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I§radimas susijes su nukleotidy seka, koduojanéia PRV-1 gena, su rekombinantine
DNR, turinéia $ig seka, su vektoriais, turindiais rekombinanting DNR ir su lastelémis,
transformuotomis $iais vektoriais, taip pat su PRV-1 polipeptidu, su 3io polipeptido
antiktinais, su PRV-1 polipeptido nustatymo biidu ir su vaistais, turinfiais PRV-1
polipeptido arba antiktiny, nukreipty prie$ PRV-1 polipeptida.

Polycythaemia rubra vera (eritremija), dar vadinama polycythaemia vera arba p.
vera yra piktybinis hematologinis susirgimas, kuriam esant stebimas padidéjes
eritrocitiniy, granulocitiniy ir megakariocitiniy Iasteliy susidarymas. Liga yra kloninés
kilmés ir kyla kraujodaros prekursoriaus mutacijos pasékoje. Vokietijoje p. vera
nustatoma 4-6 asmenims i§ milijono gyventojy. Negydant, liga priveda prie mirties per
18 ménesiy. Gydymas kraujolaidos priemonémis arba chemoterapija pratgsia viduting
iSgyvenimo trukme iki daugiau nei 13 mety.

P. vera nustatoma pagal klinikinius poZymius. Klinikinis vaizdas apima galvos
skausmus, nieZéjima, splenomegalija dviem tre¢daliams pacienty, kraujavima arba
trombozes, hipertenzija tredaliui pacienty, podagra, kuri pasireiSkia padidéjusiu
$lapimo rag§ties kiekiu, ir kai kuriais atvejais sepsines opas. Svarbiausias laboratorinis
kriterijus yra padidéje hemoglobino, hematokrito, eritrocity kiekiai ir bendras eritrocity
kiekis, taip pat daugeliu atvejy neutrofiliné granulocitozé arba trombocitozé. Kadangi, i$
vienos pusés, dauguma kriterijy yra gana neapibréZti, ir, iS kitos pusés, ne visi pacientai
atitinka Siuos kriterijus, daZnai biina sunku atskirti p. vera nuo kity mieloproliferaciniy
susirgimy, tokiy kaip chroniné¢ granulocitiné leukemija arba esminé trombocitoze, ir
patvirtinti diagnozg. Iki $iol visiSkai neZinomos molekulinés p. vera prieZastys. Kadangi
p. vera eiga negydant blina labai sunki, svarbu tiksliai ja diagnozuoti.

Todel isradimo tikslas yra surasti molekulines polycythaemia rubra vera
prieZastis ir sukurti diagnozés galimybes.

Sis tikslas pasiekiamas i¥skiriant gena, kuris ekspresuojamas specifiskai esant p.
vera, bet ne sveikuose kontroliniuose individuose. Genas apiblidinamas kaip PRV-1

(polycythaemia rubra vera) genas.

Panagi nukleotidy seka atskleista tarptautingje paraiskoje WO 98/50552.
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Tokiu biidu, vienu aspektu iSradimas susijgs su polinukleotidu, kuris koduoja
PRV-1 gena ir i§ esmés susideda i§ sekos ID Nr. 1. Sio i¥radimo polinukleotidai gali
bati viengrandés arba dvigrandés DNR arba RNR. Jei tai yra RNR, $ios srities
specialistui bus aisku, kad vietoj "T" nukleotidy yra "U" nukleotidai. "Polinukleotidas"
suprantamas kaip nukleino rigstis, turinti 15 arba daugiau nukleotidy.

Sio i¥radimo nukleotidy seka pavaizduota Fig. 1. Taigi, i¥radimas susijes su
polinukleotidu, kuris atitinka seka, parodyta Fig. 1, ir taip pat su polinukleotidu, kurio
nukleotidy seka turi may skirtumy. Sioje parailkoje maZi skirtumai suprantami kaip
reidkiantys sekas, kuriose keletas, geriausia ne daugiau kaip 50, ypa¢ gerai ne daugiau
kaip 25 nukleotidai gali buti pakeisti, taiau geno, koduojamo nukleotidy sekos,
funkcijai liekant nepakitusiai. Sios srities specialistui Zinomas faktas, kad baziy
tripletas, kuris koduoja aminorugstj, gali buti pakeistas kitu tripletu, kuris koduoja ta
padia aminoriig§t{. Be to, sritys, kurios yra maZiau svarbios, gali biti i§trintos ir/arba
mutuotos mazu laipsniu. Konkretaus jgyvendinimo atveju polinukleotidas susideda i8
sekos Nr. 1 nukleotidy nuo 36 iki 1346, kas yra PRV-1 gena koduojanti sritis. Kitas
igyvendinimas apima sekos Nr. 1 nukleotidus nuo 36 iki 1262. Si sritis, galimas daiktas,
koduoja PRV-1 polipeptido aktyvia sritj. Galiausiai, Sio iSradimo polinukleotidas taip
pat gali apimti sekos Nr. 1 nukleotidus nuo 39 iki 1346 arba nuo 39 iki 1262 tokiu biidu,
kad nelikty kodono, kuris koduoja pradini metioning. Geriausias jgyvendinimas yra
polinukleotidas, kuris susideda i§ sekos Nr. 1 nukleotidy 99-1346 arba 99-1262. Tai
duoda, kad 5' gale nelieka kodono, kuris koduoja PRV-1 polipeptido signalinj peptida.

Sio iradimo polipeptidas taip pat gali biti PRV-1 geno fragmentas. Kaip taisykle,
fragmentas turi daugiau nei 100 nukleotidy, tafiau geriau, jei daugiau nei 300
nukleotidy. Fragmentai taip pat gali biti naudojami kaip praimeriai arba kaip zondai,
konkre&iai, PCR; $iuo atveju fragmentai gali biiti sutrumpinti, kad geriau tikty $iam
tikslui. Paprastai praimeriai yra 10-30 nukleotidy ilgio, o zondai - 15-50 nukleotidy
ilgio.

PRV-1 genas yra endogeninis genas, kurio ekspresija sveikuose individuose
apsiriboja keliais organais. Normaliu atveju jis ekspresuojamas pagrindiniuose
kraujodaros organuose, ty., kauly Ciulpuose ir vaisiaus kepenyse, ir silpnai

ekspresuojamas bluZnyje, bet visai neekspresuojamas Sirdyje, raumenyse, kasoje ar
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inkstuose. Pacientuose, serganciuose p. vera, §is genas labai stipriai ekspresuojamas
kraujodaros lastelése.

PRV-1 genas koduoja baltyma, kuris turi seka, parodyta Fig. 2. Signalinis
peptidas, kuris bina visy pavirSiniy molekuliy baltymy sekose ir normaliu atveju
padalinamas, kai baltymas apdorojamas, yra atskirtas britk$neliu. Baltymas turi seka ID
Nr. 2. Kitas i$radimo aspektas tod¢l yra i§ esmés grynas polipeptidas, turintis sekg Nr.
2, arba polipeptidas, turintis sekg Nr. 2, bet neturintis signalinio peptido (t.y., sekos Nr.2
22-437 aninoriigséiy). Kiti jgyvendinimai apima sekos Nr.2 aminoriigitis 1-409 arba
22-409, kas tikriausiai yra baltymo aktyvi sritis.

Biologinio aktyvumo poZifiriu geriau, kai $io i$radimo polipeptidas yra
glikozilintas; geriausia, kai jis yra N-glikozilintas. Jis gali buti glikozilintas maZiausiai
prie vienos i§ PRV-1 polipeptido aminorfigi¢iy Asn-46, Asn-189 ir Asn-382
(aminoriigiéiy numeriai pagal seka Nr.2). ISradimas taip pat apima $io i$radimo
polipeptidy fragmentus, kurie yra N-glikozilinti. Fragmentai yra maZiausiai 50
aminorag3¢iy ilgio, geriau, maZiausiai 100 aminortig§éiy ilgio ir geriausia, maZiausiai
150 aminoriig¥¢iy ilgio. Kitame jgyvendinime, polipeptidas gali buti O-glikozilintas.

Sios srities specialistui aidku, kad konkretios aminoriigstys gali bati pakeistos
kitomis aminortig8timis, nepaZeidZiant baltymo biologinio aktyvumo. Tokios S$io
isradimo polipeptidy modifikuotos formos taip pat yra idradimo dalis. Aminorugitiy
pakeitimai yra tokie, kurie neturi neigiamos jtakos baltymo biologiniam aktyvumui.
Sios srities specialistas, parinkdamas pakeitimus, gali naudotis gerai Zinomomis
taisyklémis.

Priklausomai nuo gavimo biido PRV-1 polipeptidas gali turéti, pavyzdZiui,
glikozilfosfatidilinozitolio suriSandia grupg. Pastaroji riSasi su aminorfigitimis,
atitinkangiomis sekos ID Nr.2 407-409 aminoriig8tis. Suri§anti GPI grupé naudojama
suri§ti baltyma per lipidus su iSorine lastelés membrana.Tadiau dél prieZaséiy, kurios
ligi 3iol néra galutinai aiSkios, daZnai stebima, kad GPI grupe suriiti baltymai taip pat
iskiriami | terpe. Tai vadinama "nusimetimu”. Iki Siol néra iai¥kinta, ar tai yra
specifinis procesas, t.y., ar tokie baltymai atskeliami nuo membranos fermenty pagalba
valdomame procese, ar tai yra nespecifinis surianfios grupés praradimas. Vadinasi,

tikétina, kad PRV-1 bus aptinkamas tiek lastelés membranoje, tiek uZ lastelés riby.
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Iskirta forma, kuri nesuri§ta su membrana, tikriausiai yra svarbesné¢ polipeptido kaip
augimo faktoriaus veikimui, kadangi §i forma gali difunduoti ir pasiekti kitas Iasteles.

Sios srities specialistui ai$ku, kad jmanoma jtakoti baltymo prisiritima prie
membranos, manipuliuojant Siomis aminortigstimis. Konkregiai, tai susije su apibréZtos
struktitros DNR pagaminimu, kurios numatytos PRV-1 polipeptido arba jo fragmenty
ekspresijai. Kodonai, koduojantys Sias aminoraigstis, gali buti mutuoti arba istrinti.

Genas koduoja uPAR/Ly6 Seimos pavir$iaus receptoriy. Sio receptoriaus Seima
gali perduoti mitogeninius signalus, t.y., signalus, stimuliuojan&ius lastelés dalijimasi.
Todél manoma, kad pertekliné PRV-1 geno ekspresija, tame tarpe serganéiy p. vera
granulocituose, prisideda prie 3iy lasteliy hiperproliferacijos.

Nustatyta, kad PRV-1 neekspresuojamas sveiky individy arba sergangiy kitomis
mieloproliferacinémis ligomis, pavyzdZiui, chronine granulocitine leukoze, {imia
granulocitine leukoze arba esmine trombocitoze, individy granulocituose.

Siekiant panaudoti PRV-1 geno koduojama polipeptida analizés ir nustatymo
metoduose, jis tikslingai generuojamas rekombinantines DNR pagalba, kai
rekombinantiné DNR geriau turi nukleotidy seka ID Nr.1, arba bent PRV-1 geno
koduojandia srit, tai yra sekos ID Nr.1 nukleotidai 36-1346, bent jau nukleotidai 39-
1262, operaciniai sujungti su promotoriumi. Ta¢iau rekombinantiné DNR taip pat gali
turéti tik sekos Nr.1 fragmenta.

Iradimas dar susijgs su vektoriumi, turiniu rekombinanting DNR PRV-1
polipeptidui arba jos fragmenta, ir su lastele-Seimininke, transfekuota arba
transformuota $iuo vektoriumi. Lastelé-Seiminink¢ gali biiti prokarioting, pavyzdZiui,
bakterija, tokia kaip E.coli. Tafiau polipeptidai, kurie ekspresuojami, biina
neglikozilinti. Todé¢l pirmenybé teikiama eukariotinéms lasteléms-Seimininkéms, kurios
gali glikozilinti ekspresuojamga baltyma po transliacijos ir modifikuoti ji kitais buidais.
Eukariotiniy lasteliy-§eimininkiy pavyzdZiai yra vabzdZiy lastelés, tokios kaip Sf9,
skirtos ekspresijai infekavus rekombinantiniais bakulovirusais, ir Zinduoliy lastelés,
tokios kaip COS, CHO ir HeLa lastelés. Sie pavyzdZiai néra i¥samis. Sios srities
specialistui aisku, kad glikozilinimo pobifidis gali skirtis, priklausomai nuo lastelés-
Seimininkés. Ekspresijos produkty biologinis aktyvumas taip pat gali skirtis. Ypatingai
pirmenybé teikiama lasteléms-Seimininkéms, kurios produkta glikozilina ir ekspresuoja

tokiu biidu, kad i8likty baltymo biologinis aktyvumas.
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PRV-1 polipeptidas, kuris iSskiriamas i§ granulocity arba gaunamas
rekombinantiniu budu, gali bati naudojamas tiek polycythaemia vera diagnostikai, tiek
jos gydymui.

Viena terapin¢ galimybé yra “antiprasmé terapija". Sis metodas naudoja
"antiprasm¢" RNR molekulg, tai yra RNR, kuri yra komplementari PRV RNR. Kadangi
PRV-1 RNR savo pradZioje turi seka 5-AAAAGCAGAAAGAGATTACCAGCC-3'
(SEKA ID Nr.3), prie§prasmé RNR, nukreipta prie§ 3ig seka, turety tokia nukleotidy
seka: 5-GGCTGGTAATCTCTTTCTGCTTTT-3' (seka ID Nr.4). Si antiprasm¢ RNR
itraukiama { vektoriy ir jvedama i p. vera lasteles. $i RNR jvedama, pavyzdZiui,
transfekavimo biidu, kai transfekavimui naudojamas vektorius yra taip konfigiiruotas,
kad ji jvedama specifiskai i p. vera lasteles. PrieSprasmés RNR ekspesija salygoja, kad
tampa nejmanoma transliacija nuo iRNR. Lastelés, paveiktos tokiu biidu, toliau
negamina PRV-1 baltymo.

Todél idradimas taip pat yra susij¢gs su p. vera nustatymo bidu, kuris
charakterizuojamas tuo, kad nustatomas PRV-1 polipeptidas arba jo epitopas ir
jvertinamas ekspresijos mastas.

Sio receptoriaus pertekliné ekspresija subrendusiose lastelése, esandiose ne kauly
&ulpuose, pavyzdZiui, granulocituose, yra svarbi p. vera ligos indikacija. Si pertekline
ekspresija tikslingai nustatoma imuninés analizés bfidu, naudojant antiktinus, kurie
nukreipti prie3 PRV-1 receptoriy. Tinkami tyrimo metodai yra Zinomi imuninés analizés
variantai, kuriuose naudojami PRV-1 polipeptidui specifiniai antikinai kartu su kitais
?ymétais antikiinais, kurie gali boti imobilizuoti arba egzistuoti tirpale. Zyméjimas gali
bati atliktas per se Zinomais biidais, pavyzdZiui, naudojant radioaktyvius izotopus,
fluorescencijos arba liuminescencijos priemonémis, naudojant fermentus, spalva
duodandias reakcijas arba naudojant kitas nustatymui tinkangias grupes. Sie variantai
yra Zinomi $ios srities specialistui ir ¢ia nereikalauja detalesniy paaiskinimy. Pagal §j
iSradima ypa¢ teikiama pirmenybé ELISA metodikai.

Antikiinai, reikalingi specifiniam PRV-1 receptoriaus nustatymui, panasiai gali
biti gaunami per se Zinomais bifidais. Tinka tiek monokloniniai, tiek polikloniniai
antiktinai, teikiant pirmenybe monokloniniams antiktinams.

Antikiiny gamybai taip pat gali biti panaudoti peptidai, kilg i§ baltymo. Sio

idradimo kontekste sekmingai buvo panaudoti peptidai, turintys sekas:
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a) KVSDLPRQWTPKN (aminoriigstys 34-46) [seka ID Nr.5], ir
b) SAREKRDVQPPASQH (aminoriigitys 391-405) [seka ID Nr. 6].

Polikloniniai antikfinai paprastai gaminami imunizuojant PRV-1 polipeptidu
tinkama $eimininka (triu$}), jei reikia, suri$ant su imunologiniu nesikliu (adjuvantu), ir
jvertinamas imuninis atsakas. Monokloniniai antikGinai gali buti gaminami per se
¥inomu biidu, naudojant hibridomy metodika. Antikiinai gali bati igryninami afininiu
biidu. Antikiny gamyba ir iSgryninimas apraSyti, pavyzdZiui, "Antibodies: A
Laboratory Manual", Harlow and Lane, Cold Spring Harbor laboratory Press.

Be to, tokie prie§ PRV-1 nukreipti polikloniniai arba monokloniniai antikinai gali
biiti naudojami ligos gydymui.

Kitame i¥radimo jgyvendinime PRV-1 receptorius gali biiti nustatomas naudojant
atvirk3tinés transkripcijos polimerazés grandinés sintezés (RT-PCR) metodika. Tam
pirmiausia i§ PRV-1 perteklingai ekspresuojanfios lastelés, kuri kaip taisykle yra
granulocitas, i3skiriama RNR. Tada per se Zinomu biuidu jvykdoma atvirkstiné
transkripcija (RT), naudojant RT praimeri. RT praimeris, geriausia, yra toks, kuris turi
tokia nukleotidy seka (scka ID Nr. 7):

ATTAGGTTATGAGGTCAGAGGGAGGTT .

Siuo bidu specifiné PRV-1 RNR transformuojama § DNR. Po to §i DNR
pagausinama PCR reakcijos metu per se Zinomu bidu. Amplifikacijos cikluose
geriausia naudojami $ie du praimeriai:

Kaip prasminis praimeris (seka ID Nr. 8):

GCAGAAAGAGATTACCAGCCACAGACGG.

Kaip antiprasmis praimeris (seka ID Nr. 9):

GAATCGTGGGGGTAATAGAGTTAGCAGG .

Sios srities specialistas lengvai sugebés panaudoti atskleistas sekas kity tinkamy
praimeriy suradimui.

Kadangi $ioje metodikoje pradine medZiaga panaudota RNR, PCR signalas yra

vien teigiamas, kai taip pat ekspresuojamas PRV-1. Kaip paaiSkinta auk3¢iau, taip biina
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tik tais atvejais, kai pacientas serga p. vera. Sveiky pacienty granulocituose PRV
neekspresuojamas. Reiskia, RT-PCR signalo nebuvimas reiskia, kad p. vera néra.

Kitu alternatyviu atveju p. vera diagnozei taip pat galima naudoti blotingo
metoda, geriausia Nothern Blot. Sioje metodikoje RNR i3skiriama i§ granulocity ir po to
tiriama PRV-1 ekspresijos poZifiriu, naudojant blotingo metodika, pavyzdZiui, Nothern
Blot. Sekos ID Nr. 1 kDNR, arba sekos fragmentas, gali buti vartojamas zondu.
Hibridizacija jvyksta tik tuo atveju, jei granulocitai biina paimti i§ sergantio p. vera
paciento, kadangi tik tada vyksta ekspresija granulocituose. Hibridizacijos nebuvimas
rodo, kad individas, kurio granulocitai tiriami, neturi p. vera.

Nothern blot hibridizacijai taip pat galima naudoti geno fragmenta. Toks
fragmentas paprastai biina daugiau nei 100 baziy ilgumo, geriau, daugiau nei 300 baziy
ilgumo. Alternatyviai, jvairlis skirtingi geno fragmentai, kurie gali bati naudojami
zondais Nothern blot'e, gali baiti gaunami skaldant geng endonukleazémis. Jei
fragmentai yra kil¢ i§ kDNR, tada jy molekulés yra dvigrandés, kurias hibridizacijai
reikia i$skirstyti { pavienes grandines. Tinkami pavyzdZiai yra Bam HI-Pstl fragmentas
nuo 420 baziy poros iki 831 baziy poros, arba Pstl-Pstl fragmentas nuo 831 baziy
poros iki 1900 baziy poros.

PRV-1 iRNR, ir tuo padiu PRV-1 ekspresija taip pat gali biti nustatyta pirmiausia
atvirk$tiai transkribuojant iRNR RT-PCR reakcijoje ir po to pagausinant KDNR;
pagausinta DNR po to nustatoma hibridizuojant su zondu.

Teigiamos diagnozés atveju liga reikia gydyti, kadangi kitu atveju ji priveda prie
mirties per gana trumpg laika. Siam gydymui galima naudoti specifinius antikiinus,
nukreiptus prie§ PRV-1, ir su kuriais gali susiri3ti citotoksiniai komponentai.

Todél idradimas dar susijgs su vaistu, kuris susideda i3 antikiiny, nukreipty prie3
PRV-1 receptoriy, kartu su jprastiniais priedais.

Kadangi p. vera atveju PRV-1 receptorius ekspresuojamas perteklingai, dauguma
antikiny yra suri§ii su paveikty granulocity pavirSiumi, kai jie kontaktuoja su anti-PRV-
1 antikfinais. Daugumos antikiiny susiri$imas su Siomis Iastelémis stimuliuoja
imunologines lasteles suardyti 3iuos granulocitus. Tokiu bidu, jmanoma specifiSkai
eliminuoti p. vera lasteles.

Stebétina, tadiau nustatyta, kad PRV-1 polipeptidas rodo hematopoetinj

aktyvuma. PRV-1 polipeptidas gali stimuliuoti kai kurias hematopoetinio prekursoriaus
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lasteles, kad susidaryty eritroidy kolonijos. Sia funkcija ypaé rodo N-glikozilinti PRV-1
polipeptidai. Tokiu biidu, $io i3radimo polipeptidai, kuriems teikiama pirmenybé, yra N-
glikozilinti PRV-1 polipeptidai ir jy fragmentai, kurie demonstruoja augimo faktoriaus
aktyvuma.

Todel dar vienas iSradimo aspektas yra vaistas, kuris, be farmaci$kai toleruojamo
uZpildo, susideda i§ PRV-1 polipeptido arba jo biologiSkai aktyvaus fragmento. Geriau,
kai PRV-1 polipeptidas yra glikozilintas PRV-1 polipeptidas, dar geriau, N-glikozilintas
PRV-1 polipeptidas arba jo biologiSkai aktyvus fragmentas. I8radimas taip pat susij¢s su
vaistais, kurie susideda i§ bent vieno polinukleotido pagal §j iSradima.

Sis isradimas dar susijes su PRV-1 polipeptido arba jo biologitkai aktyvaus
fragmento panaudojimu augimo faktoriumi in vivo ir ex vivo. PRV-1 polipeptidas arba
jo biologi¥kai aktyvus fragmentas gali buti naudojamas kauly Ciulpy ir apytakos visy
pancitopenijy ir pancitopatijy gydymui (periferinio kraujo ir kauly Ciulpy lasteliy
sudedamyjy daliy keitimas). Sio isradimo polipeptidai gali, pavyzdZiui, bati naudojami
gydant anemija, esant inksty nepakankamumui, chemoterapijai arba 3vitinant visg kiina,
gydant neutropenija ir trombocitopenija, esant chemoterapijai arba viso kiino §vitinimui,
gali bati naudojami periferiniy arba kauly Ciulpy kamieniniy lgsteliy ex-vivo
apdorojimui, siekiant pagausinti ir perpilti pacientui, sepsio, sisteminio uzdegiminio
atsako sindromo (SIRS) arba regioniniy uZdegiminiy reakcijy gydymui. Sio i¥radimo
polipeptidai arba juos turintys vaistai gali biiti jvedami daugybe biidy. [vedimo formos
apima intraveninj, subkutaninj, intraperitoninj, peroralinj, transderminj {vedima,
ivedima | raumenis ir per gleiving.

Sio isradimo polinukleotidai taip pat gali biti naudojami pancitopenijy ir
pancitopatijy gydymui. Siuo atveju tikslas yra ekspresuoti PRV-1 polipeptida arba jo
funkcionaly fragmenta paZeisto paciento lastelése. RySium su tuo geny terapijos metody
naudojimas yra pirmiausias ir svarbiausias. Lastelés gali bati i3skirtos i§ paciento ir
transfekuotos §io. isradimo polinukleotidu (ex-vivo manipuliacija), o po to jos
graZinamos i paciento organizma. Imanoma taip pat isivaizduoti metodika, pagal kuria
%o i¥radimo polinukleotidai patekty i tikslines lasteles virusinio perne$imo badu. [terpty
nukleino riigééiy ekspresija duoty hematopoetini aktyvuma.

Iiradimas taip pat susijes su rinkiniais arba polycythaemia vera arba

hematopoetinés sistemos sutrikimy nustatymui. Sie rinkiniai susideda i3 $io i3radimo
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polinukleotido ir/arba Sio i8radimo polipeptido ir/arba vieno ar daugiau $io iSradimo

antikiiny. Be to,  rinkiniy sudétj gali jeiti konteineris arba kompozicijos, tinkamos

nustatymo reakcijy igyvendinimui. Tokiy kompozicijy pavyzdZiai yra buferiniai tirpalai,

blokuojandiy membrany reagentai, hibridizacijos tirpalai, antriniai antikiinai, nustatymo

reakcijy substrato tirpalai, ir t.t. geriausia, kai rinkinys naudojamas PCR reakcijy,

Nothern bloto, Southern bloto, Western bloto, ELISA, RIA ar pana¥iy metodiky

realizavimui.

Toliau pateikiami pavyzdZiai, paaiskinantys i§radima.

1 pavyédys

PRV geno charakterizavimas

Siekiant charakterizuoti geng, atlikti tokie eksperimentai:

granulocity i8skyrimui i§ saugomo kraujo arba kraujo, surinkto kraujuojant p.
vera pacientams, naudojamas toks protokolas:

prie kraujo pridedamas toks pat taris 3 % dekstrano tirpalo 0,9 % NaCl, ir
misinys paliekamas 20 minuciy kambario temperatiiroje (RT).

Misinys iSsiskirsto | dvi fazes. VirSutiné¢ Sviesesné fazé atskiriama ir 10
minuéiy centrifuguojama esant 1800 g ir RT.

Supernatantas atskiriamas ir lastelés resuspenduojamos tokiame pat tiiryje 0,9
% NaCl.

Kiekvienu atveju 35 ml lasteliy NaCl uZpilamos ant 15 ml Ficoll-Hipaque.
Lastelés ant Ficoll-Hipaque centrifuguojamos 60 minudiy esant 1800 g ir RT,
nenaudojant pertrauky.

Susidaro lasteliy nuosédos ir du sluoksniai su tarpine faze.

Sluoksniai ir tarpiné fazé nusiurbiami ir lasteliy nuosédos resuspenduojamos
30 sekundZiy 10 ml ledinio 0,2 % NaCl, ir 10 ml lediniol,6 % NaCl
pridedama i8kart po 30 sekundZiy.

Lastelés centrifuguojamos 10 minuéiy esant 1800 g ir RT.

Po to jos perplaunamos viena karta 10 ml PBS ir nucentrifuguojamos.

Lasteliy nuosédos susideda i§ 95-99 % grynumo granulocity.
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- I3 8iy lasteliy pagal standartines metodikas i$skiriama RNR.
- Sios RNR 10 mg tiriama PRV-1 ekspresijos poZitriu Nothern blot metodu.
Zondu naudojama visa kDNR seka, pavaizduota sekoje ID Nr. 1.
Sis eksperimentas atliktas su 19 p. vera pacienty ir su 21 kontroliniu saugomo
kraujo pavyzdZiu. Nustatyta, kad PRV-1 zondas ryskiai hibridizuojasi p. vera pacienty

atveju. Sveiky individy kontroliniuose pavyzdZiuose hibridizacija nestebima.
2 pavyzdys

PRV-1 turi augimo faktoriaus aktyvuma.

Vaikingoms peléms po 13,5 dieny nuo apvaisinimo paSalinti embrionai. I$imtos
vaisiaus kepenys. Jy lastelés paZymétos naudojant antikinus ir koloneéliy
chromatografijos pagalba pratutintos vieno tipo lastelémis bei atskirtos nuo kito tipo
lasteliy. Tai duoda lasteliy misinj, praturtintg tam tikromis hematopoezés prekursoriaus
lastelémis (kolonijas sudarantys vienetai - eritroidai, CFU-E). Taigi, jei vaisiaus kepeny
lastelése mazdaug 2 % sudaro CFU-E, praturtintose lastelése CFU-E sudaro 30-40 %.

Sios CFU-E transfekuojamos naudojant retrovirusa. Siam tikslui lasteliy linija,
Zymima 393-T, transfekuojama prie$ 48 val. 293-T yra nustatyta Zmogaus embriono
inksty lasteliy linija. 393-T lastelés transfekuotos keletu retroviruso geny. Jei dabar Sios
293-T lastelés transfekuojamos dviem plazmidémis, vadinamomis pOS ir pKAT, tada
jos gamina retrovirusa, kuris gali infekuoti peliy vaisiaus kepeny lasteles. Jei 293-T
lastelés transfekuotos tudiu pOS vektoriumi ir pKAT, gaminasi laukinio tipo
retrovirusas, kuris tik ekspresuoja retroviruso baltymus. I3 kitos pusés, Zmogaus geno,
t.y. PRV-1 klonavimas j pOS vektoriy duoda produkcijg retroviruso, kuris ekspresuoja
§{ baltyma, uzkrétus juo lasteles. 293-T lastelés iSskiria retrovirusa j lasteliy kultivavimo
terpg.

Po dviejy dieny lasteliy kultivavimo terpé nuo transfekuoty 293-T lasteliy, turinti
retroviruso, surenkama ir nufiltruojama per 0,45 pm filtra. Siekiant transfekuoti vaisiaus
kepeny lasteles, pastarosios sumaiSomos su nufiltruota lasteliy kultivavimo terpe,

turindia retroviruso, ir 2 val. centrifuguojama esant 1800 aps/min ir 20 °C, pridéjus
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Polybren. Po to transfekuotos vaisaus kepeny lgstelés auginamos terpéje (Methocult, i§
Cell Systems), be jprastiniy drusky ir aminorags¢iy turingioje fetalinio verselio serumo,
0,0001-0,4 IU eritropoetino (EPO)/ml ir 0,8 % metilceliuliozés. CFU-E lasteléms reikia
EPO, siekiant sudaryti hepatopoetines kolonijas. Metilceliuliozé sutir§tina terpe iki Zele
pavidalo, fiksuodama atskiras lasteles taip, kad jos, skirtingai negu skystoje terpéje,
negaléty judeti. Tokiu biidu jmanoma stebéti, ar i§ pavienés lastelées susidare
hematopoetiné kolonija, ar ne. CFU-E sudaro eritroidy kolonijas, tai yra kolonijas,
turin¢ias raudonyjy kraujo kiineliy ir jy prekursoriy.

Po trijy dieny suskai¢iuojamos susidariusios hematopoetinés kolonijos. Palyginti
jvairlls miiniai. Ne visi miginiai tirti kiekviename eksperimente; misiniai 1-3 yra labai
artimi kontroliniai miginiai ir kiekvienas jy gali biiti lyginamas su mi§iniu 4.

1 misinys: Lastelés, kurios nebuvo transfekuotos retrovirusu,

2 misinys: Lastelés, kurios buvo transfekuotos tus¢iu pOS vektoriumi;

3 misinys: Lastel¢s, kurios buvo transfekuotos "Zalios fluorescencijos baltymu"
(GFP), baltymu, kuris néra aktyvus hematopoetiniu poZitiriu;

4 midinys: Lastelés, kurios buvo transfekuotos pOS-PRV-1 (vektorius + genas

pagal §j i¥radima).

1 lentelé: lenteléje pateikti rezultatai, gauti i§ auk$¢iau aprasyty eksperimenty.

Skaidiai kiekvienu atveju rei8kia kolonijy kiekj.

1 miSinys 2 miSinys 3 misinys 4 misinys
netransfekuota | tud¢ias vektorius GFP PRV-1
(pOS) (pOS-GFP) (pOS-PRV-1)
1 bandymas 116 156 80 326
2 bandymas 271 273 410
3 bandymas 120 131 291
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Eksperimentai rodo, kad CFU-E, transfekuotos PRV-1, sudaro daug daugiau
kolonijy (iki trijy karty daugiau), negu vairios kontrolinés CFU-E. Sie rezultatai rodo,
kad PRV-1 yra CFU-E augimo faktorius.

3 pavyzdys.
PRV-1 augimo faktoriaus tirpumas.

Sekantis eksperimentas atliktas siekiant istirti, ar PRV-1 yra tirpus augimo

faktorius, ar reikalingas lastelés-lasteles kontaktas. Lasteliy linija 293-T po
transfekavimo pOS ir pKAT vektoriais produkuoja ne vien tik retrovirusa. Papildomai
293-T lastelés taip pat sintetina baltyma, koduojama geno, klonuoto pOS, t.y., §iuo
atveju PRV-1. Jei geno produktas yra tirpus baltymas, jis iSskiriamas | terpg, supanfia
lasteliy linijg 293-T. Jei 293-T lastelés transfekuojamos tik pOS vektoriumi, be pKAT,
retrovirusy nesusidaro. Lasteliy kultivavimo terpéje tada yra tik lasteliy gaminamas
tirpus baltymas. POS-PRV-1-transfekuoty lasteliy terpe, ir kuri neturi retrovirusy,
sumaifoma su CFU-E ir viskas paskleidZiama metilceliuliozés terpéje; po
suskaigiuojamos susidariusios kolonijos

Gauti tokie rezultatai:

2 lentelé: PRV-1 tirpumas. Skaiciai kiekvienu atveju reiskia kolonijy kieki.

1 miSinys 2 misinys 3 miSinys 4 misinys
netransfekuota | tud¢ias vektorius GFP PRV-1
(pOS) (pOS-GFP) (pOS-PRV-1)
4 bandymas 116 137 187 557

Siame bandyme taip pat CFU-E lastelés, kurios buvo paveiktos PRV-1 turindia

terpe, sudaré daug daugiau kolonijy, negu kontrolinés lastelés. IS $io rezultato galime

daryti i$vadg, kad PRV-1 yra tirpus augimo faktorius.
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4 pavyzdys.

Augimo faktorius PRV-1 yra glikozilintas.

I§ pacienty, serganéiy p. vera, i§skirti granulocitai ir, pagal standarting metodika i3

Siy lasteliy pagaminti baltymo ekstraktai. Sie baltymo ekstraktai apdorojami pagal
Boehringer Manheim N-glikozidazés F deglikozilinimo rinkinio metodika. Smulkiau,
tai reikia, kad { baltymo ekstrakta pridedama denatiiracijos buferio, mi$inys kaitinamas
3 min. 95 °C temperatiiroje, po to veikiamas arba reakcijos buferiu, arba reakcijos
buferiu plius N-glikozidazé. Kiekvienas miSinys inkubuojamas 37 °C temperatiiroje per
naktj, ir baltymai analizuojami PAGE gel-elektroforezés pagalba, po to Western blot
budu. PRV-1 baltymas nustatomas pagalba antikiino, nukreipto prie$ baltyma, turintj
aminoriigi¢iy seka ID Nr.5. Rezultatai rodo, kad tuo tarpu kai PRV-1 baltymas
iSgrynintas i§ granulocity, yra 60-65 kDa dydZio, suskaidZius N-glikozidaze, jis yra tik
40 kDa dydzio. Tai ai8kiai jrodo, kad PRV-1 yra glikozilintas prie asparagino liekany.



14 LT 4877 B

SEKOS
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<160>9

<170> PADAT Sequenzmodul, Version 1.0

<210>1

<211> 1600
<212>DNR

<213> homo sapiens

<220>
<223>

<400> 1

aaaagcagaa agagattacc agccacagac gggtcatgag cgeggtatta ctgetggecc 60
tcctggggtt catectccca ctgecaggag tgeaggegcet getetgeeag tttgggacag 120
ttcagcatgt gtggaaggtg tccgacctge cccggeaatg gaccectaag aacaccaget 180
gegacagegg cttggggtge caggacacgt tgatgetcat tgagagegga ccccaagtga 240
geetggtget ctccaaggge tgecacggagg ccaaggacca ggagecccge gtecactgage 300
accggatggg ccccggecte tccetgatet cctacacett cgtgtgcege caggaggact 360

tctgecaacaa cctegttaac tecetceege tttgggeece acagececca geagacccag 420
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gatccttgag gtgeccagte tgettgtcta tggaaggcetg tetggaggge acaacagaag 480
agatctgccc caaggggacc acacactgtt atgatggect cctcaggete aggggaggag 540
gcatcttctc caatctgaga gtccagggat geatgeccca gecaggttge aacctgetca 600
atgggacaca ggaaattggg cccgtgggta tgactgagaa ctgeaatagg aaagattttc 660
tgacctgtca tcgggggacc accattatga cacacggaaa cttggetcaa gaacccactg 720
attggaccac atcgaatacc gagatgtgcg aggtggggca ggtgtgtcag gagacgetge 780
tgctcataga tgtaggactc acatcaacce tggtggggac aaaaggetge ageactgttg 840
gggctcaaaa ttcccagaag accaccatee actcagecce tectggggtg cttgtggeet 900
cctataccca cttetgetee teggacctgt geaatagtge cageageage agegttetge 960
tgaactcect cectectcaa getgeeectg teccaggaga ceggeagtgt cetacetgtg 1020
tgcageccct tggaacctgt tcaagtggcet cceccegaat gacetgeece aggggegeca 1080
ctcattgtta tgatgggtac attcatctct caggaggtgg getgtccace aaaatgagca 1140
ttcagggctg cgtggeccaa cettccagct tettgttgaa ccacaccaga caaatcggga 1200
tettctetge gegtgagaag cgtgatgtge agectectge ctetcageat gagggaggtg 1260
gggctgaggg cetggagtct ctecacttggg gggtgggect ggeactggee ccagegetgt 1320
getggggagt ggtttgeect tectgetaac tetattacee ccacgattet tcacegetge 1380
tgaccaccca cactcaacct ccctetgace tcataaccta atggecttgg acaccagatt 1440
ctttcccatt ctgtccatga atcatcttce ccacacacaa tcattcatat ctactcacet 1500
aacagcaaca ctggggagag cctggageat ccggacttge cctatgggag aggggacget 1560

ggaggagtgg ctgcatgtat ctgataatac agaccctgtc 1600
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<210>2

<211>437
<212>PRT

<213> homo sapiens

<400> 2

Met Ser Ala Val Leu Leu Leu Ala Leu Leu Gly Phe Ile Leu Pro Leu
1 5 10 15
Pro Gly Val GIn Ala Leu Leu Cys GIn Phe Gly Thr Val GIn His Val
20 25 30
Trp Lys Val Ser Asp Leu Pro Arg Gln Trp Thr Pro Lys Asn Thr Ser
35 40 45
Cys Asp Ser Gly Leu Gly Cys GIn Asp Thr Leu Met Leu Ile Glu Ser
50 55 60
Gly Pro GlIn Val Ser Leu Val Leu Ser Lys Gly Cys Thr Glu Ala Lys
65 70 75 80
Asp Gln Glu Pro Arg Val Thr Glu His Arg Met Gly Pro Gly Leu Ser
85 90 95
Leu Ile Ser Tyr Thr Phe Val Cys Arg Gln Glu Asp Phe Cys Asn Asn
100 105 110
Leu Val Asn Ser Leu Pro Leu Trp Ala Pro Gln Pro Pro Ala Asp Pro
115 120 125
Gly Ser Leu Arg Cys Pro Val Cys Leu Ser Met Glu Gly Cys Leu Glu
130 135 140
Gly Thr Thr Glu Glu Ile Cys Pro Lys Gly Thr Thr His Cys Tyr Asp
145 150 155 160
Gly Leu Leu Arg Leu Arg Gly Gly Gly Ile Phe Ser Asn Leu Arg Val
165 170 175
GlIn Gly Cys Met Pro GlIn Pro Gly Cys Asn Leu Leu Asn Gly Thr Gln
180 185 190
Glu Ile Gly Pro Val Gly Met Thr Glu Asn Cys Asn Arg Lys Asp Phe
195 200 205
Leu Thr Cys His Arg Gly Thr Thr Ile Met Thr His Gly Asn Leu Ala
210 215 220
Gin Glu Pro Thr Asp Trp Thr Thr Ser Asn Thr Glu Met Cys Glu Val
225 230 235 240
Gly Gln Val Cys GIn Glu Thr Leu Leu Leu Ile Asp Val Gly Leu Thr
245 250 255
Ser Thr Leu Val Gly Thr Lys Gly Cys Ser Thr Val Gly Ala Gln Asn
260 265 270
Ser Gln Lys Thr Thr Ile His Ser Ala Pro Pro Gly Val Leu Val Ala
275 280 285
Ser Tyr Thr His Phe Cys Ser Ser Asp Leu Cys Asn Ser Ala Ser Ser
290 295 300

LT 4877 B
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Ser Ser Val Leu Leu Asn Ser Leu Pro Pro Gln Ala Ala Pro Val Pro

305 310 315 320
Gly Asp Arg Gin Cys Pro Thr Cys Val Gln Pro Leu Gly Thr Cys Ser
325 330 335
Ser Gly Ser Pro Arg Met Thr Cys Pro Arg Gly Ala Thr His Cys Tyr
340 345 350
Asp Gly Tyr Ile His Leu Ser Gly Gly Gly Leu Ser Thr Lys Met Ser
355 360 365
Ile GIn Gly Cys Val Ala GIn Pro Ser Ser Phe Leu Leu Asn His Thr
370 375 380
Arg Gln Ile Gly Ile Phe Ser Ala Arg Glu Lys Arg Asp Val GIn Pro
385 390 395 400
Pro Ala Ser GIn His Glu Gly Gly Gly Ala Glu Gly Leu Glu Ser Leu
405 410 415
Thr Trp Gly Val Gly Leu Ala Leu Ala Pro Ala Leu Trp Trp Gly Val
420 425 430
Val Cys Pro Ser Cys
435
<210>3
<211>24
<212>RNR
<213> homo sapiens
<220>
<223>
<400> 3
aaaagcagaa agagattacc agcc 24
<210>4
<211>24
<212>RNR

<213> homo sapiens

<220>
<223>

LT 4877 B



<400> 4

ggctggtaat ctetttetge tttt

<210>5

<211>13
<212>PRT

<213> homo sapiens

<400> 5

18

24

Lys Val Ser Asp Leu Pro Arg GIn Trp Thr Pro Lys Asn

1 5 10

<210>6

<211>15
<212>PRT

<213> homo sapiens

<400> 6

Ser Ala Arg Glu Lys Arg Asp Val Gln Pro Pro Ala Ser Gln His

1 5 10

<210>7

<211>27
<212>DNR

<213> homo sapiens

<220>
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<223>

<400>7

attaggttat gaggtcagag ggaggtt

<210>8

<211>28
<212>DNR

<213> homo sapiens

<220>
<223>

<400> 8

gcagaaagag attaccagcc acagacgg

<210>9

<211>28
<212>DNR

<213> homo sapiens

<220>
<223>

<400>9

gaatcgtggg ggtaatégag ttagcagg

27

28

28
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. N-glikozilintas polipeptidas, i§ esmés susidedantis i§ vienos i§ toliau pateikty
aminortig§¢iy seky:

sekos Nr. 2 aminorugstys 1-437,

sekos Nr. 2 aminortigstys 1-409;

sekos Nr. 2 aminoragstys 22-437;

sekos Nr. 2 aminoriigstys 22-409;

arba jo fragmentas, susidedantis i§ maZiausiai 50 aminorig&&iy.

2. Polipeptidas, susidedantis i§ vienos i8 toliau pateikty aminoriig¥&iy seky:
sekos Nr. 2 aminoraigstys 1-437;

sekos Nr. 2 aminorugstys 1-409;

sekos Nr. 2 aminoruigstys 22-437;

sekos Nr. 2 aminorigStys 22-409;0

3. I§ esmés grynas polipeptidas, turintis seka ID Nr. 2.

4, Polinukleotidas, susidedantis i§ vienos i§ toliau pateikty nukleotidy seky:
sekos Nr. 1 nukleotidai 1-1600;

sekos Nr.1 nukleotidai 36-1346;

sekos Nr.1 nukleotidai 36-1262;

sekos Nr. 1 nukleotidai 39-1346;

sekos Nr. 1 nukleotidai 39-1262;

sekos Nr. 1 nukleotidai 99-1346;

sekos Nr. 1 nukleotidai 99-1262.

5. Rekombinantiné DNR, susidedanti i§ polinukleotido pagal 4 punkta.

6. Rekombinantiné DNR pagal 5 punkta, besiskirianti tuo, kad nukleotidy

seka funkcionaliai suriSta su promotoriumi.
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7. Ekspresijos vektorius, turintis rekombinanting DNR pagal 5 arba 6 punkta.

8. Transformuota arba transfekuota lastel¢-Seimininke, turinti polinukleotida pagal

4 punkta.
9. Antiktinas prie§ PRV-1 polipeptida pagal vieng i§ 1-3 punkty arba jo epitopas.

10. Antikfinas pagal 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra

monokloninis antikiinas.

11. Polycythaemia vera nustatymo biidas, besiskiriantis tuo, kad
imuninés analizés metu PRV-1 polipeptidas pagal viena i§ 1-3 punkty reaguoja su vienu

ar daugiau antiktiny pagal 9 arba 10 punkta.

12. Budas pagal 11 punkts, besiskiriantis tuo, kad naudojamas antikiinas

yra polikloninis arba monokloninis antikiinas pagal 9 punkta,

13. Polycythaemia vera nustatymo biidas, besiskiriantis tuo, kad PRV-1
polinukleotidas pagal 4 punkta nustatomas naudojant atvirkStinés transkripcijos

polimerazés grandinés sintezés (RT-PCR) metodika arba blotingo metodika.

14. Vaistas polycythaemia vera gydymui, besiskiriantis tuo, kad, be

iprastiniy uZpildy, jis susideda i$ polikloniniy arba monokloniniy antikiiny pagal 9 arba

10 punkta.

15. Vaistas, besiskiriantis tuo, kad susideda i§ polipeptido pagal vieng i¥

1-3 punkty ir bent vieno farmaci$kai toleruotino uZpildo.

16. Vaistas, besiskiriantis tuo, kad susideda i§ polinukieotido pagal 4

punkta ir bent vieno farmaciskai toleruotino uZpildo.
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17. Polipeptido pagal viena i§ 1-3 punkty panaudojimas augimo faktoriumi.

18. Polipeptido pagal viena i 1-3 punkty panaudojimas vaisto, skirto kauly ¢iulpy
ir kraujotakos pancitopenijy ir pancitopatijy gydymui, gamyboje.

19. Polinukleotido pagal 4 punkta panaudojimas vaisto, skirto kauly ¢iulpy ir
kraujotakos pancitopenijy ir pancitopatijy gydymui, gamyboje.

20. Polipeptido pagal vieng i§ 1-3 punkty panaudojimas endogeniniy lasteliy

ir/arba nustatyty lasteliy linijy apdorojimui ir/arba dauginimui ex vivo arba in vitro.

21. Polycythaemia vera nustatymo rinkinys, besiskiriantis tuo, kad
susideda i§:

bent vieno polinukleotido pagal 4 punkta arba jo fragmento;

ir/arba bent vieno polipeptido pagal viena i§ 1-3 punkty,

ir/arba bent vieno antiklino pagal 9 ar 10 punkta,

22. Rinkinys hematopoetinés sistemos sutrikimy nustatymui, besiskirian-
tis tuo, kad susideda is:

bent vieno polinukleotido pagal 4 punkta arba jo fragmento;

ir/arba bent vieno polipeptido pagal vieng i§ 1-3 punkty,

ir/arba bent vieno antikiino pagal 9 ar 10 punkta.

23. Rinkinys PRV-1 baltymo nustatymui pagal 21 arba 22 punkta, besiski-
riantis tuo, kad tai yra ELISA analizés rinkinys.
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AAAAGCAGAAAGAGATTACCAGCCACAGACGGGTCATGAGCGCGGTATTACTGCTGGCCCTCC
TGGGGTTCATCCTCCCACTGCCAGGAGTGCAGGCGCTGCTCTGCCAGTTTGGGACAGTTCAGC
ATGTGTGGAAGGTGTCCGACCTGCCCCGGCARTGGACCCCTANGAACACCAGCTGCGACAGCG
GCTTGGGGTGCCAGGACACGTTGATGCTCATTGAGAGCGGACCCCAAGTGAGCCTGGTGCTCT
CCAAGGGCTGCACGGAGGCCAAGGACCAGGAGCCCCGCGTCACTGAGCACCGGATGGGCCCCG
GCCTCTCCCTGATCTCCTACACCTTCGTGTGCCGCCAGGAGGACTTCTGCAACAACCTCGTTA
ACTCCCTCCCGCTTTGGGCCCCACAGCCCCCAGCAGACCCAGGATCCTTGAGGTGCCCAGTCT
GCTTGTCTATGGAAGGCTGTC TGGAGGGGACAACAGAAGAGATCTGCCCCAAGGGGACCACAC
ACTGTTATGATGGCCTCCTCAGGCTCAGGGGAGGAGGCATCTTCTCCAATCTGAGAGTCCAGG
GATGCATGCCCCAGCCAGGTTGCAACCTGCTCAATGGGACACAGGAAATTGGGCCCGTGGGTA
TGACTGAGAACTGCAATAGGAAAGATTTTCTGACCTGTCATCGGGGGACCACCATTATGACAC
ACGGAAACTTGGCTCAAGAACCCACTGATTGGACCACATCGAATACCGAGATGTGCGAGGTGG
GGCAGGTGTGTCAGGAGACGCTGCTGCTCATAGATGTAGGACTCACATCAACCCTGGTGGGGA
CAAAAGGCTGCAGCACTGTTGGGGCTCAAAATTCCCAGAAGACCACCATCCACTCAGCCCCTC
CTGGGGTGCTTGTGGCCTCCTATACCCACTTCTGCTCCTCGGACCTGTGCAATAGTGCCAGCA
GCAGCAGCGTTCTGCTGAACTCCCTCCCTCCTCAAGCTGCCCCTGTCCCAGGAGACCGGCAGT
GTCCTACCTGTGTGCAGCCCCTTGGAACCTGTTCAAGTGGCTCCCCCCGAATGACCTGCCCCA
GGGGCGCCACTCATTGTTATGATGGGTACATTCATCTCTCAGGAGGTGGGCTGTCCACCAARAA
TGAGCATTCAGGGCTGCGTGGCCCAACCTTCCAGCTTCTTGTTGAACCACACCAGACAAATCG
GGATCTTCTCTGCGCGTGAGAAGCGTGATGTGCAGCCTCCTGCCTCTCAGCATGAGGGAGGTG
GGGCTGAGGGCCTGGAGTCTCTCACTTGGGGGGTGGGGCTGGCACTGGCCCCAGCGCTGTGGT
GGGGAGTGGTTTGCCCTTCCTGCTAACTCTATTACCCCCACGATTCTTCACCGCTGCTGACCA
CCCACACTCAACCTCCCTCTGACCTCATAACCTAATGGCCTTGGACACCAGATTCTTTCCCAT
TCTGTCCATGAATCATCTTCCCCACACACAATCATTCATATCTACTCACCTAACAGCAACACT
GGGGAGAGCCTGGAGCATCCGGACTTGCCCTATGGGAGAGGGGACGCTGGAGGAGTGGC TGCA

TGTATCTGATAATACAGACCCTGTC

Fig. 1
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MSAVLLLALLGFILPLPGVQA---LLCQFGTVQHVWKVSDLPRQWTPKNTSCD
SGLGCQDTLMLIESGPQVSLVLSKGCTEAKDQEPRVTEHRMGPGLSLISY
TFVCRQEDFCNNLVNSLPLWAPQPPADPGSLRCPVCLSMEGCLEGTTEEI
CPKGTTHCYDGLLRLRGGGIFSNLRVQGCMPQPGCNLLNGTQEIGPVGMT
ENCNRKDFLTCHRGTTIMTHGNLAQEPTDWTTSNTEMCEVGQVCQETLLL
IDVGLTSTLVGTKGCSTVGAQNSQKTTIHSAPPGVLVASYTHFCSSDLCN
SASSSSVLLNSLPPQAAPVPGDRQCPTCVQPLGTCSSGSPRMTCPRGATH
CYDGYIHLSGGGLSTKMSIQGCVAQPSSFLLNHTRQIGIFSAREKRDVQP
PASQHEGGGAEGLESLTWGVGLALAPALWWGVVCPSC

Fig. 2
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