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Sis isradimas susijgs su kDNR, koduojanéios 14 kDa
baltyma i$ oZkos kepeny, seka.

WO 92/10197 aprado perchlotato ragSties ekstraktus is
2induoliy organy, konkreéiai, i§ ozkos kepeny, susidedandius i$§
maziausiai trijy skirtingy baltymy ir pasizyminc¢iy nejprastinémis
farmakologinémis ir imunologinémis savybémis.

Kiek véliau, publikacijoje WO 96/02567 apradyta 14 kDa
baltymo, iSgryninto i§ ekstrakty, aprasyty WO 92/10197, dalineé
aminorlig$¢iy seka. Sis baltymas pasizymi Zymiu antineoplastiniu
aktyvumu tiek in vitro, tiek in vivo, o gyvliny, imunizuoty $§iuo
baltymu, serumas pasizymi citotoksiniu aktyvumu prie$ Zmogaus
auglio Igsteliy linijas.

1993 m. Levy-Favatier et al. [Eur. J. Biochem. 212 (3),
665-673] apra8é kDNR seka, koduojan¢ia 23 kDa dimerin;
polimera, iSgryninta i§ Ziurkés kepeny ir inksty 5 % perchlorato
rigstimi;  atitinkama aminorligégiy seka pasizymi dideliu
homologiskumu su 14 kDa baltymo, apradyto WO 96/02567,
seka. KDNR seka deponuota EMBL duomeny banke, registracijos
Nr. X70825. .

1995 m‘. EMBL duomeny banke deponuota dar viena
kDNR seka, koduojanti 14 kDa baltyma, iSgryninta perchlorato
ragstimi i$ Ziurkés kepeny, pasizyminti dideliu homologiskumu

su seka, apraSyta Levy-Favatier et al., registracijos Nr. D49363.
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Sia seka apradé Oka et al., [J. Biol. Chem. (1995) 270 (50),
30060-30067].

Be to, 1996 m. dvi naujos iRNR sekos, pasizymin&ios
dideliu homologiSkumu kDNR, aprasytai Levy-Favatier et al. ir
Oka et al., buvo deponuotos EMBL duomeny banke. Viena i ju
(registracijos Nr. X95384) koduoja 14,5 kDa Zmogaus baltyma ir
neseniai buvo apradyta Schmiedeknecht et al. [Eur. J. Biochem.
(1986) 242 (2), 339-351]. Kita seka (registracijos Nr. U50631)
koduoja “Mus Musculus | $ilumg reaguojant; baltyma”; iki $iol
nepaskelbta jokio iSsamesnio tyrinéjimo apie $ig seka.

Mes radome naujg kDNR seka, koduojané&ia visa 14 kDa
baltymg, iSekstrahuotg perchlorato riigstimi i§ oZkos kepeny ir
aprasytg Wo 96/02567. Visa nukleotidy seka pateikta ID Nr. 1.

kDNR seka, koduojanti 14 kDa baltyma, iSekstrahuotg
perchlorato rigstimi i§ ozkos kepeny ir aprasyta WO 96/02567
(seka ID Nr. 2) tinka minéto baltymo arba jo mutanty gavimui
rekombinantinés DNR metodais arba diagnostiniam pana‘udojimui
nukleotidiniy zondy pagrindu.

Sio isradimo kDNR seka gauta tokiu bddu:
aminorlgs¢iy sekos, apraSytos WO 96/02567, pagrindu
susintetinti du degeneruoty oligonukleotidy miginiai. Vienas
miSinys (vadinamas PG-1)- susideda i§ 2.048 oligo-20-mery,
atitinkan&iy aminorig$ciy sekai nuo Met-1 iki GIn-7. Kitas
miSinys (vadinamas _PG-2) susideda 8§ 192 oligo-20-mery,
atitinkanciy aminorigs$ciy sekai nuo Ala-46 iki Xaa-52.

Atlikta PCR reakcija, panaudojant $iuos oligonukleotidy
miS§inius praimeriais ir KDNR, gautas i§ atvirkstinés transkripcijos
nuo totalinés RNR, iSskirtos i§ ozkos képenq, kaip Sablonus.

Atvirk$tinés transkripcijos reakcija vykdyta 42 °C temperaturoje
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60 min., naudojant oligo(dT)ss kaip praimerj. Po 35 gausinimo
cikly Siose saglygose: 95 °C - 2 min., -55 °C - 2 min., -72 °C - 1
min.; 2 mM MgCl;, pagausintas DNR fragmentas (155 baziy
poros) subklonuotas | plazmidés vektoriy pCRII ir trijy skirtingy
klony intarpo seka nustatyta naudojant T7 ir Sp6 sekos
nustatymo praimerius. Sio fragmento nukleotidy seka (atitinkanti
sekos ID Nr. 1 sritj nuo 215 iki 369 nukleotido) patvirtina WO
96/02567 apradytg aminorig$g&iy sekg ir identifikuoja, kad Xaa-33
yra Cys.

NustaCius pilng 14 kDa baltymo, apradyto Ceciliani et
al. [FEBS Lett. (1996) 393, 147-150], aminorig$&iy seka, po
panas$ios kaip auk$ciau apradyta procediros, nustatyta sekos ID
Nr. 1 nukleotidy seka nuo 215 iki 511 nukleotido. Trumpai
tariant, susintetinti degeneruoti ologonukleotidai (vadinami PG-
9). Sis misinys susideda i§ 32.768 oligo-20-mery, atitinkanéiy
aminorlig§¢iy sekg nuo Pro-131 iki Val-137. PCR reakcija vykdyta
tokiose paCiose kaip ankséiau apradyta salygose, naudojant
oligonukleotidy miSinius PG-1 ir PG-9 praimeriais ir kDNR,
gautas i§ atvirk§tinés transkripcijos nuo totalinés RNR, i§skirtos
iS ozkos kepeny, kaip 8ablonus. Pagausintas 296 baziy pory
DNR fragmentas subklonuotas | plazmidés vektoriy pCRIl ir
intarpo seka nustatyta’ naudojant T7 ir Sp6 sekos nustatymo
praimerius.

Nukleotidy seka link 'poly(A) galo nustatyta tinkamai
modifikuotu greito pagausinimo kDNR 3'-gale }netodu (3’-RACE).
Siuo atveju Sablonas, naudotas PCR reakcijoje buvo‘gautas i$
atvirkstinés transkripcijos nuo totalinés RNR, i§grynintos i§ ozkos
kepeny, , praimeriu naudojant su adapteriu sujungta oligo(dT) 7.

PCR praimeriai susideda i§ adapterio ir oligo-30-mero (vadinamo
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PG-4), esancio srityje nuo 236 iki 265 nukleotido. PCR reakcijos
salygos buvo tokios: reakcijos miSinyje, turin¢iame 2 mM MgCl,
ir tik praimer] PG-4, atlikta 10 pagausinimo cikly po dvi stadijas:
45 s 95 °C temperatiiroje , 3 min. -72 °C temperatiiroje. Po to,
pridejus antro PCR praimerio (adapterio) , atlikti 35 pagausinimo
ciklai tokiose squgo'sAe: 45 s 95 °C temperatiroje, 1 min. -52 °C
temperatlroje, 2 min. -72 °C temperatiroje. Siekiant iSskirti
individualesnj DNR fragmentg, atlikta i§ eilés dar viena PCR
reakcija, naudojant praimerj PG-5 , link 3'-galo, apimantj
nukleotidus nuo 266 iki 289 sekoje ID Nr. 1. Sis DNR fragmentas
(apie 800 baziy pory) taip pat buvo subklonuotas j plazmidés
vektoriy pCRIl, ir seka nustatyta su T7 ir Sp6 sekos nustatymo
praimeriais. Jo seka patvirtina 14 kDa baltymo, apradyto Ceciliani
et al. [FEBS Lett. (1996) 393, 147-150] aminortg§&iy seka nuo
Lys-56 link C-galo, iSskyrus paskuting aminortgstj: Val-137 yra
pakeistas Leu-137.

Nukleotidy seka link kDNR 5'-galo nustatyta 5'-RACE
metodu. Si procediira susideda i$ dvigubos grandinés kDNR
sintezés nuo RNR poly(A), iSekstrahuotos i§ ozkos kepeny, $iy
kDNR ligavimo adapteriu ir pagausinimo PCR reakcijoje,
naudojant praimerj, esantj adapterio sekoje ir dar kitg praimerj,
esantj kDNR sekoje. Siuo atskiru atveju buvo naudotas praimeris,
apimantis sekos ID Nr. 1’ nuo 290 iki 316 nukleotido. Gautas ONR
fragmentas. (apie 300 baziy pory) subklonuotas j plazmidés
vektoriy pCRII, ir seka nustatyta su sekos nustatymo praimeriais
T7 ir Spé.

Visa kKDNR seka galutinai patvirtinta tiesiogiai nustatant
dviejy DNR fragmenty, gauty skirtingose PCR reakcijose, seka.

Kaip ir anksCiau, DNR $ablonas buvo kDNR, gautos i$
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atvirk$tinés transkripcijos nuo totalinés RNR i§ oZkos kepeny,
praimeriu naudojant oligo (dT)ss, o du gausinimo praimeriai buvo
kDNR sekos ID Nr. 1 5’-gale nuo 1 iki 26 nukleotido ir 3’-gale nuo
984 iki 1007 nukleotido. Po 35 pagausinimo cikly (sglygos: 45 s
95 °C temperatlroje, 45 s -60 °C temperatlroje, 1 min. 30 s -72
°C temperatlroje, 2 mM MgCly), 1007 baziy pory DNR fragmento
seka nustatyta pagal standartine metodika.
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SEKOS
(1) BENDRA INFORMACIJA:
(i) PAREISKEJAS:
(A) PAVADINIMAS: ZETESIS S.P.A.
(B) GATVE: GALLERIA DEL CORSO
(C) MIESTAS: MILANAS
(E) SALIS: ITALIJA
(F) PASTO INDEKSAS: 20122
(i) ISRADIMO PAVADINIMAS:
OLIGONUKLEOTIDY SEKA IS 0ZKOS KEPENUY
(i) SEKY SKAICIUS: 2
(iv) KOMPIUTERINIS PAVIDALAS
(A) LAIKMENOS TIPAS: diskelis
(B) KOMPIUTERIS: suderinamas su IBM PC
(C) OPERACINE SISTEMA: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMINIS APRUPINIMAS:
Patent In Release 1.0, Version 1.30 (EPO)
(2) INFORMACIJA SEKAI ID Nr. 1:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 1017 baziy poru
(B) TIPAS: nukleino rigstis
(C) GRANDINE: vienguba
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
(i) MOLEKULES TIPAS: kDNR
(vi) SALTINIS:
(A) ORGANIZMAS: Capra hircus
(F) AUDINIY TIPAS: kepenys
(ix) ZYMES:
(A) PAVADINIMAS/KODAS: CDS
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(i) SEKOS APRASYMAS: SEKA ID Nr. 1:
CTTTGAAGCA GCGATTCTGG CTTCGGCTGG TCAGGCGACG CGAGCAGAAC CGTGTGCTGC 60
GTACTTGTIT CCGAAGGGCA GCAAAGGAAA AGGGTTAGCC ATG TCG TCT TTG GTC 115
Met Ser Ser Leu> Val
5 1 5
AGA AGG ATA ATC AGC ACG GCG AAA GCC CCC GCG GCC ATT GGT CCC TAC 163
Arg Arg lle lle Ser Thr Ala Lys Ala Pro Ala Ala e Gly Pro Tyr
10 15 20
AGT CAG GCT GTG TTA GTC GAC AGG ACC ATT TAC ATT TCA GGA CAG CTA 211
10 Ser Gin Ala Val Lleu Val Asp Arg Thr lle Tyr lle Ser Gly GIn Leu
25 30 35
GGT ATG GAC CCT GCA AGT GGA CAG CTT GTG CCA GGA GGG GTG GTA GAA 259
Gly Met Asp Pro Ala Ser Gly GIn Leu Val Pro Gly Gly Vval Vval Gl
40 45 50 -
15 GAG GCT AAA CAG GCT CTT ACA AAC ATA GGT GAA ATT CTG AAA GCA GCA 307
Glu Ala Lys GIn Ala Leu Thr Asn lle Gy Glu lle Leu Lys Ala Ala
55 60 65
GGC TGT GAC TTC ACG AAT GTG GTA AAA GCA ACG GTT TIG CTG GCT GAC 355
Gly Cys Asp Phe Thr Asn Val Val Lys Ala Thr Val Lleu Lleu Ala Asp
20 | 70 . 75 : 80 85
ATA AAT GAC TiC AGT GCT GTC AAT GAT GTC TAC AAA CAA TAT TIC CAG 403
lle Asn Asp Phe Ser Ala Val Asn Asp Val Tyr Lys Gin. Tyr Phe Gin
90 95 100
AGT AGT TIT CCG GCG AGA GCT GCT TAC CAG GTT GCT GCT TIG CCC AAA 451
25 Ser Ser Phe Pro Ala Arg Ala Ala Tyr Gin Val Ala Ala Leu Pro Lys
105 ‘ 110 115
GGA GGC CGT GTT GAG ATC GAA GCA ATA GCT GTG CAA GGA CCT CTC ACG 499

Gly Gly Arg Val Glu lle Glu Ala lle Ala Va GIn Gly Pro Leu Thr
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130

ACA GCA TCA CTC TAAGTGGGCC AAGTGTTATT TAGTCTGGAA ATTTAATAGT

Thr  Ala
135
ATTTTTAAAC
611
ATTATGGAAA
671
GTTACTAATA
731
ACATGCCTTA
791
ATGAGCTACT
851
TTTAATGATG
911
AGCATTTAAA
971
TAATATTTTT

1017

Ser

Leu
TAATGGCTTA
TACCATATAA
TTACAAATTA
CTGAGTTAAC
ATGCCTGAAA
GGAAGTATTT
TTTGAATGGC

CTAGTGGAAA

ATCCTTGTTG
TAAGGGAAAC
TACTTCTGTA
TCAGAAGAAT
AGTAAGGAAA
TATTATGTCA
AGAGATAAAG

TAAAATAGCA

GAAAGTATTA

GATATGAATT

ACACTTGTAT

AAAAGTAGAA

AGCACACCTA

GATATGTGAT

GAGAAGAAAC

TGCAGATTTT

AGGTTGAAAT

GAAGATTAAT

TGCTGGATGT

GGAAATAACA

ATTCAACTAA

TTTTACTTGA

TGGACCAAAT

CAAAAA

ATCTGAAAAT

GATGAATCTA

GGGAAAACAG

TGTAGGAAAG

ACCCTATTAA

ATAAAACTAA

TTTATATAGA

651
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20  (2) INFORMACIJA SEKAI ID Nr. 2;
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKOS:
(A) ILGIS: 137 aminorlgstys
(B) TIPAS: AMINORUGSTIS
(D) TOPOLOGIJA : LINIJINE
25 (i) MOLEKULES TIPAS: baltymas

(xi) SEKOS APRASYMAS: SEKA ID Nr. 2:
Met Ser Ser Leu Val Arg Arg lle lle Ser Thr Al lys Ala Pro Al
1 5 10 15
Ala lle Gy Pro Tyr Ser GIn Ala Val Leu Val Asp Arg Thr lle Tyr
30 20 25 30
lle Ser Gly Gin leu Gly Met Asp Pro Ala Ser Gy GIn Leu Val Pro
35 40 45
Gly Gly Vval Val Glu Glu Ala Lys Gin Ala Leu Thr Asn le Gly Gl
50 55 60
5 lle Lleu Lys Ala Ala Gly Cys Asp Phe Thr Asn Val Val Lys Ala Thr
65 70 75 80
Val Leu Leu Ala Asp lle Asn Asp Phe Ser Ala Val Asn Asp Val Tyr
85 ‘ , 90 95
Lys GIn Tyr Phe GIn Ser Ser Phe Pro Ala Arg  Ala Ala Tyr GIn Val
10 100 : 105 110
Alal Ala Leu Pro Lys Gly Gly Arg Val Glu e Glu Ala lle Ala Val
115 120 125
Gin Gly Pro Leu Thr Thr Ala Ser Leu

130 135
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. kDNR seka, pateikta ID Nr.1, o ID Nr.1 yra Sios
5 apibrézties dalis, ir jos fragmentai.
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