYRBE:

(A) VARDAS/RAKTAS: Peptidas

(B) PADETIS: 1..722

(D) KITA INFORMACIJA: / fymé= Variantas N
(xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 7

Ala Lys Leu Gly Ala Val Tyr Thr Glu Gly Gly Phe Val Glu Gly Val
1 5 10 15

Asn Lys Lys Leu Gly Leu Leu Gly Asp Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly
: 20 25 30

Ile Pro Phe Ala Ala Pro Thr Lys Ala Leu Glu Asn Pro Gln Pro His
35 40 45

Pro Gly Trp Gln Gly Thr Leu Lys Ala Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys
50 55 60

Leu Gln Ala Thr Ile Thr Gln Asp Ser Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys
65 - 70 75 80

Leu Tyr Leu Asn Ile Trp Val Pro Gln Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg
- 85 90 95

Asp Leu Pro Val Met Ile Trp Ile Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly
100 105 110

Ser Gly His Gly Ala Asn Phe Leu Asn Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu
115 - 120 125

Glu Ile Ala Thr Arg Gly Asn Val Ile Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg
130 135 140

Val Gly Pro Leu Gly Phe Leu Ser Thr Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly
145 150 42 155 160
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Asn Tyr Gly Leu Arg Asp Gln His Met Ala Ile Ala Trp Val Lys Arg
165 170 178

Asn Ile Ala Ala Phe Gly Gly Asp Pro Asn Gln Ile Thr Leu Phe Gly
180 185 130

Glu Ser Ala Gly Gly Ala Ser Val Ser Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tyr
195 200 205 .

Asn Lys Gly Leu Ile Arg Arg Ala Ile Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu
210 . 215 220

Ser Pro Trp Val Ile Gln Lys Asn Pro Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val
225 230 235 240

Ala Glu Lys Val Gly Cys Pro Val Gly Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln
245 250 255

Cys Leu Lys Val Thr Asp Pro Arg Ala Leu Thr Leu Ala Tyr Lys Val
260 265 270

Pro Leu Ala Gly Leu Glu Tyr Pro Met Leu His Tyr Val Gly Phe Val
27S 280 285 :

Pro Val Ile Asp Gly Asp Phe Ile Pro Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr
290 295 300

Ala Asn Ala Ala Asp Ile Asp Tyr Ile Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp
305 310 315 320

Gly His Ile Phe Ala Ser Ile Asp Met Pro Ala Ile Asn Lys Gly Asn
325 330 335

Lys Lys Val Thr Glu Glu Asp Phe Tyr Lys Leu Val Ser Glu Phe Thr
340 345 350

Ile Thr Lys Gly Leu Arg Gly Ala Lys Thr Thr Phe Asp Val Tyr Thr
3558 360 365

Glu Ser Trp Ala Gln Asp Pro Ser Gln Glu Asn Lys Lys Lys Thr Val
370 378 380

Val Asp Phe Glu Thr Asp Val Leu Phe Leu Val Pro Thr Glu Ile Ala
385 390 395 400

Leu Ala Gln His Arg Ala Asn Ala Lys Ser Ala Lys Thr Tyr Ala Tyr
405 410 415

Leu Phe Ser His Pro Ser Arg Met Pro Val Tyr Pro Lys Trp Val Gly
420 425 430

Ala Asp His Ala Asp Asp Ile Gln Tyr Val Phe Gly Lys Pro Phe Ala
435 440 445

Thr Pro Thr Gly Tyr Arg Pro Gln Asp Arg Thr Val Ser Lys Ala Met
450 455 460

Ile Ala Tyr Trp Thr Asn Phe Ala Lys Thr Gly Asp Pro Asn Met Gly
465 470 475 480

Asp Ser Ala Val Pro Thr His Trp Glu Pro Tyr Thr Thr Glu Asn Ser
485 490 495

Gly Tyr Leu Glu Ile Thr Lys Lys Met Gly Ser Ser Ser Met Lys Arg
500 505 510

Ser Leu Arg Thr Asn Phe Leu Arg Ty§3Trp Thr Leu Thr Tyr Leu Ala
515 520 525
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Leu Pro Thr Val Thr Asp Gln Glu Ala Thr Pro Val Pro Pro Thr Gly
530 . S35 540

Asp Ser Glu Ala Thr Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu Thr Ala
545 550 555 560

Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr
565 570 575

Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala
580 - 585 590

Pro Pro Vdl Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro
595 600 605

Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly
610 615 620

Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro
625 630 635 640

Pro Thr Gly Asp Ala Gly Pro Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser
645 650 655

Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro Val
660 665 670

Thr Pro Thr Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp

675 680 685
Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu Ala Ala Pro
690 695 700
Val Pro Pro Thr Asp Asp Ser Lys Glu Ala Gln Met Pro Ala Vval Ile
705 710 715 ©720
Arg Phe
2) SEQ ID NO: 8 INFORMACIJA:
6)) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 2184 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigitis
©) SUSIVIJIMAS: dvigubas
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: DNR (genominé)
(iii) - HIPOTETINE: ne
(iii) ANTIPRASMINE: ne
(vi) ORIGINALO SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Homo sapiens
(F) AUDINIO TIPAS: pieno liauka
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: CDS
(B) PADETIS: 82. . 2088
(D) - KITA INFORMACIJA: fzymé= Variantas T
(ix) YPATYBE: .
(A) VARDAS/RAKTAS: subrendgs peptidas
(B) PADETIS: 151 .. 2085
(ix) YPATYBE: 44

(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimy sritis
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(B) PADETIS: 1756 . . 2052
(ix) - YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1756..1788
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1789 . . 1821
(ix) - YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1822. . 1854
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1855 . . 1887
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1888..1920
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1921 .. 1953 '
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1954 . . 1986
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 1987 . . 2019
(ix) YPATYBE:
(A) VARDAS/RAKTAS: pasikartojimo vienetas
(B) PADETIS: 2020 . . 2052
(xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 8
ACCTTCTGTA TCAGTTAAGT GTCAAGATGG AAGGAACAGC AGTCTCAAGA TAATGCAAAG 60
AGTTTATTCA TCCAGAGGCT G ATG CTC ACC ATG GGG CGC CTG CAA CTG GTT 111
Met Leu Thr Met Gly Arg Leu Gln Leu Val
-23 -20 -15
GTG TTG GGC CTC ACC TGC TGC TGG GCA GTG GCG AGT GCC GCG AAG CTG 159
Val Leu Gly Leu Thr Cys Cys Trp Ala Val Ala Ser Ala Ala Lys Leu
-10 -5 1
GGC GCC GTG TAC ACA GAA GGT GGG TTC GTG GAA GGC GTC AAT AAG AAG 207
Gly Ala Val Tyr Thr Glu Gly Gly Bhe Val Glu Gly Val Asn Lys Lys
) - 10 15
CTC GGC CTC CTG GGT GAC TCT GTG GAC ATC TTC AAG GGC ATC CCC TTC 255
Leu Gly Leu Leu Gly Asp Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly Ile Pro Phe
20 25 30 35
GCA GCT CCC ACC AAG GCC CTG GAA AAT CCT CAG CCA CAT CCT GGC TGG 303
Ala Ala Pro Thr Lys Ala Leu Glu Asn Pro Gln Pro His Pro Gly Trp
40 45 50
CAA GGG ACC CTG ‘AAG GCC AAG AAC TTC AAG AAG AGA TGC CTG CAG GCC 351

Gln Gly Thr Leu Lys Ala Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys Leu Gln Ala
S5 60 45 65
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ACC ATC ACC CAG GAC AGC ACC TAC GGG GAT GAA GAC TGC CTG TAC CTC 399
Thr Ile Thr Gln Asp Ser Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys Leu Tyr Leu
70 75 80
AAC ATT TGG GTG CCC CAG GGC AGG AAG CAA GTC TCC CGG GAC CTG ccc 447
Asn Ile Trp Val Pro Gln Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg Asp Leu Pro
85 90 95
GTT ATG ATC TGG ATC TAT GGA GGC GCC TTC CTC ATG GGG TCC GGC CAT 495
Val Met Ile Trp Ile Tyr Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly Ser Gly His
100 105 110 115
GGG GCC AAC TTC CTC AAC AAC TAC CTG TAT GAC GGC GAG GAG ATC Gce 543
Gly Ala Asn Phe Leu Asn Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu Glu Ile Ala
120 125 130
ACA CGC GGA AAC GTC ATC GTG GTC ACC TTC AAC TAC CGT GTC GGC cccC 591
Thr Arg Gly Asn vVal Ile Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg Val Gly Pro
135 140 145
CTT GGG TTC CTC AGC ACT GGG GAC GCC AAT CTG CCA GGT AAC TAT GGC 639
Leu Gly Phe Leu Ser Thr Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly Asn Tyr Gly
150 155 160
CTT CGG GAT CAG- CAC ATG GCC ATT GCT TGG GTG AAG AGG AAT ATC GCG 687
Leu Arg Asp Gln His Met Ala Tle Ala Trp Val Lys Arg Asn Ile Ala
165 170 175
3CC TTC GGG GGG GAC CCC AAC AAC ATC ACG CTC TTC GGG GAG TCT GCT 735
\la Phe Gly Gly Asp Pro Asn Asn Ile Thr Leu Phe Gly Glu Ser Ala
.80 185 190 195
3GA GGT GCC AGC GTC TCT CTG CAG ACC CTC TCC ccCC TAC AAC AAG GGC 783
3ly Gly Ala Ser Val Ser Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tyr Asn Lys Gly
200 205 210
TC ATC CGG CGA GCC ATC AGC CAG AGC GGC GTG GCC CTG AGT CCC TGG 831
seu Ile Arg Arg Ala Ile Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu Ser Pro Trp
215 220 225
’5TC ATC CAG AAA AAC CCA CTC TTC TGG GCC AAA AAG GTG GCT GAG AAG 879
7al Ile Gln Lys Asn Pro Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val Ala Glu Lys
230 235 240
TG GGT TGC CCT GTG GGT GAT GCC GCC AGG ATG GCC CAG TGT CTG AAG 927
'al Gly Cys Pro Val Gly Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln Cys Leu Lys
245 250 2S5
iTT ACT GAT CCC CGA GCC CTG ACG CTG GCC TAT AAG GTG CCG CTG GCA 975
'al Thr Asp Pro Arg Ala Leu Thr Leu Ala ' Tyr Lys Val Pro Leu Ala
60 265 270 275
GC CTG GAG TAC ccCC ATG CTG CAC TAT GTG GGC TTC GTC CCT GTC ATT 1023
'ly Leu Glu Tyr Pro Met Leu His Tyr Val Gly Phe Val Pro Val Ile
280 285 290
AT GGA GAC TTC ATC CCC GCT GAC CCG ATC AAC CTG TAC GCC AAC GCC 1071
Sp Gly Asp Phe Ile Pro Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr Ala Asn Ala
285 300 305
‘«CC GAC ATC GAC TAT ATA GCA GGC ACC AAC AAC ATG GAC GGC CAC ATC 1119
Jla Asp Ile asp Tyr Ile Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp Gly His Ile
310 315 . 320 i
TC GCC AGC ATC GAC ATG CCT GCC ATC AAC AAG GGC AAC AAG AAA GTC 1167

'he Ala Ser Ile Asp Met Pro Ala Ile Asn %ys Gly Asn Lys Lys Val
325 330 4 335



ACG
Thr
340

Gly

GCC
Ala

GAG
Glu

CAC
His

CAT
His
420

GCA
Ala

GGC
Gly

Trp

GTG
Val

GAG
Glu
500

ACC
Thr

GTG
Val

GCC
Ala

cce
Pro

Gly
580

CCG
Pro

GAG
Glu

CTC
Leu

CAG
Gln

ACC
Thr

AGA
Arg
405

CcCcC
Pro

GAT
Asp

TAC
Tyr

ACC
Thr

cccC
Pro
485

ATC
Ile

AAC
Asn

ACC
Thr

ACT
Thr

ACG
Thr
565

GCC
Ala

CCC
Pro

GAG
Glu

AGA
Arg

GAC
Asp

GAT
Asp
390

GCC
Ala

TCT
Ser

GAC
Asp

CGG
Arg

AAC

Asn
470

ACA
Thr

ACC
Thr

TTC
Phe

GAC
Asp

Cccc
Pro
550

GGT
Gly

CcCcC
Pro

ACG
Thr

GAC
Asp

GGC
Gly

CCA
Pro
375

GTC
Val

AAT
Asn

CGG
Arg

ATT
Ile

CcCcC

Pro
455

Phe-

CAC
His

AAG
Lys

CTG
Leu

CAG
Gln
53%

GTG
Val

GAC
Asp

ccc
Pro

GGT
Gly

TTC
Phe

GCC
Ala
360

TCC
Ser

CTC
Leu

GCC
Ala

ATG
Met

CAG
Gln
440

CAA
Gln

GCC
Ala

Trp

AAG
Lys

CGC
Arg
520

GAG
Glu

ccce
Pro

TCC
Ser

GTG
Val

GAC
Asp
600

TAC

Tyr
345

AAG
Lys

CAG
Gln

TTC
Phe

AAG
Lys

CCC
Pro
425

TAC
Tyr

GAC
Asp

Lys

GAA
Glu

ATG
Met
505

TAC
Tyr

GCC
Ala

cccC
Pro

Gly

CCG
Pro
58S

TCC
Ser

AAG
Lys

ACG
Thr

GAG
Glu

CTG
Leu

AGT
Ser
410

GTC
Val

GTT
Val

AGG
Arg

ACA
Thr

CccC
Pro
490

GGC
Gly

Trp

ACC
Thr

ACG
Thr

GCC
Ala
570

cce
Pro

Gly

CTG
Leu

ACC
Thr

AAT
Asn

GTG
Val
395

GCC
Ala

TAC
Tyr

TTC
Phe

ACA
Thr

Gly
475

TAC
Tyr

AGC
Ser

ACC
Thr

CCT
Pro

GGT
Gly
555

CCcC
Pro

ACG
Thr

GCC
Ala

GTC
Val

Phe

AMNG
Lys
380

CcCC
Pro

AAG
Lys

CCC
Pro

Gly

GTC
Val
460

GAC
Asp

ACT
Thr

AGC
Ser

CTC
Leu

GTG
Val
540

GAC
Asp

CcCcC
Pro

GGT
Gly

cCccC
Pro

47

AGT
Ser

GAT
Asp
365

AAG
Lys

ACC
Thr

ACC
Thr

Lys

Lys
445

TCT
Ser

cccC
Pro

ACG
Thr

TCC
Ser

ACC
Thr
525

CCcC
Pro

TCC
Ser

GTG
Val

GAC
Asp

CcCC
Pro

GAG
Glu
350

GTC
Val

AAG
Lys

GAG
Glu

TAC
Tyr

Trp
430

ccc
Pro

AAG
Lys

AAC
Asn

GAA
Glu

ATG
Met
510

TAT
Tyr

CcCccC
Pro

GAG
Glu

CCG
Pro

TCC
Ser
590

GTG
Val

60547

Phe

TAC
Tyxr

ACT
Thr

ATT
Ile

GCC
Ala
415

GTG
Val
TTC
Phe

GCC
Ala

ATG
Met

AAC
Asn
485

Lys

cTG
Leu

ACA
Thr

ACC
Thr

CcCC
Pro
575

Gly

CCG
Pro

ACA
Thr

ACC
Thr

GTG
Val

GCC
Ala
400

TAC
Tyr

Gly

GCC
Ala

ATG
Met

GGC
Gly
480

AGC
Ser

CGG
Arg

GCG
Ala

Gly

GCC
Ala
560

ACG
Thr

GCC
Ala

cccC
Pro

ATC
Ile

GAG
Glu

GTG
val
385

CTA
Leu

CTG
Leu

GCC
Ala

ACC
Thr

ATC
Ile
465

GAC
Asp

GGC
Gly

AGC
Ser

CTG
Leu

GAC
Asp
545

CcCcC
Pro

GGT
Gly

ccc
Pro

ACG
Thr

LT 4008 B

ACC
Thr

TCC
Ser
370

GAC
Asp

GCC
Ala

Phe

GAC
Asp

CcCccC
Pro
450

GCC
Ala

TCG
Ser

TAC
Tyr

CTG
Leu

CcCC
Pro
530

TCC
Ser

GTG
Val

GAC
Asp

ccc
Pro

GGT
Gly
610

AAG
Lys
355

Trp

Phe

CAG
Gln

TCC
Ser

CAT
His
435

ACG
Thr

TAC
Tyr

GCT
Ala

CTG
Leu

AGA
Arg
515

ACA
Thr

GAG
Glu

CCG
Pro

TCC
Ser

GTG
Val
595
GAC
Asp

1215

1263

1311

1359

1407

1455

1503

1551

1599

1647

1695

1743

1791

1839

1887

1935

1983
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TCC GGG GCC CCC CCC GTG CCG CCC ACG GGT GAC TCC GGG GCC ccc ccT 2031
Ser Gly Ala Pro Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Gly Ala Pro Pro
615 620 625

GTG CCC CCC ACA GAT GAC TCC AAG GAA GCT CAG ATG CCT GCA GTC ATT 2079
Val Pro Pro Thr Asp Asp Ser Lys Glu Ala Gln Met Pro Ala Val Ile
630 635 640

AGG TTT TAGCGTCCCA TGAGCCTTGG TATCAAGAGG CCACAAGAGT GGGACCCCAG 2135
Arg Phe
645

GGGCTCCCCT CCCATCTTGA GCTCTTCCTG AATAAAGCCT CATACCCCT 2184

2 SEQ ID NO: 9 INFORMACIJA:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 668 aminoriigitys
(B) TIPAS: aminorigitis
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(ii) MOLEKULES TIPAS: baltymas

(xi) SEKOS ATVAIZDAVIMAS: SEQ ID NO: 9;

Met Leu Thr Met Gly Arg Leu Gln Leu Val Val Leu Gly Leu Thr Cys
-23 -20 -15 ~-10

Cys Trp Ala Val Ala Ser Ala Ala Lys Leu Gly Ala Val Tyr Thr Glu
-5 1 5

Gly Gly Phe Val Glu Gly Val Asn Lys Lys Leu Gly Leu Leu Gly Asp
10 15 20 25

Ser Val Asp Ile Phe Lys Gly Ile Pro Phe Ala Ala Pro Thr Lys Ala
30 35 40

Leu Glu Asn Pro Gln Pro His Pro Gly Trp Gln Gly Thr Leu Lys Ala
45 50 55

Lys Asn Phe Lys Lys Arg Cys Leu Gln Ala Thr Ile Thr Gln Asp Ser
60 65 70

Thr Tyr Gly Asp Glu Asp Cys Leu Tyr Leu Asn Ile Trp Val Pro Gln
75 80 85

Gly Arg Lys Gln Val Ser Arg Asp Leu Pro Val Met Ile Trp Ile Tyr
90 95 100 105

Gly Gly Ala Phe Leu Met Gly Ser Gly His Gly Ala Asn Phe Leu Asn
"110 115 120

Asn Tyr Leu Tyr Asp Gly Glu Glu Ile Ala Thr Arg Gly Asn Val Ile
~125 130 135

Val Val Thr Phe Asn Tyr Arg Val Gly Pro Leu Gly Phe Leu Ser Thr
140 145 150

Gly Asp Ala Asn Leu Pro Gly Asn Tyr Gly Leu Arg Asp Gln His Met
155 B 160 165

Ala Ile Ala Trp Val Lys Arg Asn Ile Ala Ala Phe Gly Gly Asp Pro
170 175 180 185

Asn Asn Ile Thr Leu Phe Gly Glu Ser Ala %ly Gly Ala Ser Val Ser
190 1954 200
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Leu Gln Thr Leu Ser Pro Tyr Asn Lys Gly Leu Ile Arg Arg Ala Ile
. 205 210 215

Ser Gln Ser Gly Val Ala Leu Ser Pro Trp Val Ile Gln Lys Asn Pro
220 225 230

Leu Phe Trp Ala Lys Lys Val Ala Glu Lys Val Gly Cys Pro Val Gly
235 240 245

Asp Ala Ala Arg Met Ala Gln Cys Leu Lys Val Thr Asp Pro Arg Ala
250 " 255 260 . 265

Leu Thr Leu Ala Tyr Lys Val Pro Leu Ala Gly Leu Glu Tyr Pro Met
270 275 280

Leu His Tyr Val Gly Phe Val Pro Val Ile Asp Gly Asp Phe Ile Pro
285 290 295

Ala Asp Pro Ile Asn Leu Tyr Ala Asn Ala Ala Asp Ile Asp Tyr Ile
300 305 310

Ala Gly Thr Asn Asn Met Asp Gly His Ile Phe Ala Ser Ile Asp Met
315 320 325 ;

Pro Ala Ile Asn Lys Gly Asn Lys Lys Val Thr Glu Glu Asp Phe Tyr
330 335 340 345

Lys Leu Val Ser Glu Phe Thr Ile Thr Lys Gly Leu Arg Gly Ala Lys
350 355 360

Thr Thr Phe Asp Val Tyr Thr Glu Ser Trp Ala Gln Asp Pro Ser Gln
365 370 375

Glu Asn Lys Lyé Lys Thr Val Val Asp Phe Glu Thr Asp Val Leu Phe
380 385 390 )

Leu Val Pro Thr Glu Ile Ala Leu Ala Gln His Arg Ala Asn Ala Lys
395 400 405

Ser Ala Lys Thr Tyr Ala Tyr Leu Phe Ser His Pro Ser Arg Met Pro
410 415 420 425

Val Tyr Pro Lys Trp Val Gly Ala Asp His Ala Asp Asp Ile Gln Tyr
430 435 440

Val Phe Gly Lys Pro Phe Ala Thr Pro Thr Gly Tyr Arg Pro Gln Asp
445 450 455

Arg Thr Val Ser Lys Ala Met TIle Ala Tyr Trp Thr Asn Phe Ala Lys
460 465 470

Thr Gly Asp Pro Asn Met Gly Asp Ser Ala Val Pro Thr His Trp Glu
475 480 485

Pro Tyr Thr Thr Glu Asn Ser Gly Tyr Leu Glu Ile Thr Lys Lys Met
450 495 500 505

Gly Ser Ser Ser Met Lys Arg Ser Leu Arg Thr Asn Phe Leu Arg Tyr
510 515 520

Trp Thr Leu ThrhTyr Leu Ala Leu Pro Thr Val Thr Asp Gln Glu Ala
525 530 535

Thr Pro Val Pro Pro Thr Gly Asp Ser Glu kla Thr Pro Val Pro Pro
540 545 550

Thr Gly Asp Ser Glu Thr Ala Pro Val Prd“%ro Thr Gly Asp Ser Gly
555 560 565



Ala Pro
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575
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Serxr
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610

Gly Ala Pro
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Pro Ala Val
640
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Ser
Val
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Val Pro
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Pro
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APIBREZTIS

1. Nukleino rigsties molekulé, koduojanti polipeptida, kuris yra tulZies druskos
stimuliuojamos lipazes (BSSL) variantas, trumpesnis negu 722 aminoriigstys, ir minétasis
BSSL variantas yra SEQ ID NO 3 aminoriig§¢iy sekos dalis, pazyméta 536-722 lickanomis.

2. Nukleino ragsties molekulé pagal 1 punktabesiskirianti tuo, kad j ]os koduojamas
minétasis BSSL variantas turi C-gale fenilalanino lickang.

3 Nukleino rugsties molekule pagal 1 arba 2 punktusbesiskirianti tuo, kad jos
koduojamas minetasis BSSL variantas C-gale turi Gln-Met-Pro seka.

4. Nukleino rugsties molekule pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, besiskirianti tuo, kad jos
koduojamas minctasis BSSL variantas C-gale turi aminoragsciy seka, kuri sckoje SEQ ID
NO 3 pazymeta 712-722 lieckanomis.

5. Nukleino ragsties molekule pagal bet kurj i§ 1-4 punkty,besiskirianti tuo, kad jos
koduojamas minetasis BSSL variantas turi maziau negu 16 pasikartojimy vienety.

6. Nukleino riigsties molekule pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad ji koduoja
polipeptida, kurio aminoriigSciy seka turi bent 90% homologijg su aminorigsciy seka, seky
apraSe parodyta kaip sekos SEQ ID NO 5,6 arba 9.

7. Nukleino rugsties molekule pagal 6 punktag, besiskirianti tuo, kad ji koduoja
polipeptida, kuris turi aminorugsciy seka, seky aprase parodytg kaip sekos SEQ ID NO 5,6
arba 9.

8. Nukleino rugsties molekule, koduojanti polipeptida, kurio aminoriig§¢iy seka turi bent
90% homologija su aminorugsciy seka, kuri seky apraSe parodyta kaip seka SEQ ID NO 7,
iSskyrus tas nukleino riigSties molekules, kurios koduoja polipeptidus, turincius asparagino

lickang 187 pozicijoje.

9. Nukleino ruigsties molekule pagal 8 punkta, besiskirianti tuo, kad ji koduoja
polipeptida, kuris turi aminoriigsciy seka, seky aprase parodyta kaip seka SEQ ID NO 7.

10. Polipeptidas, seky apraSe parodytas kaip sekos SEQ ID NO 5, 6, 7, arba 9.

11. Polipeptidas, koduojamas nukleino rugsciy sekos, pagal bet kurj i§ 1-9 pukty.

12. Polipeptidas pagal 10 arba 11 punkta, besiskiriantis tuo, kad yra grynu pavidalu.
13. Hibridinis genas, turintis nukleino ragsties molekule, pagal bet kurj i§ 1-9 pukty.

14. Galintis replikuotis ekspresijos vektorius, turintis savo sudétyje hibridinj gena pagal 13
punkta.

15. Vektorius pagal 14 punkta,besiskiriantis tuo, kad jis sukurtas jaucio papilomos
viruso vektoriy pS258, pS259 arba pS299 pagrindu.
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16. Lastele, turinti hibridinj geng pagal 13 punkta.

17. Lastelé pagal 16 punkta,besiskirianti tuo, kad kilusi i3 peliy lasteliy linijos C127
arba E.coli. '

18. Rekombinantinio polipeptido gavimo budas,besiskiriantis tuo, kad (i) nukleino
ragsties molekule, pagal bet kurj i§ 1-9 punkty, jterpia | hibridinj gena, galintj replikuotis
specifinéje lasteléje-Seimininkéje arba organizme-Seimininke; (ii) gauta rekombinantinj
hibridinj gena jveda | lastele-Seiminink¢ arba organizma-Seimininkg; (iii) gautaja lastele
identifikuoja ir augina auginimo terpeje arba ant jos; arba gauta organizmg identifikuoja ir
padaugina polipeptido ekspresijai gauti (iv) ir §j polipeptida iSskiria.

19. Budas pagal 18 punkta, besiskiriantis tuo, kad hibridinis genas yra jaucio
papilomos viruso vektoriy pS258, pS259 arba pS299 sudetyje.

20. Ekspresijos sistema, besiskirian ti tuo, kad ji turi hibridinj gena, kuris gali
ckspresuoti lasteléje-Seimininkéje arba organizme-Seimininke, pri€musiame minétajj
hibridinj gena, todél gaminamas rekombinantinis polipeptidas, kai ekspresuoja hibridinis
genas, o minétasis hibridinis genas gautas jterpiant nukleino rugsties seka, pagal bet kurj i$
1-9 punkty, j gena, galintj tarpininkauti minetojo hibridinio geno ekspresijai.

21. Transgeniniy neZmogiskos kilmés Zinduoliy, galin€iy ekspresuoti BSSL varianta,
sukiirimo budas,besiskiriantis tuo, kad (a) ekspresijos sistemg pagal 20 punkta,
jveda j apvaisintg kiausinélj arba nezmogiSkos kilmés Zinduolio embriono lastele tam, kad
jjungty ckspresijos vektoriy | Zinduolio gemaling linija, ir (b) i§ gautojo introdukuoto
apvaisinto kiau$inélio arba embriono iSaugina subrendusia nezmogiskos kilmés Zinduolio
patele.

22. Transgeniniy nezmogiSkos kilmés Zinduoliy, galin¢iy ekspresuoti BSSL variantg ir
negalinéiy ekspresuoti savo paties BSSL, sukiirimo biidas, besiskiriantis tuo, kad
(a) sunaikina Zinduolio sugeb¢jimus ekspresuoti savaja BSSL taip, kad Zinduolio BSSL
nepasireiskia, ir iveda ekspresijos sistema pagal 20 punkta ] Zinduolio gemaling linija taip,
kad BSSL variantas ekspresuoja Zinduolyje; ir/arba (b) Zinduolio BSSL geng arba jo dalj
pakeicia ekspresijos sistema pagal 20 punkta.

23. Transgeninis nezmogiskos kilmés Zinduolis, besiskiriantis tuo, kad jis priima j
savo genomg DNR seka pagal bet kurj 1§ 1-9 punkty.

24. Transgeninis nezmogiSkos kilmeés Zinduolis pagal 23 punktg, besiskiriantis tuo,
kad jame DNR seka yra Zinduolio gemalingje linijoje.

25. Transgeninis nezmogiskos kilmés Zinduolis pagal 23 arba 24 punktus,besiskirian-
tis tuo, kad jame DNR seka yra Zinduolio pieno baltymo gene.

26. Transgeninis nezmogiskos kilmés Zinduolis pagal bet kurj 1§ 23-25 punkty,besiski-
riantis tuo, kad jis priklauso grupei, sudarytai i§ peliy, Ziurkiy, triusiy, aviy, kiauliy ir
galvijy.
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27. Palikuonys, be siskiriantys tuo, kad jie yra transgeniniy nezmogiskos kilmés
zinduoliy pagal bet kurj i§ 23-26 punkty.

28 Picnas, besiskiriantis tuo, kad gautas i§ transgeniniy nezmogiskos kilmés
Zinduoliy pagal bet kurj 1§ 23-27 punkty.

29. Misinys kudikiui,besiskiriantis tuo, kad jo sudétyje yra pieno pagal 28 punkta.

30. MiSinys kudikiui,besiskiriantis tuo, kad jis turi polipeptida pagal bet kurj i§ 10-
12 punkty.

31. MiSinio kidikiui gavimo biidas,besiskiriantis tuo, kad 1 miSinj kiidikio mitybai
papildomai deda polipeptida pagal bet kurj i§ 10-12 punkty.

32. Polipeptidas pagal bet kurj i§ 10-12 punkty, skirtas panaudoti kaip priedas sudarant
kidikio mitybos miSinj.

33. Farmaciné kompozicija,besiskirianti tuo, kad turi pohpeptldq pagal bet kurj i$
10-12 punkty.

34. Polipeptidas pagal bet kurj 1§ 10-12 punkty, skirtas panaudoti gydymui.

35. Polipeptido pagal bet kurj i§ 10-12 punkty panaudojimas vaisty, gydanéiy patologijas,
susijusias su egzokrininiu kasos nepakankamumu, gamyboje.

36. Panaudojimas pagal 35 punkta, besiskiriantis tuo, kad pollpeptlda pagal 10-12
punktus naudoja vaisty, gydanciy pisles fibroze, gamyboje.

37. Panaudojimas pagal 35 punkta ,besiskiriantis tuo, kad polipeptida pagal 10-12
punktus naudoja vaisty, gydanciy chroniSka pankreatita, gamyboje.

38. Panaudojimas pagal 35 punktag, besiskiriantis tuo, kad polipeptidaZ pagal 10-12
punktus naudoja vaisty, gydanciy riebaly isiurbimo sutrikima, gamyboje.

39. Panaudojimas pagal 35 punkta,besiskiriantis tuo, kad polipeptida pagal 10-12
punktus naudoja vaisty, gydanciy ricbaluose tirpstanciy vitaminy jsiurbimo sutrikima,
gamyboje.

40. Panaudojimas pagal 35 punkta, besiskiriantis tuo, kad polipeptida pagal 10-12
punktus naudoja vaisty, gydanciy riebaluose tirpstanciy vitaminy jsiurbimo sutrikima dél
fiziologiniy priezasciy, gamyboje.

41. Panaudojimas pagal 35 punktg,besiskiriantis tuo, kad polipeptida pagal 10-12
punktus naudoja vaisty, pagerinanciy dietiniy lipidy jsisavinimg, gamyboje.

42. Panaudojimas pagal 35 punktg, besiskiriantis tuo, kad polipeptida pagal 10-12
punktus naudoja vaisty, skirty neiSnesSiotiems naujagimiams ir pagerinanciy dietiniy lipidy
isisavinima, gamyboje.
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