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ISRADIMO SRITIS

Sis i§radimas yra i§ dalies susijes su naujai identifikuotais
polinukleotidais ir polipeptidais, polinukleotidy ir polipeptidy variantais ir
* dariniais, polinukleotidq ir polipeptidy, ir jy varianty bei dariniy pagaminimo
budais, antikinais, nukreiptais prie§ Siuos polipeptidus, jy variantus ir jy
darinius, ir polinukleotidy, polipeptidy, varianty, dariniy ir antikiny
panaudojimu. Ypatingai 8iuo ir kitais poZidriais iSradimas yra susijgs su
naujais Zmogaus ekstralgsteliniais matriciniais polipeptidais (pavadintais
RG1), polinukleotidais, kurie koduoja 8iuos polipeptidus, antikanais,
ndkreiptais prie$ Siuos polipeptidus ir antiprasminiais polinukleotidais, kurie
blokuoja RG1 ekspresijq.

ISRADIMO KILME

Prostatos véZys yra daZniausiai atsirandanti vyry liga, ir jis yra
diagnozuojamas mazdaug trecdaliui vyry virs 45 mety amZiaus. Yra duomeny,
ir apie genetines, ir apie aplinkos sukeltas jo priezastis, o daugeliu atvejy jis
tikriausiai yra abiejy faktoriy derinio pasekmé. Seimyninio véZio tyrimai davé
pagrindo manyti, kad genetinio- polinkio faktorius vaidina vaidmenj mazdaug
5-10 % visy prostatos vézio atvejy ir mazdaug 45 % atvejy yra jaunesni nei 55
mety vyrai.

Yra duomeny, kad prostatos vézys iSsivysto kaip daugiastadijiné liga,
kurioje pirminis paZeidimas yra prostatos intraepitelio neoplazija (PIN).
Ankstyvosios ligos stadijos priklauso nuo androgeno, tadiau vélyvesnés
stadijos nepriklauso nuo hormony. Proliferacinis prostatos sutrikimas,
Zinomas kaip gerybiné prostatos hiperplazija, yra daZznai kliniSkai nustatomas,
bet tikriausiai tai néra vézio atsiradimo stadija. TaCiau jis yra daznai susijgs su
augantis ir heterogeninis. Vélyvosiose stadijose véZys daznai duoda

metastazes limfmazgiuose ir kauluose.
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Proostatos veézZys paprastai diagnozuojamas fiziSkai apZidrint ir
nustatant prostatai specifinio antigeno (PSA) kiekius serume. Lokalizuotos
ligos gydyn%o pasirinkimas yra radikali prostatektomija. UZleista metastazine
liga dabartiniu metu yra gydoma androgeno pasalinimu, sukeliamu pa$alinant
séklides, arba gydant GnRH (gonadotroping iSlaisvinanéiu hormonu) ir anti:
endrogenine terapija. Tadiau uZleista liga beveik visada pasidaro rezistentiska
hormonams ir néra vaisty ligos progresavimui gydyti. Be to, yra rimti $alutiniai
" poveikiai, éusijQ ir su radikalia prostatektomija, ir su androgeno pasalinimo
terapija. Jais yra didelé nesulaikymo ir impotencijos rizika, susijusi su radikalia
prostatektomija, o kauly lGZiai ir osteoporozé, yra susij¢ su androgeno
pasalinimo terapija. .

Todél yra labai didelis poreikis naujy terapiniy, strategijy ir ankstyvajai,
ir velyvajai prostatos véZio stadijai. Taip pat yra labai didelis poreikis naujy
diégnostiniq agenty, ypatingai agenty, kurie gali atskirti ligos stadijas, nes tai
turi didZiulge jtakg gydymo priemoniy pasirnkimui. PavyzdZiui, jeigu liga
progresuoja uZ prostatos ir metastazavo limfmazgiuose, radikalios
prostatektomijos nenaudojama, nes ji neturés itakos | progresavima, bet gali
tureti labai didelj nepageidautinq Salutini poveiki. Agentas, kuris galéty aptikti
metastazes in vivo, turéty labai svarbig reikSme.

, Prostatos vézio atveju buvo parodyti badingy baltymy ekspresijos
pokydiai, jskaitant anomalia p53 ekspresija vélyvojoje prostatos vézio
stadijoje, sumazinti TGF-p receptoriaus kiekiai, sumazinti E-kadherino, C-
Cam (Iastelés adhezijos molekulé) ir keleto integriny kiekiai. Onkogeno bcl-2
ekspresija yra nepaprastai padidinta vélyvojoje nuo androgeno
nepriklausanciy augliy stadijoje ir prognozé pacientams, kuriy padidinta bcl-2
ekspresija, yra snatykinai bloga. Nors anks¢iau minéti geny ekspresijos
poky¢iai yra placiai apra8yti, nebuvo nustatyta jokiy geny ekspresijos pokyciy,
kad jie buty ligos priezastis. Todél turéty bati naudinga identifikuoti naujus
baltymus, kuriy ekspresija yra susijusi su buvimu arba atsiradimu prostatos
augliy, kurie galéty tarnauti kaip molekuliniai taikiniai prostatos vézio
diagnozei ir gydymui.

Siame isradime apraSomas naujas ekstralasteliniy matriciniy baltymy
poseimés homologas. Sis homologas, pavadintas RG1, yra ekspresuojamas
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prostatos audinyje ir gali bati nenormaliai greitai ekspresuojamas prostatos
augliuose. .

| Ekstralasteliné matrica yra sudétingas tinklas i§ kolageno ir elastino,
terpty | klampig elasting pagrindo medZiaga, sudarytg i proteoglikany, ir
glikoproteiny. Matrica egzistuoja kaip tridimensinés palaikancios atramos,
kurios skiria audinio sekcijas, tarpininkauja lasteles prijungiant ir apsprendzia
audinio architektarg (Bissel et al., J. Theor. Biol. 99:31-68, 1982; Carlson et
| al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2403-2406, 1981). Matrica veikia kaip
makromolekulinis filtras (Hay, E.D., Cell Biology of Extracellular Matrix, New
York, Plenum Press, 1982) ir taip pat veikia citodiferenciacija, mitogenezg ir
morfogenezg (Gospodarowiczs, D., Cancer Res.- 38:4155-171, 1978).
Biocheminés saveikos tarp normaliy lasteliy neoplazijos atveju gali bati pakite
ir tai gali turéti jtakg auglio proliferacijai. Auglio lastelés gali saveikauti su
matrica jvairiais bidais. Pirma, auglio Iastelés gali prisijungti prie matricos pé'r
specifinius plazmos membranos receptorius (Terranova et al., Cancer Res.
42:2265-2269, 1982). Antra, matricos degradacijoje tarpininkauja fermenty
kaskada, kuriuos paduoda auglio Iastelé ir Seimininkas (Eisen et al., Biochem.
Biophys. Acta 151:637-645, 1968). Tre(ia, diferenciuotose auglio vietose
auglio 'Ia\stelés gali sintezuoti ir sukaupti matrica arba paskatinti Seimininko
lasteles sukaupti papildoma matrica (Brownstein et al., Cancer 40:2979-2986,
1977). .
RG1 pasizymi homologija ekstralasteliniy matriciniy baltymy po3eimei,
koduojamai Mindin/F-spondino  genu. Sig geny S8eimg jungia dvi
konservatyvios spondino sritys, FS1 ir FS2, netoli amino-galo ir maZiausiai
vienas trombospondino tipo 1 pasikartojimas (TSR1) karboksi-gale (Shimeld,
S.M., Mol. Biol. Evol. 15(9):1216-1223, 1998). TRS motyvas buvo i§ pradZiy
rastas stuburiniy ekstralasteliniuose matriciniuose baltymuose (Bornstein, P.,
J. Cell Biol. 130:503-506, 1995) ir po to buvo rastas keliuose kituose
ekstralgsteliniuose matriciniuose baltymuose. Yra keletas duomeny serijy,
kad TSR tarpininkauja Iasteliy sukibime ir vaidina pagrindini vaidmenj augliy
genezéje. PavyzdZiui, buvo parodyta, kad trombospondino proteolitiniai
fragmentai, kuriuse yra TSR ir sintetiniai peptidai, turintys sekas, atitinkancias
trombospondino TSR sritj, skatina auglio lasteliy prikibimg ir metastazes
(Prater et al., J. Cell Biol. 112:1031-1040, 1991; Tuszynski and Nicosia,
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BioEssays 18:71-76, 1996), pasiZzymi prieSangiogeniniu aktyvumu (Tolsma et
al., J. Cell Biol. 122:497-511, 1993), inhibuoja trombocity agregacijg ir
melanomos metastazes (TuSzynéki etal., J. Cell. Biol. 116:209-217, 1992).

Neseniai | 8ig poSeimg buvo jtrauktas genas Caenorhabditis elegans,
vienas genas Drosophila ir daug geny stuburiniuose. C. elegans genas
F10E7.4 koduoja penkis TSR apart FS1 ir FS2 sri¢iy (Higashijima et al., Dev.
Biol. 192:211-227, 1997). Drosophila $eimos narys, pavadintas M-spondinu
(mspo), turi FS1 ir FS2 sritis ir vieng TSR (Umemiya et al., Dev. Biol, 186:165-
178, 1997). M-spondino genas koduoja sekretuojamg baltyma, kuris yra
lokalizuotas raumens prijungimo vietose, ir atrodo, kad jis funkcionuoja kaip
ekstralqstelinis; matricinis baltymas, kuris palaiko raumens-apodermio
sujungima, Sios $eimos nariai stuburiniuose turi genus, iskirtus i
zebrazuvés (Mindinas 1 ir Mindinas 2, F-spondinas 1 ir F-spondinas 2),
Ziurkés F-spondinas, Xenopus F-spondinas ir Ziurkés Mindinas. Mindinas 1 ir
Mindinas 2 yra artimai tarpusavyje susije ir turi geno struktdra, artimg
Drospphila M-spondino struktarai. Abu Mindinas 1 ir Mindinas 2 koduoja vieng
TSR, apart FS1 ir FS2 sri¢iy (Higashijima et al., Dev. Biol. 192:211-227,
1997). ZebraZuves F-spondinas 1 ir F-spondinas 2, Ziurkés F-spondinas (Klar
et al., Cell 69:95-110, 1992) ir Xenopus F-spondinas (Altaba et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:8268-8272) genai visi turi panasSias struktaras,
koduojanéias SeSias kopijas TSR apart FS1 ir FS2 sri¢iy. Suburiniuose
Mindino/F-spondino poSeimé gali bati i§skiriama | dvi grupes: genai, kurie yra
glaudZiai susije su originaliais ::Ziurkés F-spondino ir Mindino genais, ir genai,
kurie yra glaudZiai susij¢ su Drosophila M-spondino genu. Abu stuburiniy
Mindino ir F-spondino genai koduoja baltymus, kuriuos pirmiausia
ekspresuoja neurono vamzdelio atraminé plokstelé embrioninio vystymosi
metu.

Neseniai atskiras F-spondinui giminingas genas, AmphiF-spondinas,
buvo i$skirtas i§ amphioxus (Shimeld, S.M., Mol. Bio. Evol. 15(9): 1518-1223,
1998). Remiantis molekuline filogenetika, AmphiF-spondinas yra labai
giminingas ypatingai stuburiniy F-spondino geny pogrupei, kuri koduoja $esis
TSR. AmphiF-spondinas koduoja tris TSR ir du fibronektino tipo III
pasikartojimus; vienas i§ jy turi stipry identiSkuma fibronektino tipo Il
pasikartojimui iS Deleted in Colorectal Cancer (DCC). Baltymo ekspresija
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rasta per dauguma centriniy nervy sistemy ir néra apribota vidurio linija, kaip
apradyta stuburiniy Mindino ir F-spondino baltymy atveju.

Sie duomenys duoda pagrindo manyti, kad ekstralgsteliniai matriciniai
baltymai, tokie kaip naujasis RG1 baltymas, kuris yra homologiskas
Mindino/F-spondino po$eimei, bus geri kandidatai naudoti vézio diagnostikojé

ir terapinéje intervencijoje.

ISRADIMO SANTRAUKA

Siame isradime pateikiama polinukleotidy seka, kuri vienintelé koduoja
naujaji baltymg, &ia pavadinta RG1. RG1 polipeptidas turi homologijg su
Ziurkiy Mindino ekstralasteliniu matriciniu baltymu. Jis turi hidrofobing
signaling seka N-gale, dvi spondino sritis (FS1 ir FS2) ir trombospondino tipo
1'pakartojimq C-gale. RG1 turi 89,7 % panaduma | Ziurkiy Mindina,
Polinukleotidy seka, &ia pavadinta rg? ir parodyta fig.1 (SEQ ID NO:1),
koduoja aminoriigigiy, seka RG1, kuri yra parodyta fig.2 (SEQ ID NO:2).

Sia prasme ir kitomis, $io isradimo tikslas, tarp kitko, yra pateikti
polipeptidus, kurie buvo identifikuoti kaip nauji baltymai, turintys homologijg
ekstralasteliniy matriciniy baltymy Mindino Seimai, kaip parodyta lyginant fig.2
duotg aminorag&tiy seka (SEQ ID NO: 2) ir kity ekstralgsteliniy matriciniy,
baltymt, aminorag3$¢iy sekas.

Be to, kitas $io iSradimo tikslas yra pateikti polinukleotidus, kurie
koduoja tokius polipeptidus, - konkregiau polinukleotidus, kurie koduoja
polipeptida, ¢ia pavadintg RG1.

Sutinkamai su $iuo iSradimo aspektu, yra pateikiami iSskirti
polinukleotidai, koduojantys RG1, iskaitant mRNR, kDNR ir kituose Sio
igradimo aspekto jgyvendinimo variantuose biologiskai, diagnostiSkai, kliniskai
arba terapiskai naudingus variantus, analogus arba jy darinius arba jy
fragmentus, jskaitant varianty, analogy ir dariniy fragmentus.

Tarp ypatingai svarbiy $io i§radimo aspekto jgyvendinimo varianty yra
nataraliai atsirandantys polinukleotidy, kurie koduoja Cia pazymeéto RGH1
polipeptido variantus, aleliniai variantai. )

Sutinkamai su $iuo i§radimo aspektu, yra pateikiami nauji Zmogiskos

kilmes polipeptidai, ¢ia vadinami RG1, o taip pat jo biologiSkai, diagnostiskai
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arba terapi$kai naudingi fragmentai, variantai ir dariniai, fragmenty variantai ir
dariniai ir jy-analogai. ‘ -

Tarp ypatingai svarbiy éio('i‘s';radimo aspekto jgyvendinimo varianty yra
RG1 variantai, koduoti nattraliai atsirandanciy rg7 polinukleotidy varianty.

Dar kitas $io iSradimo tikslas yra pateikti aukSCiau minéty polipeptidy,
polipeptido fragmenty, varianty ir dariniy, varianty ir dariniy fragmenty ir jy
analogy gavimo buda. Tinkamiausiame Sio iSradimo aspekto jgyvendinimo
variante yra pateikiami auksCiau minéty RG1 polipeptidy gavimo badai,
apimantys auginimg S3eimininko Igsteliy, turinéiy ekspresigkai fterpta | ji
egzogeniskai iSvesta RG1-koduojant] polinukleotida, Zmogaus RGf
ekspresijos squéomis Seimininke ir po to ekspresuoto peptido igavima.

Sutinkamai su kitu $io iSradimo tikslu, yra pateikiami produktai,
kompozicijos, procesai ir bidai, kuriuose naudojami aukdCiau minéti peptidai
ir polinukleotidai, tarp kity, tyrimo, biologiniams, klinikiniams ir terapiniams
tikslams.

Sutinkamai su tam ftikrais tinkamiausiais $io iradimo aspekto
jgyvendinimo variantais, yra pateikiami produktai, kompozicijos ir badai, tarp
kity, RG1 ekspresijai lgstelése jvertinti, nustatant RG1 polipeptidus arba RG1-
koduojantiag mRNR; ir genetinéms variacijoms ir aberacijoms, tokioms kaip
defektai, rg7 genuose jvertinti.

Sutinkamai su tam tikrais tinkamiausiais $io ir kity iSradimo aspekty
jgyvendinimo variantais, yra pateikiami zondai, kurie hibridizuojasi su rg?
sekomis.

Kitas 8io iSradimo tikslas yra yra pateikti antikinus, kurie yra labai
atrankts RG1 polipeptidams arba jy fragmentams ir kurie gali bati naudojami
diagnostikoje irfarba RG1 ekspresijos, kuri gali bati susijusi su prostatos
véziu, aptikimo blde. Sutinkamai su tam tikrais tinkamiausiais Sio iSradimo
aspeko jgyvendinimo variantais, antikGnai yra pazymimi taip, kad baty
gaunamas detektuojamas signalas. Ypatingai tinkami galéty bati antikdinai,
pazyméti radioaktyvia Zyme, fermentu, chromoforu arba fluoroforu.

Kitas $io iSradimo tikslas yra yra pateikti antikGinus, kurie yra konjuguoti
su terapiniu agentu jvedimui i lasteles in vitro, | lasteles ex vivo ir  Igsteles in
vivo arba | daugialastj organizma. Sia prasme yra ypatingai tinkami terapiniai
agentai, kurie yra citotoksiSki. Tam tikruose Sia prasme tinkamiausiuose
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igyvendinimo variantuose turéty bati jvedami konjuguoti antikiinai pacientui-
Zmogui gydyti ligos baklei, kuriai yra badingas RG1 aktyvumas arba
ekspresija’. tokiai kaip prostatos vézys.

Dar kitu Sio iSradimo aspektu yra pateikiami peptidai ir anti-idiotipiniai
antikanai, kurie gali bati naudojami imuniniam atsakui stimuliuoti.

Dar kitu $io iSradimo aspektu yra pateikiami ribozimai ir polinukleotidai,
komplementards rg7 polinukleotidams (t.y. antiprasminiai polinukleotidai)
ivedimui | lasteles in vitro, | lasteles ex vivo ir | lasteles in vivo arba |
daugialgst{ organizma. Ypatingai tinka 8ia prasme jvesti antiprasmines
molekules pacientui-Zmogui gydyti ligos biklei, tokiai kaip prostatos véZys
arba gerybiné prostatos hiperplazija, kuri yra palengvinama sumazZinant RG1
aktyvumo lygj.

Kiti Sio iSradimo tikslai, ypatybés, privalumai ir aspektai paalskés
spec:ahstams i$ toliau duodamo apraSymo. Vienok reikéty suprasti, kad toliau
duodamas apraSymas ir konkretls pavyzdZiai, nurodant tinkamiausius $io
iSradimo jgyvendinimo variantus, yra duodami tik iliustracijai. Skaitydami toliau
duodamg aprasyma ir kitas Sio iSradimo apra$ymo dalis, specialistai turéty
suprasti, kad yra galimi jvairGs pakeitimai ir modifikacijos $io iSradimo esmeés

ir sferos ribose.

TRUMPAS FIGURU APRASYMAS

FIG.1: rg1 polinukleotido seka (SEQ ID NO: 1), kuri koduoja biologiskai
arba imunologiskai aktyvig RG1 forma.

FIG.2: RG1 iSvesta aminorig3Ciy seka (SEQ ID NO: 2) su vienu
brak3niu pabrauktomis F-spondino sritimis ir dviem braksniais pabraukta
trombospondino sritimi.

FIG.3: RG1 aminortgs$¢iy sugretinimas su pelés Mindino seka. RG1
seka yra virSuje.

FIG.4: Polinukleotido ir RG1 iSvestos aminorigs¢iy sekos.

FIG.5: rg7 mRNR ekspresija Zmogaus audiniuose remiantis Tagman
PCR analize. RNR i8 Zmogaus audiniy (i§ auglio ir normalaus) buvo i§skirtos
panaudojant standartines metodikas. Pradmenys ir zondai rg1 mRNR
ekspresijai aptikti buvo suprojektuoti naudojant Perkin Elmer's Primer Express
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programg ir susintezuoti Synthetic Genetics. Rg7 mRNR buvo aptikta
Zmogaus prostatos audiniuose. Daug maZesne rg7 mRNR ekspresija galima
buvo aptikti kituose audiniuo'Sé, pvz. kepenyse.

FIG.6: Gamtinio, LNCaP Igsteliy i8skito RG1 baltymo gryninimas.
Western'o blotingo analizé, naudojant antiserumus, generuotus prie$ sintetine
RG1 peptido sekg (3C, SEQ ID NO: 10; Zr. 4 pavyzdj), gamtiniam LNCaP
lasteliy iSskirtam RG1 baltymui aptikti. Eliuavimo frakcijos i§ koncentruotos
LNCaP lIgsteliy kondicionuotos terpés Q-sefarozés chromatografijoje: (L)
kolonélés ikrova, (F) kolonélés perplovimas, (1-12) eliuavimo frakcijos per
druskos gradientg. Laukiama RG1 molekuliné masé yra ~36 kD, tagiau buvo
rasta, kad ant PAGE bakterijy ekspresuotas RG1, BHK-ekspresuotas RG1 ir
LNCaP-ekspresuotas RG1 baltymai (L, 6-9 frakcijos) migravo ties ~45 kD.

FIG.7: RG1  ekspresijos Zmogaus prostatos audiniuose
imunohistocheminis daZymas. Prostatos audiniai buvo gauti i§ Stanford
University School of Medicine urologijos skyriaus. DaZymas buvo
vizualizuotas Vector Rad substraty rinkiniu (SK-5100) ir kontrdazyta
hematoksilinu. Rezultatai rodo stipry periliuminalinés membranos nudaZymg
susidarant Iiatjkoms.

SMULKUS ISRADIMO APRASYMAS

Apibrézimai

Siame apradyme, paviizdiiuose ir pridedamoje apibréztyje, jeigu
nenurodyta kitaip, toliau duodami terminai turi tokias reik§mes:

“RG1" reiskia polipeptida, turintj aminorigs¢iy seka, parodytg fig.2
(SEQ ID NO: 2); jo variantus, analogus, darinius ir fragmentus ir varianty,
analogy ir dariniy fragmentus. Terminai “fragmentas”, “darinys” ir “analogas”,
kalbant apie fig.2 (SEQ ID NO: 2) polipeptida, reiSkia polipeptida, kuris i§laiko
i5 esmés tg pat| biologinj irfarba imunologinj aktyvuma, kaip ir fig.2 (SEQ ID
NO: 2) polipeptidas.

“rg1” rei8kia polinukleotida, turinti seka, parodyta fig.1 (SEQ ID NO: 1)
ir polinukleotidus, koduojantius polipeptidus, turinius RG1 aminorigsgiy
seka, parodytg fig.2 (SEQ ID NO: 2); ir polinukleotidus, koduojan&ius RG1
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variantus, analogus, darinius ir fragmentus bei varianty, analogy ir dariniy
fragmentus. Rg7 taip pat reiskia tokius i§ RNR sudarytus polinukleotidus bei
polinukleotidus, kurie yra polinukieotidy, koduojanéiy fig.2 (SEQ ID NO: 2)
parodytg polipeptido sekg, komplementai. -

“Polinukleotidas(ai)” paprastai reiSkia bet kokj poliribonukleotidg arba
polidezoksiribonukleotida, kuris gali bati nemodifikuotos RNR arba DNR arba
modifikuotos RNR arba DNR. Taigi, pavyzdZiui, polinukleotidai, kaip Cia
naudojama, tarp kity, reiSkia viengrandining ir dvigrandining DNR ir DNR, kuri
yra viengrandininiy ir dvigrandininiy sri¢iy midinys, viengrandining ir
dvigrandining RNR ir RNR, kuri yra viengrandininiy ir dvigrandininiy sriciy
miSinys, hibridines molekules, turing¢ias DNR ir RNR, kurios gali bati
viengrandininés arba, dazZniau, dvigrandininés, arba viengrandininiy ir
dvigrandininiy_sri¢iy miSinys. Be to, polinukleotidas, kaip &ia naudojama,
reiSkia trigrandinines sritis, turin¢ias RNR arba DNR arba ir RNR, ir DNR'.'
Grandinés tokiose srityse gali bati i§ tos pagios molekulés arba i§ skirtingy
molekuliy. Sios sritys gali apimti visg vieng arba daugiau molekuliy, bet
daZniau jos apima tiktai kai kuriy molekuliy sriti. Viena i8 trigubai spiralinés
srities molekuliy dazniausiai yra oligonukleotidas.

Cia naudojamas terminas “polinukleotidas” apima auk$c¢iau apraSytas
DNR ir RNR, kurios turi vieng arba daugiau modifikuoty baziy. Taigi, DNR
arba RNR, turin¢ios dél stabilumo arba kitokiy priezas¢iy modifikuotg karkasa,
Cia yra laikomos “polinukieotidais”. Be to, DNR arba RNR, turinios nejprastas
bazes, tokias kaip inozinas, arba modifikuotas bazes, tokias kaip tri¢iu
Zymétos bazés, paminint tik $iuos du pavyzdzius, Cia yra laikomos
polinukieotidais.

Turéty bati suprantama, kad DNR ir RNR buvo padaryta daugybé
modifikaciju, kurios tarnauja daugeliui specialistams Zinomy naudingy tiksly.
Cia naudojamas terminas “polinukleotidas” apima tokias chemiskai,
fermentidkai arba metaboliskai modifikuotas polinukleotidy formas, o taip pat
chemines DNR ir RNR formas, budingas virusams ir Igsteléms, tarp kity,
iskaitant paprastas ir sudétingas lasteles.

Cia naudojamas terminas “polipeptidai” apima visus toliau apraSytus
polipeptidus. Pagrindiné polipeptidy struktara yra gerai Zinoma ir buvo

apradyta nesuskaiiuojamoje daugybéje vadovéliy ir kity Sios srities
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publikacijy. Siame kontekste &ia naudojamas terminas reigkia bet kok| peptidg
arba baltyma, turintj dvi arba daugiau aminoragsciy, sujungty viena su kita
linijinéje grandinéje peptidiniais ‘rySiais. Kaip ¢ia naudojama, $is terminas
reiSkia ir trumpas grandines, kurios paprastai yra priimta vadinti, pavyzdZiui,
peptidais, oligopeptidais ir oligomerais, ir ligesnes grandines, kurios paprastai
yra vadinamos baltymais, kuriy yra daugybeé tipy.

Turety bati suprantama, kad polipeptiduose daznai yra aminoriigséiy,
kitokiy nei 20 aminoraigsciy, paprastai vadinamy 20 gamtiniy aminoragsgiy, ir
kad daug aminoragsciy, {skaitant galines aminoragstis, duotame polipeptide
gali bati modifikuotos arba dél gamtiniy procesy, tokiy kaip glikozilinimas ir
kitos potrasliacinés modifikacijos, arba cheminiais modifikavimo bldais, kurie
yra gerai Zinomi. Netgi jprastos modifikacijos, kurios ivyksta nataraliai
polipeptiduose, yra per daug skaitlingos, kad baty galima ¢ia jas i$vardinti, bet
jdé yra gerai apradytos pagrindiniuose tekstuose ir labiau detalizuotose
monografijose, o taip pat gausioje mokslinéje literataroje, ir jos specialistams
yra gerai Zinomos. Tarp Zinomy modifikacijy, kurios gali. bati $io. iSradimo-
peptiduose, iliustracijai paminint keletg i$ juy, yra acetilinimas, acilinimas, ADP-
ribozilinimas, amidinimas, kovalentinis flavino prijungimas, kovalentinis hemo
liekanos prijungimas, kovalentinis polinukleotido arba polinukleotido darinio
prijungimas, kovalentinis lipido arba lipido darinio prijungimas, kovalentinis
fosfatidilinozitolio  prijungimas, skersiniy ry$iy sudarymas, ciklizacija,
disulfidinio rySio sudarymas, demetilinimas, kovalentinio skersinio rysio
sudarymas, cistino sudarymas, pirogliutamato sudarymas, formilinimas,
gama-karboksilinimas, glikacija, glikozilinimas, GPl inkaro sudarymas,
hidroksilinimas, jodinimas, metilinimas, miristoilinimas, oksidinimas,
proteolitinis  apdorojimas, fosforilinimas, prenilinimas, racemizacija,
selenoilinimas, sulfatacija, pernedimo-DNR tarpininkaujamas aminoragsciy
prijungimas prie baltymuy, kaip antai arginilinimas ir ubikvitinizacija.

Tokios modifikacijos specialistams yra gerai Zinomos ir jos buvo labai
smulkiai apradytos mokslingje literatroje. Keletas ypatingai jprasty
modifikacijy, pavyzdZziui, glikozilinimas, lipidy prijungimas, sulfatacija, glutamo
rugSies liekany gama-karboksilinimas, hidroksilinimas ir ADP-ribozilinimas,
yra apraSytos pagrindiniuose tekstuose, kaip pavyzdZiui, I.E. Creighton,
Proteins — Structure and Molecular Propén‘ies. 2" Ed., W.H. Freeman and
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Company, New York, 1993. Siuo klausimu yra daug detaliy apzvalgy, tokiy
kaip, pavyzdZiui, apzvalgos, pateiktos Wold, F., in Posttranslational Covalent
Modification of Proteins, B.C. Johnson, Ed., Academic Press, New York, pp.1-
12, 1983; Seifter et al., Meth. Enzymol. 182: 626-646, 1990 ir Rattan et al.;
Protein Synthesis: Posttranslational Modifications and Aging, Ann. N.Y. Acad.
Sci. 663: 48-62, 1992.

Turéty, bati suprantama, tai yra gerai Zinoma ir pazyméta auks$é&iau,
polipeptidai nevisada yra linijiniai. PavyzdZiui, polipeptidai gali bati $akoti del
ubikvitinizacijos, ir jie gali bati Ziediniai su arba be atsiSakojimy, paprastai dél
potransliaciniy procesy, jskaitant nataraliai vykstancius procesus ir procesus,
kuriuos sukelia imogaus manipuliacijos, kurios gamtoje nevyksta. Ziediniai,
Sakoti ir 3akotai Ziediniai polipeptidai gali bati sintezuojami panaudojant
netransliacinius gamtinius procesus, o taip pat ir grynai sintetiniais metodais.

Modifikacijos polipeptide gali atsirasti bet kur, jskaitant peptido karkasa,
aminordgs¢iy Sonines grandines ir amino- arba karboksi-galus. Faktigkai,
amino- arba karboksigrupiy blokavimas yra jprastas ir gamtiniuose ir
sintetiniuose polipeptiduose, ir tokios modifikacijos gali bati Sio i$radimo
polipeptiduose taip pat. PavyzdZiui, E. coli pagaminty polipeptidy amino-galo
liekana, prie$ proteolitinj apdorojima, beveik visada bus N-formilmetioninas.

Polipeptide atsirandanéios modifikacijos daZnai yra jo pagaminimo
budo funkcija. PavyzdZiui, polipeptidams, gaunamiems ekspresuojant
klonuotg geng 3eimininke, modifikacijy prigimtis ir laipsnis didZigja dalimi bus
apsprestas Seimininko lagsteliy potransliacinés modifikacijos gebos ir
modifikacijos  signaly, esanciy polipeptidinéje aminoragsCiy sekoje.
Pavyzdziui, kas yra gerai Zinoma, glikozilinimas daZnai nevyksta
bakteriniuose 3eimininkuose, tokiuose kaip E. coli. Taigi, jeigu yra
pageidaujamas glikozilinimas, polipeptidas turi bati ekspresuojamas
glikozilinan¢iame $eimininke, paprastai eukariotingje Igsteléje. Vabzdziy
Igstelése daznai vykdomas toks pats potransliacinis glikozilinimas kaip ir
Zinduoliy Iastelése ir dél Sios priezasties buvo iStobulintos vabzdziy lgsteliy
ekspresijos sistemos, kad jos efektyviai ekspresuoty Zinduoliy baltymus, tarp
kity dalyky, turin€ius natyvy glikozilinimo vaizdg. Pana$ls svarstymai tinka ir

kitoms modifikacijoms.

E
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Turety bati suprantama, kad tas pats modifikacijos tipas gali bati tokiu
pagiu arba kintanciais laipsniais keliose duoto polipeptido vietose. Be to,
duotas pohpeptldas gali tureti daug modifikacijy tipy.

Bendrai paémus, Cia naudojamas terminas polipeptidas apima visas
- tokias modifikacijas, ypatingai tokias, kurios yra polipeptiduose, sintezuotuose'.
ekspresuojant polinukleotidg Seimininko Igsteléje.

Cia naudojamas terminas “polinukleotidas, koduojantis polipeptidg”
- apima polihukleotidus, kuriuose yra seka, koduojanti $io i§radimo polipeptida,
ypatingai RG1 polipeptida, turintj fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodyta aminoragsciy
seka. Sis terminas apima polinukleotidus, kuriuose yra viena nepertruakiama
sritis arba pertrauktos sritys, koduojan&ios §j polipeptidg (pavyzdzm:
pertrauktos intronais) kartu su papildomomis sritimis. \

“Biologinis aktyvumas” reiSkia gamtinio RG1 polipeptido strukturan,
reguhacmq arba biocheming funkcijas.

“Imunologinis aktyvumas” reiSkia gamtinio, rekombinantinio arba
sintetinio RG1 arba jo fragmento geba indukuoti specifin imuninj atsaka tam
tikruose gyvinuose arba Igstelése ir susiristi su specifiniais antiktinais.

“Oligonukleotidas(ai)” reiSkia santykinai trumpus polinukleotidus.
DazZnai Sis terminas reiSkia palyginus trumpus polinukleotidus. DazZnai $is
terminas reiskia viengrandininius dezoksiribonukleotidus, bet taip pat jis gali
reiksti -viengrandininius arba dvigrandininius ribonukieotidus, RNR:DNR
hibridus ir, tarp kity, dvigrandinines DNR. Oligonukleotidai, tokie kaip
viengrandininiai DNR zondy oligonukleotidai, daZnai yra sintezuojami
cheminiais badais, tokiais kaip jrengti automatizuotuose oligonukleotidy
sitezatoriuose. Taciau oligonukleotidai gali bati pagaminami jvairiais kitais
bhdais, skaitant in vitro rekombinantinius DNR tarpininkaujamus metodus ir
DNR ekspresijg lastelése ir organizmuose. “Oligonukleotidai® arba
‘oligomerai®, arba polinukleotidy “fragmentas”, “dalis” arba “segmentas”
reiSkia poilnukleotido sekg i maZiausiai apie 10 nukleotidy ir daugiausiai i$
apie 60 nukleotidy, geriau mazdaug i 15-30 nukleotidy, o dar geriau
mazdaug i§ 20-25 nukleotidy.

“Natiraliai atsirandantis RG1" reiSkia Zmogaus lasteliy produkuoty
RG1, kuris nebuvo gautas geny inZinerijos badu, ir ypatingai yra turima
omenyje jvairios RG1 formos, atsirandancios i§ polipeptido p.otransliaciniq
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modifikacijy, iskaitant, bet neapsiribojant, acetilinima, karboksilinima,
glikozilinima, fosforilinima, lipidizacija, acilinima ir skaldyma.

Cia naudojamas terminas polinukleotidy arba polipeptidy “variantas(ai)”
reiSkia polinukleotidus arba polipeptidus, kurie skiriasi atitinkamai nuo
etaloninio polinukleotido arba polipeptido. Sia prasme variantai i$radimo
aprasyme detaliau yra aprayti toliau ir kitur.

(1) Polinukleotidas, kuris skiriasi polinukleotidy seka nuo kito,
etaloninio polinukleotido. Paprastai skirtumai yra apriboti taip, kad etaloninio
polinukleotido ir varianto sekos yra visumoje labai panasios, o daugelyje sriciy
yra identidkos.

Kaip péiyméta toliau, poky¢iai polinukleotido sekoje gali bati
neveiksmingi. Tai yra jie gali nepakeisti polinukleotido koduojamy
aminorags¢iy. Kai pokygiai yra apriboti $io tipo neveiksmingais pakeitimais,
variantas koduos tos pagios aminorligs¢iy sekos, kaip ir etalono, polipeptidq.
Taip pat kaip pazyméta toliau, pakeitimai varianto polinukleotido sekoje gali
pakeisti polipeptido, kuris buvo koduotas etaloninio polinukleotido,
aminoragstiy seka. Tokie polinukleotido pakeitimai gali duoti aminoragsciy
pakeitima, pridéjima, delecijg, suliejima, ir nukirpima polipeptido, kuris buvo
koduotas etaloninio polinukleotido, sekoje, kas aptariama toliau.

(2) Polipeptidas, kuris skiriasi aminorags¢iy seka, nuo kito, etaloninio
polipep'tido. Bendrai imant, skirtumai yra apriboti tuo, kad etalono ir varianto
sekos yra visumoje labai panasios ir daugelyje sriciy yra identiSkos. Variantas
ir etaloninis polipeptidas gali skirtis aminortigs¢iy, sekoje vienu arba daugiau
pakeitimy, pridéjimy, delecijy, suliejimy ir nukirpimy, kurie gali bati {vairiais
deriniais. Rekombinantiniai variantai, koduojantys tokius pacius arba pana$ius
polipeptidus, gali bati sintezuojami arba pasirinkti naudojant “pertekliy’
genetiniame kode. Gali bti jvesti ivairs kodono pakeitimai, tokie kaip
neveiksmingi pokyéiai, kurie duoda jvairias restrikcijos vietas, norint
optimizuoti iklonavima | plazmide arba virusinj vektoriy, arba ekspresijg
konkregioje prokariotinéje arba eukariotingje sistemoje. Mutacijos taip pat gali
bati jvestos, norint modifikuoti polipeptido savybes, pakeisti ligando suriimo
afinikuma, tarpgrandinini afiniskuma arba polipeptido degradacijg arba

virsmo daznj.
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“Alelinis variantas” reiSkia alternatyvig rg7 polinukleotido forma. Alelés
atsiranda dél mutacijy, ty. pokyciy nukloeotido sekoje, ir paprastai duoda
pakeistas rﬁ-RNR' arba polipeptidus, kuriy struktdra arba funkcija gali bati
pakeista arba nepakeista. Bet kuris duotas genas gali netureti aleliniy formy
" arba gali turéti vieng arba daug aleliniy formy. Yprasti mutaciniai pokyéiai.,‘-
kurie duoda aleles, yra paprastai priskiriami gamtinéms nukleotidy delecijoms,
pridéjimams arba pakeitimams. Kiekvienas i8 Siy pokygiy tipy gali atsirasti
~ vienas arba derinyje su kitais, arba vieng arba daugiau karty duotoje sekoje.

“Derinys” reiSkia polinukleotidus arba polipeptidus, iSvestus i$
atitinkamai gamtinio rg7 arba RG1, panaudojant chemine modifikacija, tokia
kaip ubikvitinizacija, Zyméjima (pvz. radionuklidais, jvairias fermentines
modifikacijas), pegilinimg (derivatizacijg polietilenglikoliu) arba jterpiant arba
pakeiCiant aminoragstis, tokias kaip orniting (arba pakeigiant nukleotidus,
kurie koduoja tokia aminorogstj), kuriy paprastai nebina Zmogaus’
baltymuose.

“Delecija” paprastai apibadinama kaip pakeitimas arba polinukleotide
arba aminorigsCiy sekoje, kur atitinkamai néra vieno arba daugiau
polinukleotidy arba aminoragsciy liekany.

“lterpimas” arba “pridéjimas” yra pakeitimas polinukleotide arba
aminoragsciy sekoje, kurj duoda atitinkamai vieno arba daugiau polinukleotidy
arba aminorigsciy liekany pridéjimas, lyginant su gamtiniu polinukleotidu arba
aminoragsciy seka. |

“Pakeitimas” gaunamas pakeitus vieng arba daugiau polinukleotidy
arba aminorag3¢iy atitinkamai kitais polinukleotidais arba aminorigétimis.

Geriau, kad aminoragsCiy pakeitimai baty vienos aminoragsties
pakeitimas kita pana8ig struktrg irfarba chemines savybes turingia
aminorugstimi, tokie kaip leucino pakeitimas izoleucinu arba valinu, aspartato
pakeitimas glutamatu arba treonino pakeitimas serinu, t.y. konservatyvusis
aminoragsties pakeitimas. |terpimai arba delecijos yra paprastai nuo mazdaug
1 iki 5 aminorlig8Ciy eilés. Leidziamos variacijos gali bati eksperimentiskai
nustatomos sistemiSkai darant aminorag3¢iy jterpimus, delecijas arba
pakeitimus polipeptide, naudojant rekombinantines DNR metodikas ir gauty

rekombinantiniy varianty aktyvuma.
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“Fragmentas” yra polipeptidas, turintis aminorigsciy seka, kuri istisai
yra ta pati-kaip ir dalis, bet ne visa auk3¢iau minety RG1 polipeptidy ir ju
varianty arba dariniy, aminorﬁgééiq seka.

Polipeptido “fragmentas”, “dalis” arba “segmentas” yra aminorags¢iy
liekany seka i§ maZiausiai mazdaug 5 aminorag$éiy, daznai maziausiai 7
aminorag3¢iy, paprastai maZiausiai i§ 9-13 aminorag$éiy, o |{vairiuose
igyvendinimo  variantuose i§ mazZiausiai mazdaug 17 arba daugiau
aminorag3ciy.

“Rekombinantas” arba “rekombinantiné DNR molekule” reiskia
polinukleotido $eka, kuri néra atsiradusi gamtoje, arba yra padaryta dirbtiniu
badu derinant du kitais atdvilgiais atskirus: sekos segmentus.
“Rekombinantiniu badu gautas” reiskia dirbtinj derinj, daZnai pagamintg, arba
cheminés sintezés badais, arba dirbtinai mahipu|iuojant su iskirtais
polinukleotidy segmentais, ty. geny inZinerijos metodais. Tokids
manipuliacijos yra paprastai atliekamos, norint pakeisti kodong pertekliniu
kodonu, koduojanéiu ta pacig arba konservatyvia aminoragsti, paprastai
jvedant arba pa3alinant sekos atpaZinimo vieta. Kitu atveju, tai atliekama
norint sujungti i vieng polinukleotido segmentus su norimomis funkcijomis ir
generuoti vieng, genetinj vieneta, turintj norimg funkcijy derinj, nerandama
jprastose gamtinése formose. Pagal numatytg plang gali bati fterpiamos
fermeﬁtq restrikcijos vietos, reguliacinés sekos, kontrolinés sekos arba
kitokios naudingos ypatybés. | “rekombinantines DNR molekules” jeina
kionavimo ir ekspresijos vektoriai. “Rekombinantas” taip pat gali reiksti
polinukleotida, kuris koduoja polipeptida ir yra pagaminatas naudojant
rekombinantinius DNR metodus.

“&skirtas” reikia pakeistas “2mogaus rankomis” i§ jo natdralios bukiés;
t.y., jeigu jis atsiranda gamtoje, tai jis buvo pakeistas arba i$imtas i$ pradinés
aplinkos, arba ir pakeistas, ir iSimtas. PavyzdZiui, natdraliai susidarantis
polinukleotidas arba polipeptidas, paprastai esantis gyvame gyvine jo
natdralioje bukléje néra ‘“iSskirtas”, bet tas pats polinukleotidas arba
polipeptidas, atskirtas nuo jo nataralioje bukléje kartu esandiy medZiagy, yra
“isskirtas”, kaip &a yra primta vadinti. Pavyzdziui, kalbant apie
polinukleotidus, terminas “isskirtas” reiSkia, kad jis yra .atskirtas nuo

chromosomos ir Iastelés, kurioje jis paprastai atsiranda.
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Polinukleotidai ir polipeptidai gali atsirasti derinyje, tokiame kaip terpés
kompozicijos, tirpalai polinukleotidams arba polipeptidams jvesti, pavyzdZiui, i
Igsteles, :kompozi'cijos arba - firpalai, pavyzdziui, cheminéms arba
fermentinéms reakcijoms, kurios néra gamtinés kompozicijos ir &ia iSlieka
iSskirti polinukleotidai arba polipeptidai ¢ia naudojamo termino prasme.

‘I8 esmeés grynas” ir “i8 esmés homogeninis” yra naudojami pakaitomis
ir apra3o RG1 polipeptidg arba jo fragmentus arba jj koduojantj polinukleotido
segmentq,} kur toks polipeptidas arba polinukleotidas yra atskirtas nuo jj
natdraliai lydinCiy komponenty. RG1 polipeptidas arba jo fragmentas, arba jj
koduojantis DNR segmentas i§ esmés neturi natlraliai su juo susijusiy
komponenty, kai jis atskiiamas nuo gamtiniy priemaiSy, kurios ji lydi
natdralioje bakléje. Taigi, polipeptidas, kuris yra chemi$kai sintezuotas arba
sintezuotas lgsteliy sistemoje, skirtingoje nuo lastelés, kurioje jis paprastai
atsiranda, bus i§ esmés laisvas nuo jo natdraliai su juo susijusiy komponenti:
. Pana3iu badu, polinukleotidas, kuris yra chemiSkai sintezuotas arba
sintezuotas Igsteliy sistemoje, skirtingoje nuo lastelés, kurioje jis paprastai
atsiranda, bus i$ esmés laisvas nuo jo natdraliai su juo susijusiy komponenty.

Terminas “homologiskas”, kai jis yra naudojamas polinukleotidui
aprasyti, rodo, kad du polinukleotidai arba jy suprojektuotos sekos, kai jos yra
optimaliai iSdéstytos ir sulygintos, yra identiSkos, su tinkamais nukleotidy
in‘tarpais arba delecijomis, bent jau 70 % nukleotidy, paprastai nuo mazdaug
78 % iki 99 %, o dar geriau bent jau 98-99 % nukleotidy.

Terminas “panaSumas”, kai jis yra naudojamas polipeptidui aprayti,
yra nustatomas, lyginant vieno poilpeptido aminorlgs$ciy sekg ir
konservatyviyjy aminorag3¢iy pakeitimus su antrojo polipeptido seka.

“Polimeraziné grandinés sintezé” arba “PCR” reiSkia procediira, kurioje
yra dauginami specifiniai DNR gabalai kaip apradyta JAV patente Nr.
4,683,195, paskelbtame 1987 m. liepos 28 d. Bendrai imant, sekos
informacija nuo dominancio polipeptidinio fragmento galy arba po jy turi bati
prieinama, kad baty galima projektuoti oligonukleotidinius pradmenis; §ie
pradmenys bus nukreipti vienas | kitg ir bus vienodos arba panasios sekos |
prieS§ingas gausinamos matricos grandines. Abiejy pradmeny 5-galo
nukleotidai sutaps su gausinamos medZiagos gélais. PCR gali bati
naudojama specifinéems DNR sekoms i§ bendros genominés DNR gausinti,
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kDNR nurasyti nuo bendros Igstelinés RNR, plazmidZiy sekoms ir t.t. (Zr.
pagrindinai Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51: 263,
1987, Erlich, ed., PCR Technology, Stockton Press, NY, 1989).

“Suvarzymas” paprastai atsiranda intervale nuo mazdaug Tr, (lydymosi
temperatara) - 5 °C (5° Zemiau méginio Tr) iki mazdaug 20 °C-25 °C Zemiau
Tm. Specialistams bus aisku, kad suvarzyta hibridizacija gali bati naudojama
identiskoms polinukleotidy sekoms identifikuoti arba aptikti arba panasioms
arba giminingoms polinukleotidy sekoms identifikuoti arba aptikti. Cia
naudojamas terminas “grieztos salygos” reiSkia, kad hibridizacija vyks tik
tada, jei bus maZiausiai 95 %, geriau maZiausiai 97 %, identiSkumo tarp sekuy.

Cia naudojamas terminas “hibridizacija” apims “bet kokj procesa,
kuriame polinukleotido grandiné susijungs su komplementaria grandine per
- baziy- susiporavimg” (Coombs, J., Dictionary of Biotechnology, Stockton
Press, New York, N.Y., 1994).

“TerapiSkai efektyvus kiekis” reikia tokj peptido arba jo antikany,
antagonisty, arba inhibitoriy, jskaitant antiprasmines molekules ir ribozimus,
kiekj, kuris pagerina ligos simptomus arba buklg. Tokiy junginiy terapinis
efektyvumas ir toksiSkumas gali bati nustatomas panaudojant standartines
farmacines metodikas Iasteliy kultdrose arba eksperimentinius gyvanus, pvz.
EDs (terapiskai efektyvi dozé 50 % populiacijos) ir LDso (letaliné doze 50 %
populiacijos). Doziy santykis tarp terapiniy ir toksiniy efekty yra terapinis
indeksas, ir jis gali bati iSreiSkiamas santykiu EDso/LDso.

Cia naudojamas terminas “gydant” arba “gydymas” apima paciento-
Zmogaus ligos baklés gydyma, kuriame ligos bukle yra susijusi su prostatos
auglio augimu ir apima gydymo reikalingo paciento ligos bikles, kur reikia

sumazinti RG1 kiekius.

Smulkus i$radimo aprasymas

Sis iSradimas, tarp kity dalyky, yra susijgs su naujais RG1
polipeptidais, rg7 polinukleotidais ir antikanais prie§ RG1 polipeptidus, kas
smulkiau yra aprasyta toliau. Konkregiau $is iSradimas yra susijes su naujais
RG1 polipeptidais ir Siuos RG1 polipeptidus koduojanéiais polinukleotidais ir
_ypatingai yra susijgs su RG1, turingiu fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodyty
aminorigstiy seka, ir rgf, turiniu fig.1 (SEQ ID NO: 1) parodytg
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polinukleotido seka. Sis isradimas taip pat apima RG1 variantus.
Tinkamiausigs RG1 variantas yra toks, kuris turi maziausiai 70 % pana$umg
(geriau maiausiai 70 % identiskuma) fig2 (SEQ ID NO:2) parodytai
polipeptido sekai, geriau maziausiai 90 % panasuma (geriau maziausiai 90 % ‘

" identiskuma) fig.2 (SEQ ID NO:2) parodytai polipeptido sekai, o dar geriau

maziausiai 95 % pana$umg (dar geriau maZiausiai 95 % identis§kuma) fig.2
(SEQ ID NO:2) parodytai polipeptido sekai, ir taip pat apima tokiy peptidy
* dalis, turinéias paprastai bent 30 aminoraigé¢iy, geriau bent 50 aminoriigséiy.

Koduojanti seka suprojektuotam RG1 polipeptidui prasideda nuo 296
baziy pory i$ fig.1 (SEQ ID NO: 1) parodytos nukleotidy sekos 5'-galo. RG1
turi tris struktrines sritis, bddingas ekstralgsteliniy matriciniy baltymy
Mindino/F-spondino poSeimei: dvi spondino sritis (FS1 ir FS2), apimangias
atitinkamai aminortgstis 31-103 ir 138-221, ir trombospondino sritj, apimancia
aminoragétis 278-330. -

Sis iSradimas dalinai yra paremtas fig.3 parodyta struktarine
homologija tarp RG1 ir Ziurkés Mindino — kito ekstralgsteliniy matriciniy
baltymy $eimos nario. RG1 aminoragstiy seka yra mazdaug 89,7 % panasi
Ziurkés Mindina.

Sis iSradimas taip pat yra dalinai paremtas RG1 ekspresijos vaizdu,
kaip rodo jo ekspresija prostatos audiniy bibliotekose ir perekspresija
prbstatos auglio bibliotekose. Sis audiniy vaizdas yra matomas analizuojant
mRNR ekspresija audiniy méginiuose i8 normaliy ir auglio audiniy PCR
paremtoje Tagman’o analizéje. Sis analizés badas parodé, kad RG1
koduojanti mRNR yra perekspresuojama prostatos audiniuose, lyginant su

kitais audiniais.

Polinukleotidai

Pagal vieng $io iSradimo aspektg yra pateikiami i$skirti polinukleotidai,
kurie koduoja RG1 polipeptida, turintj iSvestq fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg
aminoragsciy seka.

Naudojant Cia pateiktg informacija, tokig kaip fig.1 (SEQ ID NO: 1)
pateikta polinukleotido seka, $io iSradimo RG1 polipeptida koduojantis
polinukleotidas gali bati gaunamas naudojant standartines klonavimo ir
atrinkimo metodikas, tokias kaip kDNR klonavimg pradine medziaga
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naudojant mRNR i§ Zmogaus audinio Igsteliy. lliustruojant §j iSradima, fig.1
(SEQ ID NO: 1) pateikta polinukleotido seka buvo rasta KDNR klonuose,
gautuose i§ Zmogaus prosfatos audiniy. Rg7 buvo identifikuotas kaip
prostatoje ekspresuotas genas, studijucjant Incyte LifeSeq duomeny baze. Si
nukléotidq seka buvo identifikuota ieSkant pagal anotacijg duomeny, bazéjé;
naudojant Incyte pateikiamg sgvokg “baltymy funkcija” paieSkos duomeny
bazéje tikslams. Si nukleotidy seka buvo rasta Iasteliy adhezijos molekuliy
kategorijojé anotuotoje duomeny bazéje ir buvo apradyta kaip f-spondino
homologas. Rg1 polinukleotido seky pasiskirstymo duomeny bazés biblioteky
rinkinyje elektroniné Northern’o analizé parodé, kad rg7 ekspresuojamas
dideliais kiekiais prostatos bibliotekose ir dideliais kiekiais eiléje kity audiniy
bibliotekuy, iskaitant bibliotekas i8 normaliy ir auglio audiniy,

Surinkus duomeny bazés rg? klony rinkinj | gretimas polinukloetido
sekas ir suredagavus gretimas sekas, buvo identifikuota pilno ilgio koduojanti
seka numatytame surinktame polinukleotide. Si seka koduoja baltyma,
homologi$ka Ziurkés mindinui.

Eksperimentiniam darbui buvo gauti Incyte klonai 1640796, 1712252 ir
1880265 i§ Incyte, o 3360733 klonas buvo identifikuotas kaip turintis
daugiausia 5'-nukleotidy sekos. Sis klonas buvo pilnai sekvenuotas ir turéjo
pilng kodavimo sekg numatytam RG1 baltymui. Si seka yra parodyta fig.1
(SEQ ID NO: 1).

Sio isradimo polinukleotidai gali buti RNR formos, tokios kaip mRNR,
arba DNR formos, iskaitant, pavyzdZziui, kDNR ir genoming DNR, gautg
klonuojant arba pagaminant cheminés sintezés badais arba derinat abu
metodus, arba &ia apraSytais budais. DNR gali bdati dvigrandininé arba
viengrandininé. Viengrandininé DNR gali bati koduojanti granding, taip pat
¥inoma kaip prasminé granding, arba ji gali bati nekoduojanti grandine, taip
pat vadinama antiprasmine grandine.

8i polipeptida koduojanti seka gali bti identiska fig.1 (SEQ ID NO: 1)
parodytai polinukleotido koduojanciai sekai. Ji taip pat gali bati skirtingg sekq,
turintis polinukleotidas, kuris dél genetinio kodo grieZtumo (i8sigimimo)
koduoja fig.2 (SEQ ID NO: 2) polipeptida.

Sio isradimo polinukleotidai, kurie koduoja fig.2 (SEQ ID NO: 2)
polipeptida, gali apimti, bet jais neapsiribojama, paties polipeptido
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koduojancia seka;, polipeptido koduojancia sekg kartu su papildomomis
nekoduojangiomis sekomis, jskaitant, pavyzdziui, bet neapsiribojant, intronus
ir nekoduojandias 5- ir 3-sekas, tokias kaip transkribuotos, netransliuotos
sekos, kurios vaidina vaidmenj transkripcijoje, mRNR procesinge (pavyzdZiui; -
sukirpimo ir poliadenilinimo signaluose), arba papildomos koduojanéios
sekos, kurios koduoja papildomas aminorlgstis, tokias, kaip duodandias
~ papildomas funkcines grupes. Taigi, pavyzdZiui, peptidas gali bati sulietas su
| markerio seka, tokia kaip peptidas, kuris palengvina sulieto peptido
iSgryninima. Tam tikruose tinkamiausiuose $io i$radimo aspekto jgyvendinimo
tag, pateiktas pfrcHisB vektoriuje (Invitrogen, Carlsbad; CA); dauguma jy yra
prekyboje. Kaip aprase, pavyzdZiui, Gentz et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:821-824, 1989), heksa-histidinas suteikia galimybe patogiai iSgryninti
sulietg baltyma. )

Polinukleotidas gali koduoti polipeptida, kuris yra polipeptidas plius
papildomos aminorlg$tys amino- arba karboksi-gale arba aminoriigstys
polipeptido viduryje (kai, pavyzdZiui, veikli forma turi daugiau nei vieng
polipeptiding granding). Tokios sekos gali vaidinti vaidmenj polipeptido
brendime i$ pirmtako | galing forma, gali palengvinti polipeptido judéjima, gali
pailginti arba sutrumpinti polipeptido puslaiki arba, tarp kity dalyky, palengvinti
polipeptido naudojimg, testams arba jo gavima. Kaip paprastai in situ,
papildomos aminoragstys gali bati atskeliamos nuo peptido panaudojant
proteolitinius fermentus.

Sis iSradimas taip pat yra susijgs su &ia aprasyty polinukleotidy
variantais, kurie koduoja polipeptido, turingio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg
aminorag36iy seka, fragmentus, analogus ir darinius. Polipeptido variantas
gali bati natdraliai atsirandantis variantas, toks kaip natdraliai susidarantis
alelinis variantas, arba jis gali bati gamtoje neZinomas variantas. Tokie
nenatdraliai gaunami polinukleotido variantai gali bati pagaminami
panaudojant mutagenezés metodus, iskaitant metodus, kurie yra taikomi
polinukleotidams, lasteléms ir organizmams.

Sia prasme tarp varianty yra variantai, kurie skiriasi nuo auk$giau
minéty polinukleotidy polinukleotidy pakeitimais, delecijomis arba pridéjimais.
Pakeitimai, delecijos arba pridéjimai gali apimti vieng arba daugiau
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poilnukleotidy. ~ Variantai gali bdti pakeisti koduojantiose arba
nekoduojantiose srityse, arba abiejose Sitose srityse. Pakeitimai
koduojantiose srityse gali duoti kon‘servatyviqiq arba nekonservatyviyjy
aminortgiciy pakeitimus, delecijas arba pridejimus. |

Tarp ypatingai tinkamy $io iSradimo jgyvendinimo varianty Sia prasme
yra polinukleotidai, koduojantys polipeptidus, turingius fig.2 (SEQ ID NO: 2)
parodyta RG1 polippeptido aminoragsdiy seka, kurioje keletas, 5-10, 1-5, 1-3,
2, 1 arba nei vienos aminorigétiy lieckanos yra pakeistos, isimtos arba
pridétos bet kokiu deriniu. Ypatingai pageidautini yra neveiksmingi pakeitimai,
pridéjimai ir delecijos, kurie nepakeitia RG1 polipeptido savybiy ir aktyvumo.
Be to, ypatingai tinkami $ia prasme yra konservatyvis pakeitimai. Labiausiai
tinkami yra polinukleotidai, koduojantys polipeptidus, turinius fig.2 (SEQ ID
NO: 2) parodyta aminorag3¢iy seka, be pakeitimy.

Kiti tinkami $io iSradimo jgyvendinimo variantai yra polinukleotidai,
kurie yra bent 70 % identi8ki polinukleotidui, koduojan¢iam RG1 polipeptida,
turintj fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg aminoragsciy seka, ir polinukleotidai,
kurie yra komplementarts tokiems polinukleotidams. Kitu atveju, labai tinkami
yra polinukieotidai, kurie apima sritj, kuri yra bent 80 % identidka
polinukleotidui, koduojantiam RG1 polipeptida. ir jiems komplementarls
polinukleotidai. Sia prasme yra ypatingai tinkami polinukleotidai bent 90 %
identiki pirmajam, o i$ jy yra dar tinkamesni tie, kurie yra bent 95 % identiski.
Be to, i§ jy su 97 % identiskumu yra labai pageidautini, o tarp jy su bent 98 %
identiskumu yra dar labiau pageidautini, o bent 99 % identiSkumo yra
nepaprastai pageidautini. |

Be to, §ia prasme ypatingai pageidautinas jgyvendinimo variantas yra
polinukleotidai, kurie koduoja polipeptidus, kurie iSlaiko i§ esmes tg patj
biologinj aktyvuma, kaip ir polipeptidas, kurj koduoja polinukieotidas, turintis
fig.1 (SEQ ID NO: 1) parodyta polinukleotido seka.

Sis idradimas taip pat yra susijes su polinukleotidais, kurie
hibridizuojasi su &ia auks¢iau aprasytomis sekomis. Sia prasme $is i§radimas
yra ypatingai susijgs su polinukleotidais, kurie hibridizuojasi grieZztomis
salygomis su ¢ia auks¢&iau apraSytais polinukleotidais.

Kaip &a jau buvo aptarta, nagrinéjant Sio iSradimo polinukleotidy,
testavima, pavyzdziui, auk$&iau aprasyti $io iSradimo polinukleotidai gali bati
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naudojami hibridizacijos zondais kDNR ir genominés DNR pilno ilgio kDNR
bei genominiy klony, koduojanciy RG1, i8skyrimui ir kity geny, kurie turi labai
panasias j rg1 geng sekas, kDNR'ir genominiq klony, iSskyrimui. Tokie zondai
paprastai turés bent jau 15 baziy. Tinkamiausia, kad tokie zondai turéty bent
30 baziy ir gali turéti bent 50 baziy,.

Pavyzdziui, koduojanti rg7 geno sritis gali bati iSskirta atrenkant
bibliotekas, naudojant sintetinius oligonukleotidinius zondus, kurie buvo skirti
naudoti Zinomai DNR sekai. Pavyzdziui, Zymétas oligonukleotidas, turintis
sekg, komplementaria $io iSradimo polinukleotido sekai, gali bati naudojamas
atrinkti kDNR bibliotekai arba genominei DNR bibliotekai, norint identifikuoti
klonus, kurie hibridizuojasi su zondu.

Susumuojant galima pasakyti, kad $io i§radimo polinukleotidas gali
koduoti polipeptida, polipeptidg plius lydering sekg (kuris gali bati pavadinta
k.';ip prepolipeptidas).

Reikety suprasti, kad $is iSradimas, tarp kity dalyku, taip pat yra susijes
su polinukieotidais, koduojanciais polipeptido fragmentus, ypatingai tokius,
kurie hibridizuojasi su polinukleotidais, koduojanéiais polipeptido fragmentus,
ypatingai tokius, kurie hibridizuojasi grieztomis saglygomis, ir polinukleotidais,
tokiais kaip PCR pradmenys, polinukleotidy gausinimui, kurie koduoja
polipeptido fragmentus. Siais poZitriais tinkamiausi polinukleotidai yra tokie,
kurie atitinka tinkamiausius polipeptido fragmentus, kurie aptariami toliau. |

Polipeptidai

Sis iSradimas taip pat yra susijes su RG1 polipeptidu, kuris turi fig.2
(SEQ ID NO: 2) parodyta aminorig8¢iy seka.

Sis iSradimas taip pat yra susijes su $iy polipeptidy fragmentais,
analogais ir dariniais. Terminas fragmentas, darinys ir analogas, kalbant apie
polipeptida, turintj fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodyta aminoriigs¢iy seka, reiskia
polipeptida, kuris i$laiko i§ esmés tg pat| biologinj aktyvumag kaip ir 3is
polipeptidas.

Sio idradimo polipeptidas gali bati rekombinantinis polipeptidas,
gamtinis  polipeptidas arba sintetinis  polipeptidas. Kai kuriuose
tinkamiausiuose  jgyvendinimo  variantuose jis | yra  rekombinantinis

polipeptidas.
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Fig.2 (SEQ ID NO: 2) polipeptido fragmentas, darinys arba analogas
gali bati (i) toks, kuriame viena arba daugiau aminorigséiy liekany yra
pakeistos konservatyviq arba nekonservatyviy aminoragsciy liekanomis
(geriau  konservatyviy aminorigi&iy lickanom), ir tokios pakeistos
aminorg3éiy liekanos gali bati koduojamos arba gali bati nekoduojamoé
genetinio kodo, arba (ii) toks, kuriame { vieng arba daugiau aminorag$ciy
liekany jeina pakaito grupé, arba (jii) toks, kur polipeptidas yra sulietas su kitu
~ junginiu, tokiu kaip junginys, padidinantis polipeptido gyvavimo puslaikj
(pavyzdziui, polietilenglikolis), arba (iv) toks, kuriame papildomos
aminoragstys yra prijungtos prie polipeptido, kaip lyderiné arba sekretiné
sekos arba seka, kuri yra naudojama polipeptido gryninimui. Manoma, kad
iSeinant i§ &a duoty nurodymy, specialistai supras, kad tokie fragmentai,
dariniai ir analogai patenka i Sio iSradimo sfera.

"~ Siuo pozidriu tarp ypatingai tinkamy $io iSradimo jgyvendinimo varianty
yra polipeptidai, turintys RG1 aminoriig$ciy seka, parodyts fig.2 (SEQ ID NO:
2), jo variantai, analogai, dariniai ir fragmentai ir fragmenty variantai, analogai
ir dariniai.

Tarp tinkamiausiy varianty yra tokie, kurie skiriasi nuo etalono
konservatyviy aminorags¢iy pakeitimais. Tokie pakeitimai yra tai, kad
polipeptide pakeitiama duota aminorigstis kita panaSiy charakteristiky
aminortgstimi. Paprastai konservatyviais pakeitimais yra laikomi tokie, kai
tarp alifatiniy aminorag3¢iy pakei¢iamos viena kita Ala, Val, Leu ir lle, viena
kita pakei¢iamos hidroksilo liekanas turinCios Ser ir Thr, pakeifiamos
ragstines liekanas turinios Asp ir Glu, pakeiCiamos amidines liekanas
turindios Asn ir GIn, bazines liekanas turinCios Lys ir Arg ir pakeitiamos
aromatines liekanas turinios Phe ir Thr.

Siuo pozidriu kiti tinkamiausi variantai, analogai, dariniai ir fragmentai ir
fragmenty variantai, analogai ir darinai yra tokie, kurie turi RG1 polipeptido
fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodyta aminoriigsciy seka, kurioje keletas, 5-10, 1-5,
1-3, 2, 1 arba nei vienos aminoragsgiy liekany yra pakeistos, iSimtos arba
pridétos bet kokiu deriniu. Ypatingai tinkami i$ jy yra neveiksmingi pakeitimai,
pridéjimai ir delecijos, kurie nepakeitia RG1 polipeptido savybiy, ir aktyvumo.
Sia prasme ypatingai tinkami yra konservatyvis pakeitfmai. Patys tinkamiausi
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yra polipeptidai, turintys fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg aminoraggiy seka be
pakeitimy.

Geriau, kai 8io i$radimo polipeptidai ir polinukleotidai yra pateikiami
isskirtoje formoje, o dar geriau igrynintoje iki homogenigkumo formoje. _

Sio iSradimo polipeptidai taip pat apima fig.2 (SEQ ID NO: 2)
polipeptidg bei polipeptidus, kurie turi bent jau 70 % panadumg (geriau bent
jau 70 % identiskuma) | fig.2 (SEQ ID NO: 2) polipeptida, geriau bent 90 %
panaSumg (geriau bent jau 90 % identiSkuma) | fig.2 (SEQ ID NO: 2)
polipeptidg, ir dar geriiau bent 95 % panaSumg (geriau bent jau 95 %
identiskuma) | fig.2 (SEQ ID NO: 2) polipeptida ir taip pat apima tokiy
polipeptidy dalis, kurioje paprastai yra bent jau 30 aminorliga¢iy, geriau bent
50 aminoriig&&iy. |

Kaip yra Zinoma specialistams “pana3umas” tarp dviejy polipeptidy yra
nﬁétatomas lyginant vieno ir kito peptido aminoragsgiy sekas ir jy
aminorlg3¢iy konservatyvius pakeitimus.

Sio isradimo polipeptidy fragmentai ir dalys gali bati naudojamos
atitinkamiems pilno ilgio polipeptidams gauti peptidy sintezés badu; todél &ie
fragmentai gali bati naudojami kaip tarpinés medZiagos pilno ilgio
polipeptidams gauti.

Fragmentai
Taip pat tarp tinkamiausiy, $io iSradimo aspekto jgyvendinimo varianty

yra polipeptidai, sudarantys RG1 fragmentus, konkreciau fig.2 (SEQ ID NO: 2)
polipeptido fragmentus ir fig.2 (SEQ ID NO: 2) RG1 varianty ir dariniy
fragmentus.

Siuo poziariu fragmentas yra polipeptidas, turintis aminorag&¢iy seka,
kuri itisai yra tokia kaip dalis bet ne visa auk$&iau minéty RG1 polipeptidy ir
jo varianty arba dariniy aminorig$¢iy seka.

Tokie fragmentai gali bati “savaranki$ki”, t.y. jie néra dalis arba néra
sulieti su kitomis aminoragstimis arba polipeptidais, arba jie gali jeiti j didesnj
polipeptida, kurio dalj arba sritj jie sudaro. Kai jie jeina | didesnj polipeptida,
geriau, kai ¢ia aptariami fragmentai sudaro vieng iStising sritj. Tagiau { atskirg
didelj polipeptida gali jeiti keletas fragmenty. PavyzdZiui, kai kurie tinkamiausi
jgyvendinimo variantai yra susijg su $io iSradimo RG1 polipeptido fragmentu,
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kuris yra polipeptido pirmtake, suprojektuotame ekspresuoti Seimininke ir
turinéiame heterologines pre- ir propolipeptidines sritis, prijungtas prie RG1
fragmento émino—galo, ir papildoma_sritj, prijungta prie 8io fragmento karboksi-
galo. Tod¢l fragmentai viena Cia pateikto aspekto prasme reiSkia sulieto
polipeptido arba sulieto iSvesto i RG1 baltymo dalj arba dalis. ‘.

Sio isradimo polipeptidiniy fragmenty atstovaujanciais pavyzdZziais gali
bati paminéti fragmentai, kurie turi nuo mazdaug 25 iki mazdaug 331
aminoragsties.

Siame kontekste “maZdaug” apima‘ konkrediai nurodyta intervalg ir
intervalus, didesnius arba maZesnius keletu, 5, 4, 3, 2 arba 1 aminorigstimi
abiejuose galuose. Pavyzdziui, mazdaug 331 aminorugstis Siame kontekste
rei§kia polipeptido fragmenta nuo 25 plius arba minus keletas, 5, 4, 3, 2 arba
1 aminorgstiess iki 331 plius arba minus keletas, 5, 4, 3, 2 arba 1
arﬁinorﬁgéties liekany, t.y intervalg nuo 25 minus keletas aminoragsciy iki 331
plius keletas aminortiggiy platumo iki nuo 25 plius keletas aminorag3¢iy iki
331 minus keletas aminorags&iy siaurumo.

Siuo pozidriu yra labai tinkamos nurodytos ribos plius arba minus 5
aminoragstys i§ abiejy galy. Ypatingai tinkamos yra nurodytos ribos plius arba
minus -3 aminoragstys i$ abiejy galy. Nepaprastai tinkamos yra nurodytos
ribos plius arba minus 1 aminoriigstis i§ abiejy galy. Siuo pozidriu geriausia
yra fragmentai nuo mazdaug 25 iki maZzdaug 331 aminortgsties.

Tarp ypatingai tinkamy $io iSradimo fragmenty yra nukirpti RG1
mutantai. Nukirpti RG1 mutantai apima fig.2 (SEQ ID NO: 2) sekos darinius
arba variantus, iSskyrus nepertraukiamos liekany eilés delecijg (t.y.
nepertraukiamg srit{ arba dalj), kuri apima fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos
sekos amino-gala, arba nepertraukiamg liekany eilés, kuri apima karboksi-
gala, arba, kaip dvigubo nukirpimo mutantuose, dviejy nepertraukiamy liekany,
serijy, vienos, apimancios amino-gala, ir kitos, apimancéios karboksi-gala,
delecija. Fragmentai, turintys auk$&iau nurodytas ilgio ribas, taip pat yra
tinkamiausi nukirpty fragmenty jgyvendinimo variantai, kurie bendrai imant yra
tinkamiausi i$ fragmenty.

Ypatingai tinkami $iuo idradimo aspektu yra fragmentai, kuriems yra
badingi RG1 biologiniai ir/arba imunologiniai atributai. Tokiais fragmentais yra
fragmentai, turintys numatytas RG1 struktarines sritis, kurie abima bent jau
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nuo 31 iki 103, 138-221 ir 278-330 aminorag$¢iy, arba fragmentai, naudojami
antikinams generuoti, tokie kaip apra$yti 4 pavyzdyije.

Tam tikros $iuo poZitriu tinkamiausios sritys yra parodytos fig.2 (SEQ
ID NO: 2) ir apima, bet neapsiriboja, auk$¢iau minéty tipy sritis, nustatytas
analizuojant auk3&iau parodyta fig.2 (SEQ ID NO: 2) aminortgs$éiy seka.

Tarp labai Siuo pozidriu tinkamy fragmenty yra tokie, kurie apima RG1
sritis, kurios sujungia kelias struktdrines ypatybes, tokais kaip auk$éiau
" nurodytos ypatybés. Siuo poZitriu dvi spondino ir viena trombospondino
sritys, apimanéios atitinkamai mazdaug 31-103, 138-221 ir 278-330
aminoriig8tis, kurios yra badingos ekstralgsteliniy matriciniy baltymy
Mindino/spondino poSeimei, yra ypatingai tinkamos sritys. Tokios sritys gali
jeiti | didesnj polipeptidg arba, kaip jau minéta, jos paios gali bati
tinkamiausias 3io iSradimo fragmentas. Reikia suprasti, kad Siame paragrafe
néﬁdojamas terminas “mazdaug” turi prasme, kuri buvo aptarta bendrai
aptariant fragmentus.

Kitos tinkamiausios sritys yra tos, kurios tarpininkauja RG1 aktyvumo
pasireiSkime. Labiausiai tinkami Siuo poziariu yra fragmentai, kurie turi RG1 -
cheminj, biologinj ir kitokj aktyvumg, iskaitant panaSaus arba didesnio
aktyvumo, arba sumaZinto nepageidaujamo aktyvumo fragmentus. Labai
pageidautini Siuo poZidriu yra fragmentai, kurie turi sritis, homologiSkas
giminingy poilpeptidy, tokiy kaip kiti Mindino Seimos baltymai, apimantys
RG1, veikliajai sekai arba padéciai, arba ir sekai, ir padégiai.

Vektoriai, Seimininko lgstelés ir ekspresijos sistemos

Sis iSradimas taip pat yra susijes su vektoriais, kurie apima $io
iSradimo polinukleotidus, Seimininko lastelémis, kurios yra sukuriamos geny
inZinerijos bidu su 3$io iSradimo vektoriais ir $io iSradimo polipeptidy
produkavimu, panaudojant rekombinantinius metodus. Tokie metodai yra
apra8yti Sambrook et al., Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Press, Plainview, N.Y., 1989 ir Ausubel, F.M. et al., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, N.Y., 1989.

Seimininko Iastelés gali bati sukuriamos geny inZinerijos badu, fterpiant
polinukleotidus ~ $io iSradimo polipeptidams ekspresuoti.  PavyzdZiui,
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polinukleotidai gali bati jvedami | Seimininko lgsteles panaudojant Zinomus
infekavimo, transdukcijos, transfekcijos, transvekcijos ir transformacijos
metodus. Polinukleotidai gali bati jvedami vieni arba su kitais polinukieotidais.
Tokie kiti polinukleotidai gali bati jvedami nepriklausomai, kartu su Sio
isradimo nukleotidais arba prijungti prie ju. ”

Taigi, pavyzdziui, $io iSradimo polinukleotidai gali bati transfekuojami |
Seimininko Igsteles su kitu atskiru polinukleotidu, koduojanCiu atrankinj
 markerj, naudojant standartines kotransfekcijos ir selekcijos metodikas,
pavyzdZiui, | Zinduolio Igsteles. Siuo atveju polinukleotidai paprastai bus
stabiliai jkorporuojami | Seimininko lgsteliy genoma.

Kitu atveju, polinukleotidai gali bati prijungti prie vektoriaus, turinCio
atranky markerj dauginimui Seimininke. Sis vektoriaus konstruktas gali bati
jvedamas | $eimininko lIgstele panaudojant auk$¢iau minétus metodus.
Bendru atveju, plazmidinis vektorius yra jvedamas DNR nuosédy pavidaly,
tokiy kaip kaicio fosfato nuosédos komplekse su ikrautu lipidu.
Polinukleotidams | $eimininkg jvesti taip pat gali bati naudojama
eletroporacija. Jeigu vektorius yra virusas, jis gal bati kraunamas in vitro arba
jvedamas Hkraunamq'lqstelq ir toks virusas gali bati transdukuotas | lasteles.
Specialistams yra gerai Zinoma daugybé {vairiausiy ir jprasty metodiky,
tinkan&iy nukleotidams paruosti ir jiems ivesti i lasteles pagal $i iSradimo
aspekta. Tokios metodikos yra smulkiai apraSytos aukS&iau cituotame
Sambrook et al., kuris yra pavyzdys daugelio laboratoriniy vadoveliy,
detalizuojangiy Sias metodikas. Pagal §j iSradimo aspekta, vektorius gali bati,
pavyzdziui, plazmidinis vektorius, viengrandininis arba dvigrandininis faginis
vektorius, viengrandininés arba dvigrandinines RNR arba DNR virusinis
vektorius. Tokie vektoriai gali bati jvedami | lgsteles kaip polinukleotidai,
geriau DNR, gerai Zinomais DNR ir RNR jvedimo { Iasteles budais. Vektoriai
faginiy ir virusiniy, vektoriy atveju taip pat gali buti ir geriausiai gali bati jvedami
i lasteles kaip ikrauti arba {kapsiduoti virusai gerai Zinomais infekavimo ir
transdukcijos metodais. Virusiniai vektoriai gali buti kompetentiniai replikacijos
atdvilgiu arba defektyvas replikacijos atzvilgiu. Pastaruoju atveju viruso
dauginimasis paprastai vyks tik komplementinése $eimininko lastelése.

Tinkamiausi i§ vektoriy tam tikrais atzvilgiais yra vektoriai, pritaikyti Sio

igradimo polinukleotidy ir polipeptidy ekspresijai. Paprastai tokie vektoriai turi
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savyje cis-veikianCias kontrolines sritis, veiksmingas ekspresijai $eimininke,
veiksmingai. prijungtas prie ekspresuojamo polinukleotido. Reikiamus trans-
veikiancius faktorius pateiks,%eimiriinkas, turintis komplementinj vektoriy, arba
pats vektorius, jvedus jj | Seimininka.

Tam tikruose 8iuo poZidriu tinkamiausiuose jgyvendinimo variantuose
vektoriai numatomi specifinei ekspresijai. Tokia specifiné ekspresija gali bati
indukuojama ekspresija arba ekspresija tiktai tam tikro tipo Igstelése arba ir
| indukuojama, ir specifiSka lgsteléms. Tarp indukuojamy vektoriy ypatingai
tinkami yra vektoriai, kurie gali bati indukuoti ekspresijai lengvai
manipuliuojamy aplinkos faktoriy pagalba, tokiy kaip temperattra ir maitinimo
terpés priedai. Specialistams yra gerai Zinoma daugybé paprastai naudojamy
jvairiausiy vektoriy, iskaitant konstitutyvinius ir indukuojamus vektofius, kurie
gali bati naudojami $io iSradimo tikslams prokariotiniuose ir eukariotiniuose
Seimininkuose. -

Geny inZinerijos badu sukurtos Seimininko Igstelés gali bati auginamos
jprastoje maitinimo terpeje, kuri gali bati modifikuojama kaip reikia, tarp kitu,
aktyvuojanciais promotoriais, parenkamais transformantais arba amplifikacijos
genais. Auginimo salygos, tokios kaip temperatiira pH ir panasios, anksg&iau
naudojamos pasirinkto eimininko Iasteléms bendrai ekspresijai paprastai bus
tinkamos ir 8io iSradimo polipeptidy ekspresijai, kas bus aiSku Sios srities
specialistams.

Sio iradimo polipeptido ekspresijai gali bt naudojama didele
ekspresijos vektoriy jvairové. Tokiais vektoriais yra chromosominiai,
episominiai ir virusiniai vektoriai, pvz. vektoriai iSvesti i§ bakteriniy plazmidZiy,
i$ bakteriofago, i§ mieliy episomy, i mieliy chromosominiy elementy, i$
virusy, tokiy kaip bakulovirusai, papova virusai, tokie kaip SV40, vaccinia
virusai, adenovirusai, naminiy pauk$¢iy raupy virusai, pseudopasiutligés
virusai, retrovirusai ir alfavirusai, tokie kaip Sindbis virusas, ir vektoriai, i§vesti
i$ jy deriniy, tokie kaip iSvesti i§ plazmidés ir bakteriofago genetiniy elementy,
tokiy kaip kosmidés ir fagemideés; visi jie gali bati naudojami ekspresijai pagal
8i Sio iSradimo aspekta. Bendrai imant, bet koks vektorius, tinkamas i$laikyti,
dauginti arba ekspresuoti polinukleotidams, skirtiems polipeptidui ekspresuoti

Seimininke, gali bati naudojami $ia prasme.
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| vektoriy gali bati fterpta reikiama DNR seka bet kuriuo i$§ daugybés
Zinomy ir jprasty budy. Bendrai paémus, ekspresijai DNR seka yra
prijungiama prie ekspresijos vektoriaus, skaldant DNR sekg ir ekspresijos
vektoriy viena arba daugiau restrikcijos endonukleaziy ir po to sujunginat
restrikcijos fragmentus kartu, naudojant T4 DNR ligazg. Restrikcijos ir
sujungimo metodikos, kurios gali bati naudojamos Siame iSradime, yra gerai
Zinomos ir jprastos specialistams. Tinkamos S§iuo poZiariu metodikos ir
- ekspresijos vektoriy konstravimo metodikos, naudojant kitokius metodus,
kurie yra taip pat gerai Zinomi ir jprasti specialistams, yra aprasytos labai
smulkiai Sambrook et al., kuris ¢ia jau buvo cituotas.

DNR seka ekspresijos vektoriuje yra veiksmingai prijungta prie
tinkamos ekspresijos kontrolinés sekos(y), iskaitant, pavyzdZiui, promotoriy
tiesioginei RNR transkripcijai. Tokiy promotoriy atstovais yra fago lambda PL
prdmotorius, E. coli tac, lac, trp, tac ir trc promotoriai, SV40 ankstyvasis ir
vélyvasis promotoriai ir retrovirusiniy LTR promotoriai, paminint tik keletg
gerai Zinomy promotoriy. Reikia suprasti, kad daug Cia nepaminety
promotoriy, tinkamy naudoti Siam iSradimo aspektui, yra gerai zinomi ir juos
nesunkiai gali panaudoti specialistai parodytu Sio iSradimo aptarime ir
pavyzdZiuose badu.

Bendrai imant, ekspresijos konstruktuose bus transkripcijos iniciacijos
ir baigmés vietos, ir transkribuotoje srityje ribosomos ridimo vieta transliacijai.
Koduojanti transkripty dalis, kurig ekspresuoja konstruktai, apims transliacijos
iniciacijos AUG pradZzioje ir baigmés kodona, reikiamoje vietoje transliuojamo
polipeptido gale.

Be to, konstruktuose gali bati kontrolinés sritys, kurios reguliuoja bei
sukelia ekspresija. Bendrai imant, pagal daugel| jprasty praktiniy metody,
tokios sritys veiks kontroliuodamos transkripcijg, tokios kaip, tarp kity,
represoriaus ri$imo vietos ir ekspresijos stiprintojai.

Dauginimo ir ekspresijos vektoriai paprastai turés savyje atrankius
markerius. Tokie markeriai taip pat gali bati tinkami gausinimui, arba Siam
tikslui vektoriuose gali bati papildomi markeriai. Siuo poZidriu geriau, Kai
vektoriuose yra vienas arba daugiau atrankiy markeriy geny, kad bty
gaunamas fenotipinis charakteringas bruozas transformuoty, eimininko
lasteliy selekcijai. Tinkamiausiais markeriais yra dihidrofolato reduktazés,
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neomicino, puromicino arba hygromicino rezistentiskumo eukariotiniy lgsteliy
kultGrose ir_tetraciklino, teomicino, kanamicino arba ampicilino rezistentiniai
genai, auginant E. coli ir kitas bakterijas.

Vektorius, turintis atitinkama DNR seka, kaip jau buvo aprasyta, o taip
pat atitinkamg promotoriy ir kitas tinkamas kontrolines sekas, gali bati
jvedamas | tinkamg Seimininka, naudojant jvairius gerai Zinomus metodus,
tinkancius norimo polipeptido ekspresijai. Atstovaujanciais tinkamo §eimininko
~ pavyzdZiais yra bakterijy lastelés, tokios kaip E. coli, Streptomyces ir
Salmonella typhimurium lastelés; gryby lastelés, tokios kaip mieliy lastelés;
vabzdZiy lastelés, tokios kaip Drosophila S2 ir Spodoptera Sf9 Igstelés;
gyviany lIgstelés, tokios kaip CHO, COS ir Bowes'o -melanomos lIgstelés; ir
augaly lastelés; tinkamiausios yra vabzdZiy lIastelés BTI-TN-5B1-4.
Sgimininkai daugybei ekspresijos konstrukty yra gerai Zinomi, ir specialistai
pégal §i apradyma sugebés nesunkiai parinkti 3eimininkgq $io iradimo
polipeptidy ekspresijai.

Ekspresijai taip pat gali bati naudojamos jvairios Zinduoliy Igsteliy
kultaros. Zinduoliq ekspresijos sistemy pavyzdZiais yra = bezdZioniy inksty.
fibroblasty COS-7 linijos Gluzman et al., Cell 23: 175, 1991). Kitos lasteliy
linijos, galinCios ekspresuoti panasy vektoriy yra, pavyzdziui, C 127, 3T3,
CHO, Hela, Zmogaus inksty 293 ir BHK Igsteliy linijos. Zinduoliy $eimininky
lastelése gali bati naudojama daug virusiniy ekspresijos sistemy. Tais
atvejais, kai kaip ekspresijos vektorius yra naudojamas adenovirusas,
polinukieotidy sekos, koduojanCios RG1, gali bati jjungtos | adenoviruso
transkripcijos/transliacijos kompleksa, susidedant] i$ vélyvojo promotoriaus ir
susidedancios i$ trijy daliy lyderinés sekos. lterpimas | neesmines E1 ir E3
viruso genomo sritis duos gyvybingg virusa, galintji ekspresuoti RG1
infekuotose $eimininko Igstelése (Logan and Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:3655-59, 1984). Be to, ekspresijai Seimininko Zinduolio lastelése
padidinti gali bati naudojami transkripcijos stiprintojai, tokie kaip Rous
sarkomos viruso (RSV) stiprintojas.

Dar konkreCiau, S$is iSradimas taip pat apima rekombinantinius
konstruktus, tokius kaip ekspresijos konstruktai, turintys vieng arba daugiau
auk3giau aprasyty seky. Sie konstruktai turi vektoriy, toki kaip plazmide arba
virusinis vektorius, | kur'['buvo fterpta tokia Sio iSradimo seka. Seka buvo
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fterpta tiesioginés arba atvirkSinés orientacijos. Tam tikruose Siuo poZitriu
tinkamaiusiuose jgyvendinimo variantuose konstrukte taip pat yra
reguliatorin'és sekos, iskaitant, pavyzdziui, promotoriy, veiksmingai prijungtg
prie sekos. Specialistai Zino daugybe tinkamy vektoriy ir promotoriy, ir yra
daug prekybiniy vektoriy, tinkamy naudoti $iame iSradime. i
PavyzdZiui, i§ prekybininky gaunami vektoriai yra tokie. Tarp tinkamy
naudoti bakterijose vektoriy yra pQE70, pQE60 ir pQE-9, gaunami i$ Qiagen
USA (Valencia, CA), pBS vektoriai, Phagescript® vektoriai, Bluescript®
vektoriai, pNH8A, pNHI8A, pNH46A, gaunami i$ Stratagene (LaJolla, CA); ir
rtrc99a, pK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5, gaunami i§ Pharmacia Biotech
(Piscataway, N.J.). Pats tinkamiausias yra pTrcHisB vektorius, gaunamas i$
Invitrogen. Tarp tinkamiausiy eukariotiniy vektoriy yra pWLNEO, pSV2CAT,
pOG44, PXTI ir pSG, gaunami i§ Stratagene; ir PSVK3, pBPV, pMSG ir
pSVL, gaunami i§ Pharmacia Biotechn. Pats tinkamiausias yra pClneo
vektorius, gaunamas i§ Promega. Sie vektoriai yra i$vardinti vien tik
iliustracijai daugelio i prekybininky gaunamy, ir gerai Zinomy, vektoriy, kurie
yra prieinami specialistams ir gali buti naudojami Siame iSradime. Turéty bati
suprantama, kad bet kokia kita plazmidé arba vektorius, tinkantys, pavyzdZiui,
jvedimui, i8laikymui, dauginimui arba 8io iSradimo polinukleotido arba
polipeptido ekspresijai Seimininke gali bati naudojami $io iSradimo aspektu.
| Promotoriy sritys gali bati pasirinktos i§ bet kokio norimo geno,
naudojant vektorius, kurie turi reporterinj transkripcijos vieneta, neturint]
promotoriaus  srities, tokj kaip chloramfenikolio acetiltransferazés (“cat’)
transkripcijos vienetas, pagal transkripcijos krypt{ nuo restrikcijos vietos arba
viety promotoriaus-kandidato fragmento {vedimui; ty. fragmento, kuris gali
turéti promotoriy. Kaip yra gerai Zinoma, promotoriy turinCio fragmento
jvedimas prie restrikcijos vietos prie$ transkripcijos kryptj nuo cat geno sukelia
CAT aktyvumo pasireiskima, kur{ galima aptikti standartine CAT analize. Siam
tikslui tinkami vektoriai yra gerai Zinomi ir lengvai gaunami. Du tokie vektoriai
yra pKK232-B ir pCM7. Taigi, promotoriai $io iSradimo polinukleotidy
ekspresijai apima ne tik gerai Zinomus ir lengvai prieinamus promotorius, bet
taip pat ir promotorius, kurie nesunkiai gali bati gaunami pagal auk3ciau

apra$ytas metodikas, naudojant reporterinj gena.
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Tarp Zinomy bakteriniy promotoriy, tinkamy $io iSradimo polinukleotidy
ir polipeptidy ekspresijai, yra E.coli lac1 ir lacZ promotoriai, T3 ir T7
promotoriai, TS tac promotorius, lambda PR, PL promotoriai, trp p.romotorius ir
trc hibridinis promotorius, kuris yra iSvestas i§ trp ir lac promotoriy. Tarp
Zinomy eukariotiniy promotoriy, Sia prasme tinkami yra CMV betarpiékéi
ankstyvasis promotorius, HSV timidino kinazés promotorius, ankstyvasis ir
vélyvasis SV40 promotoriai, retrovirusiniai LTR promotoriai, tokie kaip Rous’o
sarkomos viruso (“RSV") ir metalotioneino promotoriai, tokie kaip pelés
metalotieneino-1 promotorius.

Atitinkamy vektoriy ir promotoriy pasirinkimas ekspresijai $eimininko
lastelése yra gerai Zinoma procedidra, o ekspresijos .vektoriy konstravimui,
vektoriaus jvedimui | $eimininkg ir ekspresijai Seimininke reikalingos
metodikos specialistams yra jprastos.

Bendrai imant, | rekombinantinius ekspresijos vektorius jeis replikacijos
pradzia - promotorius, iSvestas i§ labai ekspresuojanio geno, kad
transkripcija baty nukreipta pagal struktarinés sekos kryptj, - ir atrankus
markeris, duodantis galimybe iSskirti vektoriy turingias Igsteles po saly&io su .
vektoriumi.

‘Sis iSradimas taip pat yra susijes su 3eimininko Igstelémis, turin&iomis
auk3Ciau aprasytus ir aptartus konstruktus. Seimininko lgstelés gali bt
auks$tesnés eukariotinés lastelés, tokios kaip Zinduoliy Iastelés, arba
Zemesnés eukariotinés Igstelés, tokios kaip mieliy lastelés, arba Seimininko
lastelé gali bati prokariotiné lgstele, tokia kaip bakterijos Igstelé. Konstruktai
Seimininko Igstelése gali bati naudojami jprastu badu, gaunant
rekombinantinés sekos koduojama geno produkta.

Polipeptidai gali bati ekspresuojami Zinduoliy lgstelése, mielése,
bakterijose ir kitose lastelése, kontroliuojant tinkamiems promotoriams.
Tokiems baltymams gauti taip pat gali bati naudojamos ir nelgstelinés
transliacijos sistemos, naudojant i§ Sio iSradimo DNR konstrukty iSvestas
RNR. Tinkami naudojimui prokariotiniuose ir eukariotiniuose 3eimininkuose
klonavimo ir ekspresijos vektoriai yra aprasyti Sambrook et al., kuris &ia buvo
cituotas.

DNR koduojamy $io iSradimo polipeptidy trénskripcija aukstesniyjy
eukarioty lastelése gali bati padidinama, | vektoriy jvedant sfiprintojo seka.
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Stiprintojai yra cis-veikiantys DNR elementai, paprastai mazdaug 10-300 bp,
kurie veikia didindami transkripcini promotoriaus aktyvuma duoto Seimininko
tipo lastelése. Stiprintojy pavyzdziais yra SV40 stiprintojas, kuris yra
randamas vélyvojoje replikacijos pradZios puséje ties 100-270 bp,
citomegaloviruso ankstyvojo promotoriaus stiprintojas, poliomos stiprintojas
vélyvojoje replikacijos pradzios puséje ir adenovirusy stiprintojai.

Sio isradimo polinukleotidai, koduojantys $io iSradimo polipeptido
heterologing struktiring seka, paprastai bus iterpiami | vektoriuy, naudojant
standarines metodikas, taip, kad jis buty veiksmingai prijungtas prie
promotoriaus ekspresijos tikslams. Sis polinukleotidas bus tokioje padetyje,
kad transkripcijos pradzios vieta yra mazdaug 5' pédétyje nuo ribosomos
prijungimo vietos. Ribosomos prijungimo vieta bus 5' prie AUG, kuris inicijuoja
ekspresuojamo polipeptido transliacija. Bendrai paémus, nebus kity atviro
skaitymo rémeliy, kurie prasidéty iniciacijos kodonu, paprastai AUG ir buty
tarp ribosomos prijungimo vietos ir inicijuojan&io AUG. Taip pat bendru atveju
bus transliacijos stop-kodonas polipeptido gale ir bus poliadenilinimo signalas
ir transkripcijos baigmeés signalas transkribuojamos srities mazdaug 3’ gale.

Trasliuojamo baltymo sekrecijai { endoplazminio retikulo liumena, i
periplazming erdve arba i ekstralasteling aplinka | ekspresuojama baltyma gali
bati terpti atitinkami sekrecijos signalai. Sie signalai gali buti endogeniniai
polipeptidui arba jie gali bati heterologiniai signalai. Gali bati ekspresuotas
modifikuotos formos polipeptidas, toks kaip sulietas baltymas, ir jame gali bati
ne tik sekrecijos signalai, bet ‘:taip pat ir papildomos heterologines funkcinés
sritys. Taigi, pavyzdZiui, polipeptido stabilumui ir iSsilaikymui Seimininko
lasteléje pagerinti, gryninant arba po to manipuliuojant su juo ir laikant, prie N-
galo gali bati pridedama papildomy aminoragsciy, ypatingai- kravj turinCiy
aminorg3éiy, sritis. Be to, prie polipeptido gali bati pridétos specialios sritys,
kad bty palengvintas jo gryninimas. Tokios sritys gali bati pasalinamos prie$
galutinj polipeptido paruoSima, Peptidiniy liekany pridéjimas prie polipeptido
sekrecijai arba i8siskyrimui sukelti, stabilumui padidinti ir gryninimui
palengvinti, tarp kity dalyky, yra jprastas ir specialistams gerai Zinomas.
Pavyzdziui, kai yra reikalingas didelis kiekis RG1 antikinams indukuoti, gali
bati pageidaujami vektoriai, kurie nukreipia | auksta suliety baltymy, kurie yra

lengvai gryninami, ekspresija. Tokiais vektoriais yra, bet jais neapsiribojama,
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daugiafunkciniai E. coli klonavimo ir ekspresijos vektoriai, tokie kaip
Bluescript® (Stratagene), kuriame rg7 kodavimo seka gali bati jjungta
vektoriy rémelyje su amino-galinio Met seka ir sekangiomis 7 B-

galaktozidazes liekanomis taip, kad yra gaunamas hibridinis baltymas; pIN .

~ vektoriai (Van Heede and Shuster, J. Biol. Chem. 264:5503-5509, 1989) ir
panadts. PTrcHis vektoriai (Invitrogen, Carlsbad, CA) gali bati naudojami
svetimy polipeptidy, kaip suliety baltymuy, turin€iy, polihistidino (6xHis) tag dél
- greito gryninimo, ekspresijai. Tokiose sistemose pagaminti baltymai yra
suprojektuoti taip, kad juose baty atskélimo vietos, tokios kaip enterokinazés
skaldomos vietos, kad norint baty galima iSlaisvinti kolnuotg dominantj
polipeptida i$ sulieto baltymo.

Po atitinkamo 3eimininko kamieno transformacijos ir auginimo iki
reikiamo Igsteliy tankio, indukuojami promotoriai, jeigu yra, gali bati indukuoti
panaudojant atitinkamas priemones (pvz. temperatros pakeitimg arba squ’q
su cheminiu induktoriumi) ir Igstelés auginamos dar kurj laikg.

Tada paprastai Igstelés surenkamos centrifuguojant, suardomos
fizikiniais arba cheminiais bidais ir gautas negrynintas ekstraktas laikomas
tolimesniam gryninimui.

Baltymy ekspresijai naudoty mikroby lgstelés gali bati suardomos bet
kokiu patogiu badu, jskaitant suSaldymo-atSildymo ciklus, veikimg ultragarsu,
mechaninj suardyma arba panaudojant Igsteliy lizavimo agentus; tokie btdai
yra gerai Zinomi specialistams. :

RG1 polipeptidas gali bati iSgaunamas ir iSgryninamas i3
rekombinantiniy, lgsteliy kultdry gerai Zinomais badais, {skaitant nusodinimg
amonio sulfatu arba etanoliu, ragsting ekstrakcija, anijony, arba katijony mainy
chromatografijg, fosfoceliuliozés chromatografija, hidrofobinés saveikos
chromatografijg, afining chromatografijg, hidroksilapatito chromatografijg ir
lecitino chromatografija. Geriausia gryninimui naudoti didelio efektyvumo
skyséiy chromatografijg ("HPLC"). Gali bati naudojami gerai Zzinomi baltymy
renatdracijos metodai, kad baty regeneruojama aktyvi konformacija, jeigu
polipeptidas iSskyrimo ir gryninimo metu buvo denatiruotas. |vairas kiti gerai
Zinomi baltymy gryninimo metodai yra aprasSyti Deutscher M., Methods in
Enzymology, Vol. 182, Academic Press, San Diego, 1982; ir Scopes, R.,
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Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New-York,

1982.
Kitu atveju, $io i§radimo polipeptidai gali bati gauti tiesioginés sintezes

badu, naudojant kietafazius metodus (Stewart et al., Solid-Phase Peptide

" Synthesis, W.H. Freeman Co., San Francisco, 1969; Merrifield, J., J. Amer.
Chem. Soc. 85:2149-2154, 1963). Baltymy sintezé in vitro gali bati vykdoma
naudojant rankines metodikas arba automatizacija. Automatizuota sintezé gali
" bati vykdoma, pavyzdZiui, naudojant Applied Biosystems 431A peptidy
sintezatoriy (Perkin Elmer, Foster City, Calif) pagal gamintojo pateikiamas
instrukcijas. |vairas RG1 fragmentai gali bati chemiskai sintezuojami atskirai ir
sujungiami naudojant cheminius metodus, gaunant pilno ilgio molekulg.

Sio isradimo polipeptidai apima gamtinius iSskirtus produktus,
cheminés sintezés produktus ir produktus, gautus rekombinantiniais metodais
i$ brokariotiniu_ arba eukariotiniy Seimininkuy, iskaitant, pavyzdziui, bakterijas,
mieles, aukstesnius augalus, vabzdZius ir Zinduoliy Iasteles. Priklausomai nuo
naudojamo Seimininko rekombinantinése gavimo metodikose, $io iSradimo
polipeptidai gali bti glikozilinti arba gali bati neglikozilinti. Be to, 3io i$radimo
polipeptiduose taip pat gali bati pradine modifikuoto metionino liekana kai
kuriais atvejais dél $eimininko tarpininkaujamy procesy.

RG1 polipeptidy ir juos koduojanéiy polinukleotidy panaudojimas

Pagal §j i$radima rg1 polinukleotidai ir RG1 polipeptidai gali turéti jvairy
pritaikyma, ypatingai tokj, kuris.iseina i$ RG1 cheminiy ir biologiniy savybiy.
Papildomi pritaikymo variantai yra susij¢ su lasteliy proliferacijos ligy, tokiy
kaip prostatos véZys, diagnozavimu ir gydymu. Sie iSradimo aspektai yra
iliustruojami toliau duodamame aptarime ir yra atskleisti apraSyme.

&io isradimo polinukleotido ir polipeptido seky panaudojimo loginis
pagrindas dalinai remiasi chemine ir struktarine homologija tarp ¢ia aprasyto
RG1 ir kity ekstralgsteliniy matriciniy molekuliy ir padidinta RG1 ekspresija
prostatos audiniuose, lyginant su kitais audiniais. RG1 gali bati naudojamas
bakliy, sutrikimy arba ligy, susijusiy su neatitinkan&iu normy prostatos audinio
augimu, diagnozavimui ir gydymui. Tokiomis Iigomis yra, bet jomis

neapsiribojama, véZys ir metastazinio auglio augimas.

B4
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Rg1 polinukleotido sekos gali bati naudojamos kaip DNR zondai ir kaip
taikiniai antiprasminei ir riboziminei terapijai arba kaip matricos antiprasminiy
polinukleotidy gaminimui. -

RG1 polipeptidai gali bati naudojami antikinams prie§ RG1 generuoti,
kurie gal bati tinkami RG1 polipeptido kiekiams lgstelése ir audiniuose
nustatyti ir kaip taikiniai vaistams pirminiams ir metastaziniams augliams
gydyti.

RG1 polipeptidai gali bati naudojami imuniniam atsakui { RG1 turinias
Iasteles stimuliuoti. ‘

RG1 koduojantys polinukleotidai gali bati tinkami diagnostiniuose
testuose RG1 koduojantiems polinukleotidams lastelése ir audiniuose
nustatyti |

~ Buklése, susijusiose su RG1 ekspresija, tokiose kaip prostatos vézys,
gali bati pageidautina slopinti RG1 ekspresijg arba aktyvuma. RG1 ekspresijé
gali buti slopinama jvedant antiprasminius oligonukieotidus arba ribozimus.
Kitu atveju, antikinai, specifiSkai atpaZjstantys RG1 polipeptido dalis, kurios
yra atsakingos uz jo aktyvuma, gali bati skiriami ligoms arba buklems,
susijusioms su RG1 aktyvumu, gydyti.

Polinukleotidy testai

‘8is iSradimas taip pat yra susijes su rg7 giminingy polinukleotidy,
panaudojimu komplementariems polinukleotidams nustatyti, pavyzdZiui, kaip
diagnostinis reagentas. Rg7 polinukleotidy, susijusiy su liga, nustatymas duos
priemong diagnostikos in vitro ir in vivo patobulinimui, ir ji gali patvirtinti arba
apibréZti ligos diagnoze arba nustatyti polinki i liga, kuri atsiranda i$ specifines
RG1 ekspresijos audinyje.

Individai, turintys mutacijas RG1 koduojangiame géne, gali bati aptikti
DNR lygmenyje vairiais badais. Polinukleotidy meéginiai analizei gali bati
gaunami i§ paciento Igsteliy, kaip antai i§ kraujo, Slapimo, seiliy, audinio
biopsijos ir autopsijos medzZiagos. Genominé DNR nustatymui gali bati
naudojama tiesiogiai arba prie$ analize gali bati pagausinta fermentiniu badu,
naudojant PCR (Saiki et al., Nature, 324: 163-166, 1986). Tuo paciu badu taip
pat gali bati naudojamos ir RNR arba kDNR. Kaip pavyzdys, rg1 ekspresijai ir
mutacijoms gali bati naudojami PCR pradmenys, komplementaris RG1
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koduojangiai polinukleotido sekai. PavyzdZiui, pakeitus gausinamo produkto
dydj, lyginant su normaliu genotipu, gali bati aptinkamos delecijos ir intarpai.
Tadkinés mutacijos gali bati aptinkamos hibridizuojant pagausintg DNR su
radiozyméto rg7 RNR arba, kitu atveju, radiozyméto rg7 antiprasminémis
DNR sekomis. Puikiai atitinkan&ios sekos gali bati atskirtos nu6
pseudoatitinkan&iy, dupleksy skaldant RNaze A arba pagal lydymosi
temperatdry skirtumus.

Etaloninio geno ir mutacijas turingiy geny, seky, skirtumai taip pat gali
bati atskleisti tiesioginiu DNR sekvenavimu. Be to, klonuoti DNR segmentai
gali bati naudojami kaip zondai specifiniams DNR segmentams nustatyti.
Tokiy metody jautrumas gali bati labai padidintas tinkamai panaudojant PCR
arba kita gausinimo baida. PavyzdZiui, sekvenavimo pradmuo yra naudojamas
su dvigrandininiu PCR produktu arba viengrandinine matricos molekule,
géneruota modifikuotos PCR badu. Sekos nustatymas atliekamas jprastais
metodais su radiozymes turingiais polinukleotidais arba automatizuotais
sekvenavimo badais su fluorescenciniais laisvais galais.

Genetinis testavimas, paremtas DNR seky skirtumais, gali bati
nustatant DNR fragméntq elektroforezinio judrumo poky¢ius geliuose, esant
arba nesant denataruojanéiy agenty. Mazos seky delecijos ir intarpai gali bati
vizualizuoti panaudojant didelés skyrimo gebos gel-elektroforeze. Skirtingy
seky DNR fragmentai gali bati atskirti leidZiant per denataruojancio formamido
gradiento gelius, kuriuose {vairiy DNR fragmenty -judrumai yra sulétinami
gelyje skitingose padétyse, .priklausomai nuo jy specifiniy arba daliniy
lydymosi temperatary (zr., pvz., Myers et al., Science, 230: 1242, 1985).

Seky poky¢iai specifinése padetyse taip pat gali bati atskleisti
panaudojant nukleaziy protekcijos testus, tokius kaip RNazes ir S1 protekcijg,
arba cheminiu skaldymo metodu (pvz., Catton et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85: 4397-4401, 1985).

Taigi, specifinés DNR sekos nustatymas gali biti realizuojamas badais,
tokiais kaip hibridizacija, RNazés protekcija, cheminis skaldymas, tiesioginis
DNR sekvenavimas arba restrikcijos fermenty panaudojimas (pvz., restrikcijos
fragmento ilgio polimorfizmas (“RFLP") ir genominés DNR Southern'o

blotingas).
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Apart jprastos gel-elektroforezés ir DNR skvenavimo, mutacijos taip pat
gali bati aptiktos in situ analizés badu.

Polipeptidy testai _
Sis i§radimas taip pat yra susijes su diagnostiniais testais, tokiais kaip

kiekybiniiai ir diagnostiniai testai RG1 polipeptido kiekiams Igstelése ir kiino
skysciuose nustatyti, jskaitant normaliy ir anomaliy kiekiy nustatyma. Tokiu
 badu, pavyzdZiui, pagal 3| idradimg diagnostinis testas RG1 polipeptido
padidintai ekspresijai, lyginat su normaliais kontrolinio audinio meéginiais,
nustatyti gali bdti naudojamas neoplazijos, pavyzdZiui, prostatos véZio,
buvimui aptikti.  Tokie diagnostiniai testai taip pat- gali bati naudojami
metastazinio auglio augimui aptikti. Specialistams yra Zinomos testy
me;ﬁodikos, kurios gali bati naudojamos polipeptido, tokio kaip $io iradimo
RG1 polipeptidas, méginiuose i§ Seimininko nustatyti. Tokiomis testQ'
metodikomis yra radioimuniné analizé (RIA), konkurentinio suri§imo testai,
Western'o bloty analizé ir su fermentu suridta imunoabsorbcing analizé
(ELISA) bei fluorescencikai aktyvuoty lasteliy raSiavimas (FACS). 1§ $iy
metody daZniausiai yra naudojama ELISA. ELISA teste pirmiausia reikia
pagaminti RG1 specifinj antikdna, geriau monokloninj antikiing. Be to, yra
paprastai pagaminamas reporterinis antik@inas, kuris riSasi su monokloniniu
antikinu. Reporterinis antikinas yra prijungiamas prie detektuojancio
reagento, tokio kaip radioaktyvus, fluorescuojantis arba fermentinis reagentas,
Siame pavyzdyje krieny peroksidazeé.

Vykdant ELISA testa, meéginys yra paimamas i§ $eimininko ir
inkubuojamas ant kieto pagrindo, pvz. polistireno lékstelgje, kuris suriga
méginio polipeptidg. Visos laisvos polipeptido surid§imo vietos ant lékstelés
tada yra padengiamos inkubuojant su nespecifiniu baltymu, tokiu kaip jaucio
serumo albuminas. Po to Iéksteléje yra inkubuojamas monokloninis antikinas
ir per tg laikg monokloniniai antikGnai prisijungia prie bet kuriy RG1
polipeptidy, suristy su polistireno Iekstele. Nesuridtas monokloninis antiknas
nuplaunamas buferiu. | lékstele jpilama sujungto su krieny peroksidaze
reporterinio antikiino, kuris susiri8a su prie RG1 prijungtu monokloniniu
antikinu. Tada nesusiriSgs reporterinis antkinas nuplaunamas. Po to |
Iékstele ipilama reagenty peroksidazés aktyvumui nustatyti, [skaitant
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kolorimetrin| substrata. Imobilizuota peroksidaze, prijungta prie RG1 per
pirmin ir antrinf antikGinus, duoda spalvota reakcijos produkts. Spalvos kiekis,
atsiradgs po tam tikro laiko tafpo, rodo meéginyje esan¢io RG1 polipeptido
kiekj. Kiekybiniai rezultatai paprastai gaunami remiantis standartine kreive. -

Konkurentinis testas gali bati naudojamas, kai RG1 specifiniai antikanai
yra prijungti prie kieto pagrindo, o Zyméti RG1 ir i§ Seimininko paimtas
meginys yra leidziami per kieta pagrindg, ir prie kieto pagrindo prijungtos
detektuojamos Zymes kiekis gali bati koreliuojamas su RG1 kiekiu méginyje.

Sie ir kiti testai, tarp kity viety, yra a'praéyti Hampton et al. (Serological
Methods, a Laboratory Manual, APS Press, St Paul, Minn, 1990) ir Maddox et
al. (J. Exp. Med. 158: 12111, 1983).

AntikGnai B

Sis iSradimas taip pat yra susijgs su antikanais, kurie specifiSkai risasi
su RG1, &ia vadinami RG1 antikdnais. Padidinta RG1 ekspresija prostatos
audiniuose ir jo iSsidéstymas lqsteliq'paviréiuje pateikia puikaus markerio
charakteristikas atrinkimo, diagnozavimo, prognozavimo, stebéjimo testams ir
vaizdo gavimo badams. Be to, Sios charakteristikos rodo, kad RG1 gali bati
puikus taikinys terapiniuose metoduose, tokiuose kaip tikslingé antikdny
terapija, imunoterapija ir geny terapija. Cia naudojamas terminas “specifigkai
riSasi su” reigkia antikdino ir polipeptido saveika, kuri priklauso nuo konkre&ios
struktaros (t.y. antigeninés determinantés arba epitopo) buvimo polipeptide;
kitaip tariant, antikinas atpaZista ir prisijungia prie specifinés polipeptido
struktdros, o ne prie baltymy aplamai.

RG1 polipeptidai, jy fragmentai arba kiti dariniai, arba jy analogai, arba
juos ekspresuojancios lastelés gali bati naudojamos kaip imunogenas gauti
pried juos nukreiptiems antikdnams (Harlow, Antibodies, Cold Spring Harbor
Press, NY (1989)). Sie antikanai gali bati, pavyzdZiui, polikloniniai arba
monokloniniai. Sis i§radimas taip pat apima chimerinius, viengrandininius,
humanizuotus arba Zmogaus antikGnus, taip pat Fab fragmentus arba Fab
ekspresijos bibliotekos produkta. Tokiems antikinams ir fragmentams gauti
yra naudojamos {vairios Zinomoms metodikos.

Antikanai, generuoti prie§ Sio iSradimo seka turin€ius polipeptidus, gali
bati gaunami tiesiogiai suleidziant polipeptidus gyviinui arba skiriant



40 LT 5046 B

polipeptidus gyvanui, geriau ne Zmogui. Taip gautas antikGnas tada susiris su
paciu polipeptidu. Siuo badu net seka, koduojanti tik 3iy polipeptidy
fragmenta, gali bati naud’djama generuoti antikGnams, susiriSantiems su
pilnais natyviais polipeptidais. Tada tokie antikanai gali bati naudojami
polipeptidui iSskirti i§ 8 polipeptidg ekspresuojanéio audinio.

Monokloniniams antikinams gauti gali bati naudojama bet kokia
metodika, kuri duoda nepertraukiamos Iasteliy linijos kultary produkuojamus
antikGnus. PavyzdZiais yra hibridomy metodas (Kohler and Milstein, Nature,
256: 495-497, 1975), Zmogaus B-lgsteliy hibridomy metodas (Kozbor et al.,
Immunology Today 4: 72, 1983) ir EBV-hibridomy metodika Zmogaus
monikloniniams antikinams gauti (Cole et al., in Monoclonal Antibodies and
Cancer, Alan R. Liss, Inc., 77-96, 1985). |

Be to, buvo sukurtos ir gali bGti naudojamos metodikos gautl
chlmenmams antikinams”, sujungiant pelés antikiino geno galg su Zmogaus
antikiino genais, gaunant molekulg su atitinkamu antigeniniu specifiSkumu ir
biologiniu aktyvumu (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-
6855, 1984; Neuberger et al., Nature 312: 604-608, 1984; Takeda et al.,
Nature 314: 452-454, 1985). Kitu atveju, metodikos, apra8ytos
viengrandininiams antikinams gauti (JAV patentas Nr. 4,946,778), gali bati
pritaikytos RG1-specifiniams viengrandininiams antikinams gauti.

‘Be to, “Zmogiski" antikdnai gali bati pagaminti, naudojant JAV
patentuose Nr.5,877,397 ir Nr,5,569,825, kurie &ia pridedami pilnos apimties
kaip literatdros $altiniai, apraytus metodus.

Antikinai taip pat gali bati pagaminti indukuojant in vivo limfocity
populiacijos produkavimag arba atliekant rekombinantiniy imunoglobulino
biblioteky arba labai specifiniy riganéiy reagenty grupiy skryninga, kaip
apraSyta Orlandi et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3833-3837, 1989) ir
Winter and Milstein (Nafure 349: 293-299, 1991).

Taip pat gali bati generuoti antikany fragmentai, kuriuose yra specifinés
RG1 suri$§imo vietos. Pavyzdziui, tokiais fragmentais yra, bet jais
neapsiribojama, F(ab'), fragmentai, kurie gali bati pagaminti panaudojant
antikno molekulés skaldyma pepsinu, ir Fab fragmentai, kurie gali bati
generuojami redukuojant F(ab’), fragmenty disulfidinius tiltelius. Kitu atveju,
gali bati sukonstruotos Fab ekspresijos bibliotekos, leidZiangios greitai ir
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lengvai identifikuoti norimo specifiskumo monokloninio Fab fragmentus (Huse
et al., Science 256: 1270-1281, 1989).

Cia pateikta RG1 aminorag$tiy seka gali bati naudojama parinkti
specifinems RG1 sritims antikinams generuoti. Specialistai supras, kad RG1
polipeptido sritys arba epitopai, pried kuriuos yra nukreipti antikanai, gali kisti
priklausomai nuo numatomos taikymo srities. PavyzdZiui, antikanai, numatyti
naudoti imunoanalizéje su membrana suri§tam RG1 ant prostatos Iasteliy
aptikti, turety bati nukreipti prie$ prieinamus RG1 polipeptido epitopus. RG1
polipeptido sritys, kurios rodo imunogening struktira, o taip pat kitos sritys ir
dalys, gali lengvai bati identifikuotos, naudojant jvairius kitus specialistams
Zinomus bidus, tokius kaip Chou-Fasman'o, Gamier-Robinson'o arba
Jameson-Wolfo analizé. Tokias liekanas turintys fragmentai yra ypatingai
tinkami anti-RG1 antikdnams generuoti. Ypatingai tinkamais fragmentais yra,
bet jais neapsiribojama, sekos PLGGESICSAGAPAKYSIT (SEQ ID NO: 8);
HSSDYSMWRKNQYVS (SEQ ID NO: 10); DAGTDSGFTFSSPNFATIRQDTV
(SEQ ID NO: 11) ir NEIVDSASVPET (SEQ ID NO: 12). Polikloniniy antikany
generavimas prie$ $ias sritis yra apras$ytas 4 pavyzdyje.

Sio iSradimo antikinai gali bati ypatingai tinkami diagnostiniuose
testuose, vaizdo gavimo metodologijose ir terapiniuose metoduose prostatos
véZiui kontroliuoti. I1Sradime pateikiami jvairGs imunologiniai testai, tinkantys
RG1 -polipeptidams nustatyti ir prostatos véZiui diagnozuoti. | tokius testus
paprastai jeina vienas arba daugiau RG1 antikiny, galingiy atpaZinti ir suristi
RG1 polipeptida. Patys tinkamiausi antikiinai selektyviai susiri§ su RG1 ir
nesusiri§ (arba silpnai susiri$) su ne-RG1 polipeptidais. Testai apima jvairaus
specialistams Zinomo pobadZio imunologinius testus, jskaitant, bet
neapsiribojant, [vairaus tipo radioimunotestus, su fermentu suristo
imunosorbento testus ir panadius. Be to, Siame iSradime taip pat yra
pateikiami imunologiniai vaizdo gavimo badai, galintys aptikti prostatos véZj,
jskaitant, bet neapsiribojant, radioscintigrafinius vaizdo gavimo budus,
naudojant Zymeétus RG1 antikGnus. Tokie testai gali bati naudingi klinikoje
prostatos véZiui aptikti, kontroliuoti ir prognozuoti.

Aukséiau aprasyti antikGinai gali bati naudojami 8io iSradimo polipeptidg
ekspresuojantiems klonams i8skirti arba identifikuoti arba polipeptidui gryninti
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prijungiant antiking prie kieto pagrindo i§skyrimui ir/arba gryninimui afininés
chromatografijos metodu.

Be to, RG1 antikﬁna’i gali bati naudojami RG1 atzvilgiu teigiamoms
lasteléms iSskirti, naudojant lgsteliy rosiavimo ir gryninimo metodus.
Konkregiau RG1 antikanai gali bati naudojami prostatos vézio Iqstelérhs
iSskirti i3 ksenografto auglio audinio, i§ lgsteliy kultaros ir t.t., naudojant
antikinais paremta Igsteliy rasiavimo arba afininio gryninimo metodus. I$ kity
kurie imituoja RG1 polipeptida, generavimas.

RG1 antiknai gali bati naudojami prostatos véZiui arba auglio
metastazéms “aptikti. Tokiy RG1 turin€iy Igsteliy buvimas jvairiuose
biologiniuose méginiuose, iskaitant seruma, prostatos ir kity audiniy biopsijos
méginiuose, gali bati nustatomas panaudojant RG1 antikiinus. Be to, RG1
a?ntikﬂnai gali bati naudojami jvairiuose vaizdo gavimo metoduose, tokiuose
kaip imunoscintigrafija su Tc-99m (arba kitu izotopu) konjuguotu antikiinu.
PavyzdZiui, vaizdo gavimo metodika, panasi | neseniai aprasytg naudojant In-
111 konjuguotg anti-PSMA antikiing, gali bati naudojama pasikartojan&ioms ir
metastazinéms prostatos karcinomoms nustatyti (Sodee et al., Clin. Nuc.
Med. 21: 759-766, 1997).

) Sio i§radimo RG1 antikiinai gali bati Zymimi detektuojamais markeriais
arba ‘konjuguojami su kita molekule, tokia kaip citotoksinis agentas, ir
naudojami §ios molekulés jvedimui { RG1 atzvilgiu teigiamas Igsteles (Vitetta,
E.S. et al., Immunotoxin Therapy, in DeVita, Jr, V.T. et al., eds, Cancer:
Principles and Practice of Oncology, 4™ ed., J.B. Lippincott Co., Philadelphia,
2624-2636, 1993). Citotoksiniy agenty pavyzdziais yra, bet jais
neapsiribojama, ricinas, doksorubicinas, daunorubicinas, taksolis, etidio
bromidas, mitomicinas, etopozidas, tenopozidas, vinkristinas, vinblastinas,
koldihidroksiantracindionas,  aktinomicinas D,  difterijos  toksinas,
Pseudomonas egzotoksinas (PE) A, PE40, abrinas ir gliukokortikoidiniai bei
kiti chemoterapiniai agentai, o taip pat radioizotopai. Tinkamais
detektuojamais markeriais yra, bet jais neapsiribojama, radioizotopas,
fluorescuojantis junginys, bioliuminescuojantis junginys,
chemiliuminescuojantis junginys, metalo komplekéonas arba fermentas.
Tinkamais radioizotopais yra tokie: stibis-124, stibis-125, arsénas-74, baris-
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103, baris-140, berilis-7, bismutas-j206, bismutas-207, kadmis-109, kadmis-
115m, ka_lcis—45, ceris-139, ceris-141, ceris-144, cezis-137, chromas-51,
kobaltas-56, kobaltas-57, kobaltas-58, kobaltas-60, kobaltas-64, erbis-169,
europis-152, gadolinis-153, auksas-195, auksas-199, hafnis-175, hafnis-181,
indis-11, jodas-123, jodas-131, iridis-192, geleZis-55, geleZis-59, kriptonas-85,
vinas-210, manganas-54, gyvsidabris-197, gyvsidabris-203, molibdenas-99,
neodimis-147, neptunis-237, nikelis-63, niobis-95, osmis-185+191, paladis-
103, platina-195m, prazeodimis-143, prometis-147, protaktinis-233, radis-226,
renis-186, rubidis-86, rutenis-103, rutenis-106, skandis-44, skandis-46,
selenas-75, sidabras-110m, sidabras-11, natris-22, stroncis-85, stroncis-89,
stroncis-90, siera-35, tantalas-182, technecis-99m, teltras-125, teldras-132,
talis-170, talis-207, toris-228, toris-232, alavas-113, titanas-44, volframas-185,
vanadis-48, vanadis-49, iterbis-169, itris-88, itris-90, itris-91, cinkas-65 ir

6irkonis-95.

Prostatos véZio imunoterapija
Siame iSradime yra pateikiami jvairGs imunoterapiniai badai prostatos

véziui gydyti, jskaitant antikiny terapija, in vivo vakcinas ir ex vivo
imunoterapines strategijas. Vienoje strategijoje iSradime pateikiami RG1
antikonai, kurie gali bati naudojami sistemiSkai prostatos véZiui gydyti.
PavyzdZiui, nekonjuguoti RG1 antikanai gali buti jvesti pacientui taip, kad
antikGnas susiristy su RG1 arba asocijuotysi su prostatos véZio Iastelemis ir
tarpininkauty véZiniy, lasteliy destrukcijoje pagal mechanizmus, kurie apima
komplementikai tarpininkaujama, citolizg, nuo antikiiny priklausanti Igstelinj
citotoksiskuma, RG1 fiziologinés funkcijos pakeitima ir/arba ligando suriSimo
inhibavima bei signalo perdavimo kelius. RG1 antikinai, konjuguoti su
toksiniais agentais, tokiais kaip ricinas arba radioizotopai, taip pat gali bati
naudojami terapiniam toksinio agento padavimui tiesiogiai | RG1 turinCias
prostatos auglio Iasteles ir tokiu badu jas suardydami.

Prostatos véZio imunoterapijoje naudojant RG1 antikanus galima
vadovautis patarimais, atsirandanciais 8 {vairiy strategijy, kurios buvo
sékmingai naudojamos kity veéZio tipy gydymui, jskaitant, bet neapsiribojant,
gaubtinés Zzarnos véZj (Arlen et al., Crit. Rev. ImmUhoI. 18: 1_33-138, 1998),
daugybine mieloma (Ozaki et al., Blood 90: 3179-3186, 1997; Tsunenari et
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al., Blood 90: 2437-2444, 1997), skrandZio vézj (Kasprzyk et al., Cancer Res.
52: 2771-2776, 1992), B-lasteliy limfoma (Funakoshi et al., Immunother.
Emphasis Tumor Immunol. 19: '93-101, 1996), leukemijg (Zhong et al., Leuk.
Res. 20: 581-589, 1996), gaubtinés ir tiesiosios Zarmos vézj (Moun et 4l.,
Cancer Res. 54:6160-6166, 1994, Velders et al., Cancer Res. 55: 4398-4403,
1995) ir kraties véZz{ (Shepard et al., J. Clin. Immunol. 11: 117-127, 1991).

Siame i$radime taip pat yra pateikiamos vakcinos, sukomponuotos
taip, kad jose baty RG1 polipeptido arba jo fragmenty. Specialistams yra gerai
Zinomas auglio antigeno panaudojimas vakcinoje humoralinio ir Igsteliy
tarpininkaujamo imuniskumo sukélimui, naudojamam priedvézingje terapijoje,
ir jis buvo paﬁéudotas prostatos véZio atveju, naudojant Zmogaus PSMA ir
grauziky imunogenus (Hodge et al., Int. J. Cancer 63: 231-237, 1995; Fong et
al., J. Immunol. 159: 3113-3117, 1997). Tokie budai gali bati nesunkiai
praktikuojami naudojant RG1 polipeptida arba jo fragmentus, arba RG1
koduojancias nukleorag$¢iy molekules ir rekombinantinius vektorius, galin&ius
ekspresuoti ir atitinkamai pateikti RG1 irhunogenq.

Pavyzdziui, RG1 koduojancios nukleoriigities padavimui gali bati
naudojamos virusinio geno padavimo sistemos. |vairios virusinio geno
padaVimo sistemos, kurios gali bati naudojamos praktikoje Siuo iradimo
aspektu, yra, bet jomis neapsiribojama, vakccinia virusai, naminiy paukséiy
raupu:i/irusai, kanareliy raupy virusai, adenovirusai, gripo virusai, poliovirusai,
adeno-asocijuoti virusai, lentivirusai ir sindbus virusai (Restifo, in Curr. Opin.
Immunol. 8: 658-663, 1996). Taip pat gali bati taikomos nevirusinés padavimo
sistemos, jvedimui | pacientg naudojant gryng RG1 polipeptida koduojandia
DNR arba jos fragmenta (pvz. suleidZiant | raumenis) prieveéziniam atsakui
sukelti. Viename [gyvendinimo variante gali bati naudojama pilno ilgio
Zmogaus rg?7 kDNR. Kitame jgyvendinimo variante gali bati naudojami
Zmogaus rg? kDNR fragmentai. Kitame gyvendinimo variante gali bati
naudojami rg1 nukleorigéciy molekulés, koduojantios specifinius T limfocity
(CTL) epitopus. CTL epitopai gali bati nustatyti naudojant tam tikrus
algoritmus (pvz. Epimer, Brown University) peptidams, kurie gali optimaliai
susiristi su specifikuotomis HLA alelémis, RG1 polipeptide identifikuoti.

Taip pat gali bati naudojamos jvairios ex vivo strategijos. Viena
strategija yra dendritiniy Igsteliy panaudojimas RG1 polipeptidui, kaip
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antigenui, pateikti | paciento imuning sistema. Dendritinés lgstelés
ekspresuoja | ir Il klaseés MCL, B7 kostimuliatoriy ir IL-2 ir todél yra labai
specializuotos antigeng pateikian¢ios Igstelés. Prostatos veéZio atveju
autologinés dendritinés Igstelés, paduodamos su prostatai specifiniy
membraniniy antigeny peptidais (PSMA), yra naudojamos | fazés Klinikiniuose
tyrimuose prostatos véziu serganciy pacienty imuninei sistemai stimuliuoti
(Tjoa et al., Prostate 28: 65-69, 1996; Murphy et al., Prostate 29: 371-380,
1996). Dendritinés Igstelés gali bati naudojamos RG1 polipeptidams pateikti |
T lasteles | ir Il klasés MCH kontekste. Viename gyvendinimo variante
autologings dendritinés lastelés yra paduodamos su RG1 polipeptidais,
galin¢iais susiri§ti su MHC molekulémis. Kitame igyvendinimo variante
dendritinés lastelés yra paduodamos su pilnu RGi polipeptidu. Dar kitas
igyvendinimo variantas apima rg1 geno padidintos ekspresijos sukdrimg,
dendritinése  lastelése, naudojant jvairius  specialistams  Zinomus
implementinius vektorius, tokius kaip adenovirusas (Arthur et al., Cancer
Gene Ther. 4: 17-25, 1997), retrovirusas (Henderson et al., Cancer Res. 56:
3763-3770, 1996), lentivirusas, adeno-asocijuotas virusas, DNR transfekcija
(Ribas et al., Cancer Res. 57: 2865-2869, 1997) ir i$ auglio iSvestos RNR
transfekcija (Ashley et al., J. Exp. Med. 186: 1177-1182, 1997).
Anti-idiotipiniai anti-RG1 antikdnai taip pat gali bati naudojami
prieév_eiinéje terapijoje kaip vakcina imuniniam atsakui | RG1 poilpeptidg
generavimas yra gerai Zinomas specialistams ir gali bati nesunkiai pritaikytas
anti-idiotipiniams  anti-RG1 antikinams, kurie imituoja epitopg RG1
polipeptide, generuoti (Zr. pavyzdZiui, Wagner et al., Hybridoma 16: 33-40,
1997; Foon et al., J. Clin. Invest. 96: 334-342, 1995; Herlyn et al., Cancer

Genetinés imunizacijos metodai gali bati naudojami generuot
profilaktiniam arba terapiniam Igsteliniam imuniniam atsakui, nukreiptam prie$
RG1 ekspresuojandias vézines lasteles. Naudojant Cia apraSytas RG1
koduojangias DNR  molekules, konstruktai, turintys savyje RG1
polipeptida/imunogena koduojancia DNR, ir atitinkamas reguliétorines sekas,
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gali bati tiesiogiai suleisti | individo raumenis arba odg, taip, kad raumens arba
odos lIasteles pasiimty konstrukta ir ekspresuoty uZkoduota RGH1
polipeptida/imunogeng.  RG1 'polipeptidas/imunogenas gali  bati
ekspresuojamas kaip Iﬁstelés pavir§iaus polipeptidas arba iSskiriamas
peptidas. RG1 polipeptido/imunogeno ekspresija sukelia profilaktinj arba
terapini humoralini ir Igstelinj imunitetq prie¥ prostatos véZ|. Gali bdti
naudojami jvairds specialistams Zinomi profilaktinés ir terapinés genetings
imunizacijos bOdai (apie apzvalgas Zr. informacijg ir publikuotus literattros

Saltinius interneto adresu www.genweb.com.

Antiprasminiai oligonukleotidai, antiprasminiai vektoriai ir ribozimai

Antiprasminiai  polinukleotidai, komplementarGs rg7, gali bati
pagaminami sintetiniu badu. Tokie oligonukleotidai gali bati paduodami
l'a;steles be lipidy arba su lipidais, kurie gali padéti antiprasminiams
oligonukleotidams patekti j lasteles.

Kitu atveju, taip pat gali bati naudojami i§ retrovirusy, adenovirusy,
herpeso arba vaccinia virusy arba i§ jvairiy bakteriniy plazmidziy i$vesti
vektoriai rekombinantiniy vektoriy, kurie ekspresuos antiprasmini rg7,
konstravimui ir padavimui. Zr. pavyzdZiui, Sambrook et al (supra) ir Ausubal et
al. (supra) aprasytas metodikas.

:-Polinukleotidai, turintys pilno ilgio KDNR sekg ir/arba jos reguliacinius
elementus, duoda galimybe tyrinétojams naudoti rg7 polinukleotidus kaip
tyrimo priemong prasminéms grandinéms (Youssoufian and Lodish, Mol. Cell.
Biol. 13: 98-104, 1993) arba antiprasminéms grandinéms (Eguchi et al., Annu.
Rev. Biochem. 60: 631-652, 1991) ir geny funkcijai reguliuoti. Tokia
technologija dabar yra gerai Zinoma ir prasminiai arba antiprasminiai
oligomerai arba didesni fragmentai gali bati suprojektuojami i$ jvairiy padéciy
koduojanciose arba kontrolinése srityse.

RG1 koduojantys genai gali bati iSjungti transfekuojant Iastele arba
audinj ekspresijos vektoriais, kurie ekspresuoja didelius kiekius norimo rg1
polinukleotido fragmento. Tokie konstruktai gali uZtvindyti Igsteles
netransliuojamomis prasminémis arba antiprasminémis sekomis. Netgi nesant
integracijos | DNR, tokie vektoriai gali testi RNR molékuliqtranskripcija_ tol, kol
endogeninés nukleazés padarys netinkamas visas kopijaé. Pereinamoji
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ekspresija gali tgstis ménesj arba daugiau su nereplikuojan¢iu vektoriumi ir
netgi ilgiau, jeigu atitinkami replikacijos elementai yra vektoriaus sistemos
dalis. "

Kaip auk$&iau minéta, geny ekspresija gali bati modifikuojama jvedant
antiprasmines molekules, DNR arba RNR, | rg? kontrolines sritis, ty
* promotorius, stiprintojus ir intronus. Tinkamiausi yra i$ transkripcijos iniciacijos
vietos iSvesti oligonukleotidai, pvz. tarp —10 ir +10 lyderinés sekos sriCiy.
Antiprasminés molekulés taip pat gali bati sukurtos mRNR transliacijai
blokuoti, neleidZiant susidaryti transkripto rysiui su ribosmomis. Panasiu badu
inhibavimas gali bati gaunamas naudojant ‘“trigubos spiralés” baziy
susiporavimo metodologijg. Trispiralinis susiporavimas stato | pavojy dvigubos
spiralés sugebéjimg pakankamai atsiverti, kad galéty susijungti su
polimerazémis, transkripcijos faktoriais arba reguliacinémis molekulémis.
Nesenus terapinius pasiekimus, naudojant trigubas DNR, apZvelge Gee, J.E.
et al. (in Huber and Car, Molecular and Immunologic Approaches, Futura
Publishing Co., Mt, Kisco, N.Y., 1994).

Ribozimai yra fermentinés RNR molekulés, galinCios katalizuoti
specifini RNR skaldymg (JAV patentas Nr.4,987,071; WO 93/23057).
Ribozimy veikimo mechanizmas apima sekai specifing ribozimo molekulés
hibridizacijg su komplementaria tiksline RNR, po to endonukleolitinj skaldyma.
Sis isradimas apima sukarima plaktuko galvos tipo ribozimo molekuliy, kurios
gali specifikai ir efektyviai katalizuoti RG1 koduojanCios RNR atskelima,
Specifinés ribozimo skaldymo vietos bet kokio potencialaus RNR taikinio
viduje yra i§ pradziy identifikuojamos, skanuojant tiksling molekulg ribozimo
skadomoms vietoms surasti, kurioje yra tokios sekos, GUA, GUU ir GUC.
Identifikavus, trumpos RNR sekos tarp 15 ir 20 ribonukleotidy, atitinkancios
skaldymo vietas turingias tikslinio geno sritis, gali bati jvertintos pagal antrines
struktarines  ypatybes, kurios padaro oligonukleotidg neoperabiliu.
Kandidatiniy taikiniy tinkamumas taip pat gali bati jvertintas nustatant
sugebéjima,_hibridizuotis su komplementariais oligonukleotidais, naudojant
ribonukleazés apsaugos testus (Irie et al., Advance. Pharmacol. 40: 207-257,
1997).

Sio isradimo antiprasminés molekulés ir ribozimai gali btjti pagaminami

bet kokiais specialistams Zinomais RNR molekuliy sintezés budais. Tokiais
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badais yra oligotidy cheminé sinteze, tokia kaip kietafazé fosforamiditine
cheminé sinteze. Kitu atveju, RNR molekulés gali bati generuojamos in vitro ir
in vivo transkripcijos badu arba panaudojant RG1 koduojan&ias DNR sekas.
Tokios DNR sekos gali bati fterpiamos | jvairiausius vektorius su tinkamais
RNR polimerazés promotoriais, tokiais kaip T7 arba SP6. Kitu atveju,
antiprasminiai kDNR konstruktai, kurie sintezuoja RNR konstitutyviai arba
induktyviai, gali bati jvedami | Igsteliy linijas, Iasteles arba audinius.

RNR molekulés gali bati modifikuojamos intralgsteliniam stabilumui ir
gyvavimo puslaikiui padidinti. Galimos modifikacijos yra, bet jomis
neapsiribojama, $oniniy seky pridéjimas molekulés 5' ir 3' galuose arba
foosforotioatinio arba 2' O-metilo, o ne fosfodiesterazes, ry$iy panaudojimas
molekulés karkase. Padidintas stabilumas taip pat gali bati pasiekiamas
jvedant netransliacines bazes, tokias kaip inozinas ir kveozinas, o taip pat
ébetil-, metil-, tio- ir pana8iai modifikuotas adenino, citidino, guanino, timino ir
uridino formas, kuriy lengvai neatpaZista endogeninés endonukleazés.

Antiprasminiy vektoriy jvedimo | Iasteles arba audinius metodai apima
auksciau aptartus metodus ir jie yra vienodai tinkami in vivo, in vitro ir ex vivo
terapijoje. Ex vivo tei‘apijoje antiprasminiai vektoriai yra jvedami | i§ paciento
paimtas Igsteles ir klony badu pagausintas autologiniam transplantavimui vél
tam paciam pacientui, kaip pateikta JAV patentuose Nr. Nr. 5,399,493 ir
5,437,994, ¢ia duotuose kaip literatdros 3altiniai. [vedimas transfekcijos badu
arba liposomy arba Kkity lipidiniy ir nelipidiniy agenty pagrindu yra gerai
Zinomas specialistams.

Agenty, susiriSan€iy su RG1, identifikavimo testai

Sis isradimas taip pat yra susijes su testais ir badais, kurie gali bati
naudojami agentams, kuri rifasi su RG1, identifikuoti. Konkregiau, agentai,
kurie riSasi su RG1, gali bati identifikuojami pagal RG1 ligando arba kito
agento, arba sudedamosios dalies geba susijungti su RG1 irfarba RG1
aktyvumo inhibavimo/stimuliavimo geba.

Kitu atveju, agentai, kurie riSasi su RG1 polipeptidu, gali bati
identifikuojami naudojant mieliy dvihibriding sistema arba rysio sulaikymo
testa. Mieliy dvihibridinéje sistemoje | mieliy lqste‘IQ yra ‘[vgdamas ir joje
ekspresuojamas ekspresijos vienetas, koduojantis vieng subviénetq, sudarytg
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i$ dviejy transkripcijos faktoriaus subvienety ir RG1 polipeptido. Lastelé yra
toliau mqgiiﬁkuojama. kad joje baty (1) ekspresijos vienetas, koduojantis
detektuojamg Zyme, kurios ekspresijai reikia dviejy transkripcijos faktoriy
ekspresijai, ir (2) ekspresijos vienetas, koduojantis sulietg baltyma, sudaryta, i§
antro transkripcijos faktoriaus subvieneto ir klonuoto DNR segmento. Jeigu
klonuotas DNR segmetas koduoja baltyma, kuris riSasi su RG1 polipeptidu,
ekspresijoje stebima saveika tarp RG1 ir koduojamo baltymo. Tai glaudziai
suartina abu transkripcijos faktorius ir atstatomas transkripcijos faktorius. Tai
duoda detektuojamos Zymés ekspresija. Mieliy dvihibridiné sistema yra
ypatingai naudinga kDNR koduojan¢iy segmenty RG1 partneriams suristi su
Iastelémis bibliotekos atrinkimui.

RG1 polipeptidai, kuri gali bati naudojami auk3Ciau apraSytuose
testuose apima, bet neapsiriboja, i§skirta RG1 polipeptida, RG1 polipeptido
fragmentq, lastele, kuri buvo pakeista taip, kad ekspresuoty RG1 pohpeptndq,
arba lastelés dalj, kuri buvo pakeista taip, kad ekspresuoty RG1 polipeptida.
Be to, RG1 polipeptidas gali bati pilnas polipeptidas arba tam tikras RG1
polipeptido fragmentas. Specialistai turéty suprasti, kad jeigu RGH1
polipeptidas gali bati naudojamas kokiam nors susiri§imo su agentu testui,
pvz. pagal molekulinés masés arba aktyvumo pokytj, gali bati naudojamas ir
toks testas.

‘Badas, naudojamas nustatyti, ar agentas/lgstelés komponentas ridasi
su RG1 polipeptidu, bus paremtas pirmiausia naudojamo RG1 polipeptido
prigimtimi. PavyzdZiui, sulétinimo gelyje testas gali bati naudojamas nustatyti,
ar agentas riSasi su RG1, ar su jo fragmentu. Kitu atveju, imunodetekcijos ir
bio&ipy technologijos gali bati pritaikytos naudoti su RG1 polipeptidu. |gudes
specialistas gali nesunkiai naudoti jvairias Zzinomas metodikas nustatant, ar
tam tikras agentas riSasi su RG1 polipeptidu.

Be to, gali bati nustatoma agenty ir Iasteliy komponenty sugebéjimas
moduliuoti RG1 polipeptido aktyvuma, naudojant nelgsteling testavimo
sistema arba Iasteling testavimo sistema. Kadangi RG1 polipeptido
aktyvumas pasidaré labiau apibréZtas, gali bti naudojami funkciniiai testai,
paremti identifikuotu aktyvumu.

Cia laikoma, kad agentas antagonizuoja RG1 aktyvumg tada, kai
agentas sumazina RG1 aktyvuma. Tinkamiausias antagonistas selektyviai
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antagonizuos RG1, neveikdamas kity Igsteliniy baltymy. Be to, tinkamiausias
antagonistas turéty sumazinti RG1 aktyvumg daugiau nei 50 %, geriau
daugiau nei 90 %, o visy geiausia, jeigu jii§ vis eliminuoty.

Auk3giau apraSytame bade i§bandomi agentai gali bati atsitiktinai
parinkti arba racionaliai parinkti, arba suprojektuoti. Cia yra laikoma, kad
agentas yra atsitiktinai parinktas, jeigu $is agentas yra parinktas atsitiktinai,
nenagrinéjant specifiniy RG1 polipeptido seky. Atsitiktinai parinkty agenty
pavyzdys yra cheminés bibliotekos arba peptidy kombinatorines bibliotekos
panaudojimas, arba organizmo auginimo terpés arba augalo ekstrakto
panaudojimas.

Cia yra laikoma, kad agentas buvo racionaliai parinktas arba
suprojektuotas, jeigu agentas yra parinktas neatsitiktiniu pagrindu “ir yra
nagnnéjamos tiksliniy viety sekos ir/arba jo konformacija sarysyje su agento
veikimu. Agentai gali bati racionaliai parinkti arba racionaliai supro;ektuotl
naudojant peptidy sekas, kurios sudaro RG1 polipeptida. PavyzdZiui,
racionaliai parinktas peptidinis agentas gali bati peptidas, kurio aminorigdgiy
seka yra identiska RG1 polipeptido fragmentui.

Sio isradimo baduose testuojami agentai gali bati, pavyzdziui, peptidai,
antikGnai, oligonukleotidai, maZos molekulés ir vitaminy dariniai, o taip pat
angliavandeniai. Specialistas nesunkiai supras, kad Siame atrinkimo bade
naudojamiems agentams néra struktariniy ir prigimties apribojimy. Viena &io
iSradimo agenty klasé yra peptidiniai agentai, kuriy, aminoragstiy sekos yra
pasirinktos remiantis RG1 polipeptido aminortigséiy seka.

Peptidiniai agentai gali bati pagaminti naudojant standartinius
kietafazes (arba tirpalo fazés) peptidy sintezés metodus, kurie yra Zinomi. Be
to, Siuos peptidus koduojanti DNR gali bati sintezuota naudojant prekybine
oligonukleotidy sintezés jrangg ir gaunama rekombinantiniu metodu,
naudojant standartines rekombinantinio produkavimo sistemas. Kietafaze
peptidy sintezg batina naudoti tada, kai reikia jvesti geno nekoduojamas
aminoragstis.

Kita Sio iSradimo agenty klaseé yra antikonai, kurie imunoreaguoja su
kritineémis RG1 polipeptido padétimis. Kaip aprasyta auksgiau, antikanai yra
gaunami imunizuojant tinkamus Zinduolius peptidais, kaip antigenines sritis
turinCiais tokias RG1 polipeptido dalis, kurios yra numatomos bati antikino
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taikiniais. Tokie agentai gali bati naudojami konkurencinio suri§imo tyrimams,
norint identifikuoti antros kartos inhibicinius agentus, o taip pat ir RG1
aktyvumu'i‘ blokuoti.

Sio isradimo baduose tiriami Igsteliy ekstraktai gali bati, pavyzdZiui,
lasteliy arba audiniy vandeniniai ekstraktai, organiniai lgsteliy arba audihiq
ekstraktai arba dalinai iSgrynintos lasteliy frakcijos. Specialistas supras, kad
naudojamame $io iSradimo atrinkimo bade Igsteliniy ekstrakty 3altiniams néra
jokiy apribojimy.

Agentai, kurie ri8asi su RG1 polipeptidu, tokie kaip RG1 antikinas, gali
bati naudojami RG1 aktyvumui moduliuoti, nukreipiant prieSvéZinius agentus {
atitinkamas Zinduolio Iasteles, arba agentams, kurie blokuoja saveikg su RG1,
identifikuoti. RG1 ekspresuojancios lastelés gali bati naudojamos tokiy agenty
taikiniu arba jos gali bati identifikuojamos, naudojant agenta, kuris riSasi su
RG1. ’

Kaip RG1 riantys agentai bus naudojami priklauso nuo RG1 ri§ancio
agento prigimties. PavyzdZiui, RG1 riSantis agentas gali bati naudojamas:
konjuguotiems toksinams, tokiems kaip difterito toksinas, choleros toksinas,
ricinas arba pseudomonas egzotoksinas, pateikti | RG1 ekspresuojancig
lastele; RG1 aktyvumui moduliuoti; tiesioginiam RG1 ekspresuojancios
lastelés sunaikinimui; arba konkurencidkai susiriSantiems agentams atrinkti.
PavyzdZiui, RG1 inhibicinis agentas gali bati naudojamas tiesioginiam RG1
ekspresuojandiy lasteliy augimo inhibavimui, o RG1 riSantis agentas gali bati
naudojamas kaip diagnostinis agentas.

Farmacinés kompozicijos ir vartojimas
Sis iSradimas taip pat yra susijes su farmacinémis kompozicijomis, {
kurias gali jeiti rg7 polinukleotidai, RG1 polipeptidai, antikanai, agonistai,

antagonistai arba inhibitoriai, vieni arba derinyje su bent vienu kitu agentu,
tokiu kaip stabilizuojantis junginys, kurios gali bati vartojamos bet kokiame
steriliame, biosuderinamame farmaciniame neSiklyje, iskaitant, bet
neapsiribojant, fiziologinj tirpala, buferintg fiziologinj tirpalg, dekstroze ir
vandenij. Bet kuri i§ $iy molekuliy gali bati skiiama pacientui viena arba
derinyje su kitais agentais, vaistais arba hlbrmonais.‘ farmacinése
kompozicijose, kuriose ji yra sumai$yta su pagalbinémis medziagomis arba
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farmaciskai priimtinais nesikliais. Viename $io i§radimo jgyvendinimo variante
~ farmaciskai priimtinas neSiklis yra farmaciskai inertigkas.

Sis igradimas taip pat yra'susijgs su farmaciniy kompozicijy vartojimu.

Jy vartojimas yra peroralinis arba parenterinis. Parenterinio jvedimo budai
apima vietinj, intraarterin| (tiesiog | auglj), intraraumeninj poodini,
intrameduliarinj, | nugaros smegeny dangalo vidy, intraventrikulinj, intraveninj,
intraperitoninj arba intranazalinj vartojima. Apart veikliujy ingredienty, Siose
farmacinése kompozicijose gali bati tinkamy farmaciskai priimtiny nesikliy,
apimanéiy papildomas ir pagalbines medziagas, kurios palengvina veikliyjy
medzZiagy pavertimg preparatais, kurie gali bati naudojami farmacijoje priimtu
budu. Kitos detales apie sukomponavimo ir vartojimo metodikas gali bati
rastos paskiausiame Remington’s Pharmaceutical Sciences (Ed. Maack
Publishing Co., Easton, Pa) leidinyje.
) Farmacines kompozicijos peroraliniam vartojimui gali bati paruogiamos,
naudojant specialistams gerai Zinomus farmaciskai priimtinus nesiklius,
peroraliniam vartojimui tinkamomis dozémis. Tokie neSikliai duoda galimybe
farmacing kompozicijg paversti vaisto forma, tokia kaip tabletés, piliulés,
Zirneliai, kapsules, skysciai, geliai, sirupai, suspensijos ir panasios, kurias
pacientas turi nuryti.

Farmaciniai preparatai peroraliniam vartojimui gali bati gauti sumaigant
venkhuosuus junginius su kietomis pagalbinémis medziagomis, esant reikalui,
malant gauta miSinj ir paver¢iant gauta granuliy misinj, pridéjus tinkamy,
papildomy medziagy, jeigu pageidautina, | tabletes arba Zirneliy Serdis.
Tinkamomis pagalbinémis medZiagomis yra angliavandeniy arba baltymy tipo
uzpildai, tokie kaip cukrai, jskaitant laktoze, sacharoze, manitolj arba sorbitolj;
krakmolas i$ kukuroizy, kvieiu, ryZiy, bulviy arba kity augaly; celiulioze, tokia
kaip metilceliulioze, hidroksipropilmetilceliulioze arba natrio
karboksimetilceliulioze; ir dervos, iskaitant gumiarabikg ir tragakanta; bei
baltymai, tokie kaip Zelatina ir kolagenas. Jeigu pageidaujama, gali bati
pridedama dezintegranty arba soliubilizuojanciy agenty, tokiy kaip susiatas
polivinilpirolidonas, agaras, algino rigstis arba jos druskos, kaip antai natrio
alginatas. )

Zimeliy Serdys yra pateikiamos tinkamai padengtos, pavyzdZiui,
koncentruotais cukry, tirpalais, kuriuose gali bati gumiarabiko, talko,
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polivinilpirolidono, karbopolgelio, polietilenglikolio ir/arba titano dioksido, laky
tirpaly ir tinkamy organiniy tirpikliy arba tirpikliy miSiniy. | tabletes arba
Fireliy dangas gali bati pridéta daZy arba pigmenty produkto identifikacijai
arba veikliojo junginio, t.y. dozés kiekiui apibadinti.

Peroraliniu badu vartojami farmaciniai preparatai gali bati i3 Zelatinos
padarytos sustumiamos kapsulés, taip pat minkStos uzlydytos kapsulés,
padarytos i§ Zelatinos ir padengtos gliceroliu arba sorbitoliu. Sustumiamose
kapsulése gali bati veiklieji ingredientai sumaisyti su uzpildais arba riSikliais,
tokiais kaip laktozé arba krakmolas, tepalais, tokiais kaip talkas arba magnio
stearatas, ir esant reikalui, stabilizatoriais. MinkStose kapsulése veiklieji
junginiai gali bati itirpinti arba suspenduoti tinkamuose skysciuose, tokiuose
kaip riebaliniai aliejai, skystas parafinas arba skystas.' polietilenglikolis su arba
be stabilizatoriy.

Farmacinés kompozicijos parenteriniam vartojimui apima veikliujy,
junginiy vandeninius tirpalus. Injekcijoms Sio iSradimo farmacinés
kompozicijios gali bati paruoSiamos vandeniniuose tirpaluose, geriausia
fiziologiniuose suderinamuose buferiuose, tokiuose kaip Hank'o tirpalas,
Ringer'io tirpalas arba fiziologinis buferintas tirpalas. Vandeninése injekcijy
suspensijose gali bati medziagy, kurios didina suspensijos klampuma, tokiy
kaip natrio karboksimetilceliulioze, sorbitolis arba dekstranas. Be to, veikliyjy
junginiy suspensijos gali bati pagaminamos kaip tinkamos suspensijos
aliejuose. Tinkamais lipofiliniais tirpikliais arba skiedikliais yra riebaliniai
aliejai, tokie kaip sezamo aliejus, arba sintetiniy riebaly ragsciy esteriai, tokie
kaip etiloleatas arba trigliceridéi, arba liposomos. Esant reikalui, suspensijose
gali bati tinkamy stabilizatoriy arba agenty, kurie didina junginiy tirpuma, kad
baty galima paruosti labai koncentrauotus tirpalus.

Vietiniam arba nazaliniam vartojimui kompozicijose yra naudojami
skvarbikliai, turintys tinkama prasiskverbimo barjera, Tokie skvarbikliai

paprastai yra Zinomi specialistams.

Rinkiniai

&is isradimas taip pat yra susijgs su farmaciniais paketais ir rinkiniais,
turindiais viena arba daugiau talpy, uzpildyty vienu arba daugiau auksdiau
minéty $io isradimo kompozicijy ingredienty. Kartu su tokiomis talpomis gali
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bati radtelis su valstybinés agentaros, reguliuojancios vaisty arba biologiniy
produkty gamyba, panaudojimg ir prekyba, nurodymais, kuriame atsispindi
agentdros pritarimas $io pfbdukfo gamybai, panaudojimui ir prekybai dél jo
vartojimo Zmonéms. :

Gamyba ir laikymas

Sio i§radimo farmacines kompozicijos gali bt gaminamos
specialistams Zinomu badu, t.y. panaudojant jprastus, sumaisymo, iStirpinimo,
granuliavimo, Zirneliy gaminimo, sutry.nimo i miltelius, emulgavimo,
ikapsuliavimo, jterpimo arba liofilizavimo procesus.

Farmacinés kompozicijos gali bati pateikiamos druskos pavidalu ir gali
bati sudarytos su daugeliu ragséiy, jskaitant, bet neapsiribojant, hidrochlorido,
sulfato, acto, pieno, vyno, obuoliy, gintaro ragstis ir t.t. Druskos yra labiau
linkg tirpti vandeniniuose arba kituose protoniniuose tirpikliuose, nei
atitinkamos laisvos bazés formos. Kitais atvejais tinkamiausias preparatas gali
bati liofilizuoti milteliai 1 mM-50 mM histidino, 0,1 % -2 % sacharozés, 2 % -
7% manitolio tirpale, kurio pH 4,5-5,5, kurie prie$ vartojimg sumaiSomi su
buferiu.

Po to, kai pagaminama 8&io i$radimo junginio turinti farmaciné
kompozicija priimtiname nesiklyje, ji gali bati sudedama | atitinkamg talpg ir
uzdedama etiketé su nuoroda, kokiai baklei gydyti ji yra skirta. RG1 vartojimo
atveju tokioje nuorodoje turi bati kiekis, daznis ir vartojimo badas.

TerapiSkai efektyvi dozé
Farmacinés kompozicijos, tinkamos naudoti Siame iSradime, apima

kompozicijas, kuriose veikliyjy ingredienty  kiekis sudaro efektyvy kiek
numatomam tikslui pasiekti, t.y. konkregiai ligos baklei, kuriai yra bidinga
RG1 ekspresija, gydyti. Efektyvios dozés nustatymas yra gerai Zinomas
specialistams.

Bet kokiam junginiui efektyvi dozé gali bti jvertinta i3 pradziy arba i$
lasteliy kultary testy, pvz., neoplaziniy Iasteliy, arba gyvany modeliuose,
naudojant peles, triusius, Sunis arba kiaules. Gyviny modelis taip pat yra
naudojamas kai reikia pasiekti pageidaujama koncentracijy - intervalg ir
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nustatyti vartojimo bada. Tokia informacija tada gali bati naudinga nustatant
tinkamas dozes ir vartojimo badg Zmonems.

Terépiékai efektyvi dozé reiSkia tokj baltymo arba jo antikdny,
antagonisty arba inhibitoriy kiekj, kuris pagerina simptomus arba bukle. Tokiy
junginiy terapinis efektyvumas ir toksiSkumas gali bati nustaytas pagél
standartines farmacines metodikas bandymuose su lasteliy kultdromis arba
eksperimentiniais gyvanais, pvz. EDso (terapiskai efektyvi dozé 50 %
populiacijos) ir LDso (letaliné dozé 50 % populiacijos). Terapiniy ir toksiniy
efekty doziy santykis yra terapinis indeksas ir gali bati iSreiSkiamas kaip
EDso/LDso santykis. Tinkamiausios yra farmacinés kompozicijos, kurios turi
didelius terapinius indeksus. Duomenys, gauti i$ Iasteliy kultary, bandymy ir
gyvany tyrimy, yra naudojami nustatant doziy intervalg naudoti Zmonéms.
Geriausia, kai tokiy junginiy dozés yra cirkuliuojancios koncentracijos, kuri
abima EDs,, ribose ir néra arba yra labai mazas toksiSkumas. Dozés keisis
g&iame intervale priklausomai nuo naudojamos dozuotos formos, paciento
jautrumo ir vartojimo bado.

Tiksliq doze parenka konkretus gydytojas atsizvelgdamas | gydoma
pacienté. Dozés ir Vartojimas yra parenkami taip. kad baty pateikiami
pakankami kiekiai veikliosios liekanos arba palaikomas norimas poveikis.
Papildomi faktoriai, kurie gali bati priimami démesin, yra ligos bikles
sunkumas, pvz. auglio dydis ir padeétis, amzius, svoris ir paciento Iytis,
maistas, laikas ir vartojimo daznumas, vaisty derinys, jautrumo reakcijos ir
pernesimas/atsakas | gydyma. ligai veikiangios farmacinés kompozicijos gali
bati skiiamos kas 3-4 dienos, kas savaite arba karta | dvi savaites,
priklausomai nuo konkregios kompozicijos gyvavimo puslaikio ir pasalinimo
greicio.

Normalios dozeés gali kisti nuo 0,1 iki 100000 mikrogramy, iki mazdaug
1 g bendros dozés, priklausomai nuo vartojimo bado. Nuorodos apie
konkredias dozes ir jvedimo badus yra pateiktos literataroje. Zr. JAV patentus
Nr. Nr. 4,657,760; 5,206,344 arba 5,225,212. Specialistai naudos skirtingas
kompozicijas nukleotidams lyginant su baltymais arba jy inhibitoriais. Panasiu
badu, polinukleotidy arba polipeptidy jvedimas priklausys nuo konkreCiy
lasteliy, bakliy, padeéciy ir t.. "



56 LT 5046 B

Sis iSradimas yra toliau apraomas sekangiais pavyzdziais. PavyzdZiai
yra pateikiami vien tik iSradimui pailiustruoti remiantis konkregiais
jgyvendinimo variantais. Sie pavyzdziai, nors ir iliustruoja tam tikrus
specifinius iSradimo aspektus, nevaizduoja apradyto iSradimo apribojimy ir
neapibrézia jo apimties.

Visi pavyzdZiai buvo jgyvendinti naudojant standartines metodikas,
kurios yra gerai Zinomos ir jprastos specialistams, i§skyrus atvejus, kai jos
apradytos smulkiai. Siy pavyzdZiy jprastos molekulinés biologijos metodikos
gali badti atliekamos kaip apradyta standartiniuose laboratoriniuose
vadovéliuose, tokiuose kaip Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2™ Ed:; Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor,
N.Y., 1989. |

1 pavyzdys: Zmogaus rg1 polinukleotido identifikavimas

Rg1 buvo identifikuotas kaip prostatoje ekspresuotas genas rausiantis
Incyte LifeSeq duomeny, bazéje. Nukleotidy seka buvo identifikuota pagal
anotacing paieskg duomeny bazéje, naudojant Incyte duotg pavadinimg
“baltymy funkcija” paie$kos duomeny bazéje tikslais. Si nukleotido seka buvo
rasta Igsteliy adhezijos molekuliy kategorijoje anotacijas turin¢ioje duomeny
bazéje ir buvo apradyta kaip f-spondino homologas. Rg7 polinukleotido sekos
pasiskirstymo duomeny bazés biblioteky rinkinyje elektroniné Northern'o
analizé parodé, kad rg7 yra..ekspresuojamas dideliais kiekiais prostatos
bibliotekose ir maZesniais kiekiais eiléje kity audiniy biblioteky, iskaitant
bibliotekas i§ normaliy ir i$ auglio audiniy.

Surinkus duomeny bazés rg? klony rinkinj | gretimas polinukloetido
sekas ir suredagavus gretimas sekas, buvo identifikuota pilno ilgio koduojanti
seka numatytame surinktame polinukleotide. Si seka koduoja baltyma,
homologiskq f-spondinui ir Mindinui-2. '

Eksperimentiniam darbui buvo gauti Incyte klonai 1640796, 1712252 ir
1880265 i8 Incyte, o 3360733 klonas buvo identifikuotas kaip turintis
daugiausia 5'-nukleotidy sekos. Sis klonas buvo pilngi sekvenuotas ir turéjo
pilng kodavimo seka numatytam RG1 baltymui. Si seka yra parodyta fig.1
(SEQ ID NO: 1).
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2 pavyzdys: RG1 mRNR ekspresija

Rg1 mRNR ekspresija daugelyje méginiy i§ normaliy ir auglio audiniy
ir Iasteliy linijose buvo nustatoma pusiau kiekybine PCR, naudojant Tagman'o
testg (Perkin-Elmer). Prostatos normaliy audiniy, gerybinio ir piktybinio auglio
audiniy méginiai, kurie buvo surti$iuoti pagal modifikuotg Gleason rasiavimo
sistemg, buvo gauti i§ Stanford University School of Medicine urologijos
skyriaus. RNR buvo i§skirta pagal standartines metodikas. RNR i§ kity auglio
ir normaliy audiniy buvo gauta i§ prekybiniy $altiniy, jskaitant Clonetech ir
Biochain. Prostatos auglio Igsteliy linijos (PC-3, LNCap ir DU145) buvo gautos
i5 Amerikos tipiniy kulttry kolekcijos ir padaugintos kulttroje standartiniais
metodais, naudojant serumo turinCig terpg. IS Siy Iasteliy linijy iSvesti
ksénograftiniai augliai buvo gauti plikosiose pelése ir iSimti i§ peliy praéjué
mazdaug 4-6 savaitétms po implantavimo. RNR buvo iSskirta i§ augliy
panaudojant standartines metodikas.

Tagman paremta PCR analizé buvo atliekama naudojant pradmenis:
CGC GCA TAG CTC CGA CTA C (SEQ ID NO: 3) IR GCC GCG TCC GCA
AAG (SEQ ID NO: 4) ir Tagman zondg: 6-FAM-AGG AAG AAC CAG TAC
GTC AGT AAC GGG CTG-Tamra (SEQ ID NO: 5).

Sie pradmenys ir zondas buvo suprojektuoti naudojant Perkin Elmer's
primer Express programg ir susintezuoti Sinthetic Genetics. PCR reakcijos
buvo vykdomos 30-40 cikly ir kiekybiSkai jvertintos naudojant prostatos RNR
standartinei kreivei gauti santykiniam palyginimui. Si analizé parodé, kad rg1
mRNR buvo aptikta didesniais kiekiais prostatoje ir daug mazesniais kiekiais

keliuose kituose audiniuose (Zr. fig. 5).
3 pavyzdys: RG1 klonavimas ir ekspresija BHK Iastelése

RG1 koduojanti sritis buvo gauta i Incyte plazmidés 3360733.
Koduojanti sritis buvo pagausinta su pradmenimis SST115 (5-
TCCCTCTAGAGCCACCATGGAAAACCCCAGCCCGGC-3') (SEQ ID NO: 6)
ir SST113 (5'-AAGGCATCACGTGTTAGACGCAGTTATCAGGGACG-3)

(SEQ ID NO: 7) standartinéje PCR reakcijoje (100 pl) naudojant 1 x Pfu Turbo
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polimerazinj buferi (Stratagene, La Jolla, CA)200pM dNTPS/0,2uM
oligonukleotido pradmens/2,5 U Pfu Turbo polimerazés (Stratagene). PCR
gausinimo salygos buvo tokios: 3 min. 95 °C temperatiroje, (15 sekundziy 95
°C temperataroje, 30 sekundziy 60 °C temperatiroje, 2 minutés 72 °C
temperattroje)x35, 72 °C temperataroje 7 minutés. Gautas PCR pagausintas
produktas buvo gryninamas naudojant QlAquick PCR kolon¢le (Qiagen,
Valencia, CA) ir skaldomas su Xbal ir Pmll restrikcijos fermentais, gaunant
1010 bp fragmenta, kuris buvo i8skirtas 1 % agarozés gelyje, naudojant BIO
101 GeneClean Kit (Vista, CA). I8grynintas fragmentas buvo prijungtas
(naudojant Epicientre Fast Link Kit, Epicenter, Madison, WI) prie necitopatinio
Sindbis ekspresijos vektoriaus pSINrep21 (Agapov et al., 1998, PNAS 95:
12989-12994), skaldytas Xbal ir Pmll ir transformuotas | DH5 alfa imligsias
lasteles (Life Technologies, Gaithersburg, CA) ir jos atrinktos ant ampicilino
td}inéiq (100 ug/ml) LB agaro ploksteliy. Viena tokia atspari ampicilinii
kolonija buvo auginta LB terpéje su ampicilinu ir panaUdojus seky analize
buvo parodyta, kad joje yra jterpta RG1 koduojanti seka. Si plazmidé buvo
pavadinta pPEG6.

Du mikrogramai pPEG6 buvo naudoti 1-3 x 10° jaugio Ziurkéno inksty
Iasteléms (BHK) transfekuoti, naudojant Lipofectamine Plus reagenty (Life
Technologies, Gaithersburg, MD) pagal gamintojo nurodymus. Po
transfekavimo Igsteles buvo inkubuojamos DMEM su fetalinio kraujo serumu
24-48 valandas; per §j laikg Igstelés suskilo 1 | 10 ir buvo pradétas plazmide
turinCiy lgsteliy atrinkimas pridedant puromicino (galutiné koncentracija
2,5ug/ml) ir DMEM turindio serumo. Kai Igstelés pasidaré susiliejancios
(praéjus 4-5 dienoms po puromicino pridéjimo), lastelés buvo plaunamos
PBS, skaldomos 1 | 10 ir pridedama DMEM terpés su serumu ir 5 ug/ml
puromicino. Pragjus dar 2-3 dienoms, terpé pakeitiama DMEM ir 5 ug/mi
puromicino be serumo, auginama 2-3 dienas ir RG1 baltymo buvimas terpéje
nustomas Western’o analize, naudojant RG1 antiknus. Buvo aptikta 1 ug/ml
RG1 baltymo.
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4 pavyzdys: Antikliny generavimas

Buvo sukeltas triusiy polikloninis antiserumas prie§ 5 sintetines
polipeptido sekas, iSvestas i§ RG1 baltymo sekos. Sios sekos buvo parinktos
deél ju numatytos padéties baltymo pavirSiuje, kad baty generuojamas
atiserumas, kuris turéty atpaZinti pavirSiaus epitopus. Sintezei palengvinti
cisteino liekanos buvo pakeistos aminosviesto rOgstimi (Abu). Toliau
" duodamos $iy 5 peptidy konkregios aminorigsciy sekos, padetys RG1
baltyme ir ju Zymejimas. '

Zyméjimas  Padétis Aminoriig$éiy seka
C 28-46 PLGGESICSAGAPAKYSIT (SEQ ID NO: 8)
2C 46-64 TFTGKWSQTAFPKQYPLFR (SQQ ID NO:9)
3C 77-91 HSSDYSMWRKNQYVS (SEQ ID NO: 10)
- 4C 188-210 DAGTDSGFTFSSPNFATIPQDTV (SEQ ID NO:11)
5C 263-274 NEIVDSASVPET (SEQ ID NO: 12) '

Naudojimui im(mogenu peptidai buvo kovalentidkai prijungti prie
sraigés limfos hemocianino (KLH) per papildoma karboksi-galo cisteina.
Panasiu badu buvo pagamintas jau&io serumo albumino (BSA) konjugatas
antiserumo titrams analizuoti ELISA metodu.

Kiekvienu peptidu buvo imunizuoti du gyvinai. Pradiné imunizacija
buvo vykdoma Freund'o pilname adjuvante (0,5 mg/gyvanui), po to kas tris
savaitéé dozé buvo didinama po 0,25 mg/gyvanui Freund'o nepilname
adjuvante, suleidZiant j raumenis. Imami periodiniai kraujo méginiai ir antikainy,
titrai pried specifin{ BSA-peptido konjugata matuojami ELISA metodu ir
lyginami su serumu prie$ imunizacija. Buvo parodyta, kad antiserumai prie$
1C ir 3C peptidus yra aktyvis. Antiserumai prie$ 2C peptida neatpazino RG1
polipeptido. Antiserumai prie$ 4C ir 5C peptidus nebuvo testuoti.

Zmogaus monokloniniai antikanai pries RG1 buvo generuoti
imunizuojant transgenines peles prie3 RG1 polipeptidus ir 6-histidino tag
turintj RG1 sulietg baltyma, ekspresuota E. coli. Siy gyvany splenocitai buvo
sulieti su mielomos lastelémis gaunant hibridomos Iasteles. Gautos
hibridomos buvo atrinktos pagal ELISA analizg, atrenkant tas, kurios

produkuoja antik@inus pries RG1 peptidus ir baltyma, -
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5 pavyzdys: Antikiiny Western’o bloty analizé

Tirtas antiserumy RG1'spe’c’:ifi§kumas panaudojant Western'o blotinga.
RG1 specifiniai antiserumai (sukelti prie§ auks¢iau parodytas 1C ir 3C sekas).
buvo tirti panaudojant RG1 pereinamai ekspresuotg COS Igstelése, natyvy
RG1, i8skirtg i LNCap lIgsteliy ir RG1, gautq i$ transfekuoty Ziurkéno jauniklio
inksty, (BHK) lasteliy. RG1 specifiniai antiserumai toliau buvo tirti panaudojant
~ lizatus, pagamintus i8: LNCap augliy, LNCap Igsteliy, PC3 augliy, PC3 Igsteliy
ir keliy Zmogaus prostatos augliy klinikiniy pavyzdZiy. Lastelés ir augliai buvo
lizuoti detergento buferyje. Pavirinus 5 minutes, 10 ul kiekvieno lizato
jleidZziama j 12 % SDS-poliakrilamido gelj baltymams iSskirstyti. Tada atskirti
baltymai perkeliami | nitroceliuliozés membranas. RG1 antikiny surigimo
specifiSskumas buvo tikrinamas esant homologiniy ir heterologiniy peptidy.
Ré1 specifiniai antiserumai galéjo aptikti baltymus visuose pavyzdZiuose,
iskyrus PC-3 Iasteles ir PC-3 auglius.

6 pavyzdys: Natyvaus LNCaP Igsteliy idskirto RG1 baltymo gryninimas

Western'o bloty analizés metodu buvo parodyta, kad iSaugintos
kultdroje LNCap lgstelés iSskiria natyvy RG1 baltyma. Norint iSgryninti §j
natyvy baltyma, Iastelés buvo auginamos 48 valandas serumo neturincioje
terpéje. 13 3ios serumo neturinios terpés Iastelés buvo surinktos,
nucentrifuguotos ir terpé sukoncentruota mazdaug 50 karty ultrafiltracijos
metodu. Tada sukoncentruota terpé buvo praskesta 20 karty 20 mM natrio
acetato buferiu, pH 6,5, ir suleista | Q-sefarozés anijonito kolonéle. Kolonélé
plaunama natrio chlorido gradientu (0,5 % per minutg), renkant 2,0 ml
frakcijas. RG1 baltymas eliuuojamas esant mazdaug 75 mM NaCl, kaip rodo
Western'o blotingas ir SDS PAGE. Natyvus baltymas iSbéga esant $iek tiek
mazesnei molekulinei masei nei bakterijose ekspresuotas 6 histidin-RG1
sulietas baltymas tikriausiai todél, kad jame néra sulieto peptido.

7 pavyzdys: RG1 ekspresijos imunohistocheminis dazymas
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Ekspresuotas RG1 baltymas buvo nustatytas LifeSpan Biosciences,
Inc. jvairiausiuose Zmogaus audiniuose, iskaitant inkstus, plaucius, kasa,
raumenis, smegenis ir prostata.” Papildomi prostatos audiniai buvo gauti i$
Stanford University School urologijos skyriaus ir tirti Berlekse. Audiniy pjaviai
buvo deparafinizuoti naudojant standartines metodikas. Kaip pirminis
antikinas buvo naudotas polikloninis antikinas RG1-3C, o detekcijos sistema
susidéjo i§ Vector ABC-AP rinkinio (AK5002) su Vektor raudonojo substrato
rinkiniu (Sk5002). Kaip neigiama kontrolé daZzymas buvo atliekamas nesant

pirminio antikdno.

* k k k %

Visos $iame aprasyme paminétos publikacijos ir patentai ia yra
pridedami kaip literatiros $altiniai. Nors S3is iSradimas buvo apraSytas
remiantis konkregiais jo jgyvendinimo variantais, specialistai turety supraéii,
kad gali bati padaryti jvairGs pakeitimai, pakeista {vairiais ekvivalentais
nenukrypstant nuo i§radimo esmés ir sferos. Be to, gali bati padaryta daugybe
pakeitimy pritaikant konkregiai situacijai, medzZiagai, medziagos sudédiai,
procesui, proceso stadijai arba stadijoms, io iSradimo tikslui, esmei ir sferai.
Laikoma, kad visus tokius pakeitimus apima pridedama apibréZtis.

i 23
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. I8skirtas polinukleotidas, apimantis polinukleotidg, kuris yra maziausiai’
70 % identiSkas nariui, pasirinktam i§ grupés, susidedancios i3:

(a) polinukleotido, koduojanéio polipeptidgq arba jo biologiskai arba
imunologiskai aktyvy fragmenta, turint] fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg
aminortgsciy seka;

(b) polinukleotido, koduojacio polipeptidg, kuris apima fig.2 (SEQ ID NO: 2)
parodytos aminorig3¢iy sekos 21-331 aminoragstis;

(c) polinukleotido, koduojancio polipeptida, kuris apima fig.2 (SEQ ID NO:
2) parodytos aminorlg&¢iy sekos 27-331 aminoriigstis. '

(d) polinukleotido, kuris yra komplementarus (a), (b) arba (c) polinukleotidui.

2. Polinukleotidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra DNR.

3. Polinukieotidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis yra RNR.

4. Polinukleotidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra
genominé DNR.

5. Polinukleotidas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis koduoja
polipeptida, kuris apima fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos aminorigs¢iy sekos 1-331
~aminoragstis.

- 6. Polinukleotidas pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis koduoja
polipeptida, kuris apima fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos aminoriagsc€iy sekos 21-
331 aminoragstis.

7. Polinukleotidas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis koduoja
polipeptida, kuris apima fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos aminoriugs¢iy sekos 27-
331 aminoragstis.

8. Polinukleotidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis apima fig.1
(SEQ ID NO: 1) parodytos sekos 1-1770 nukleotidus.

9. Polinukleotidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis apima fig.1
(SEQ ID NO: 1) parodytos sekos 296-1291 nukleotidus.

10. Polinukleotidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis apima
fig.1 (SEQ ID NO: 1) parodytos sekos 356-1291 nukleotidus.

11. Polinukleotidas pagal 1 punkta, besisk‘iriantis.'_tuo, kad jis apima

fig.1 (SEQ ID NO: 1) parodytos sekos 374-1291 nukleotidus.
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12. Vektorius, turintis savyje polinukleotida pagal 2 punkta.

13. Seimininko lastelé, turintj savyje vektoriy pagal 12 punkta,

14."Polipeptido produkavimo badas, besiskiriantis tuo, kad jis apima
polipeptido, kuri koduoja polinukleotidas, ekspresija Seimininko lIgsteléje pagal 13
punkta. )

15. Badas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad polipeptidas apima
fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 1-331 aminoragstis.

16. Budas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad polipeptidas apima
fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 21-331 aminoragstis.

17. Budas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad polipeptidas apima
fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 27-331 aminoragstis.

18. Polipeptido produkavimo buadas, besiskiriantis tuo, kad
polipeptidas apima fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg aminorig3¢iy seka ir sdsideda
i&:

(a) Seimininko Igsteliy pagal 13 punktg auginimo salygose, kuriose yra
ekspresuojamas $is polipeptidas, ir

(b) pdlipeptido iSgavimo i$ kulturos
stadijy. _
19. Lastelés, kuri ekspresuoja polipeptida, produkavimo badas, |
besiskiriantis tuo, kad jis apima lastelés su vektoriumi pagal 12 punktg
gavima geny inZinerijos budu.

20. Polipeptidas, turintis savyje narj, pasirinkta i grupes, susidedancios is:

(a) polipeptido arba jo. biologiskai arba imunologi$kai aktyvaus fragmento,
apimangio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodyta aminorag3ciy seka;

(b) polipeptido, apimantio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 21-331
aminoragstis;

(c) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 27-331
aminoragstis;

(d) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 28-46
aminoragstis;

(e) polipeptido, apimantio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 77-91
aminoragstis; ir

(f) polipeptido, kuris yra maZiausiai 70 % identigkas (a), (b), (c), (d) arba (e)
polipeptidui. _
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21. Polipeptidas pagal 20 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis apima fig.2
(SEQ ID NO: 2) parodytos aminorg8¢iy sekos 1-331 aminoragstis.

22. Polipeptidas pagal 20 puhktq, besiskiriantis tuo, kad jis apima fig.2
(SEQ ID NO: 2) parodytos aminorg$ciy sekos 21-331 aminortgstis. .

23. Polipeptidas pagal 20 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis apirha fig.2
(SEQ ID NO: 2) parodytos aminoragsciy sekos 27-331 aminoragstis.

24. |3skirtas antikinas arba antikino fragmentas, besiskiriantis tuo,
kad jis épecifiékai risasi su polipeptidu, turinCiu savyje narj, pasirinkta i§ grupeés,
susidedancios is:

(a) polipeptido arba jo biologiSkai arba imunologiskai aktyvaus fragmento,
apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodyta aminortig§¢iy seka;

(b) polipeptido, apimanéio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytbs sekos 28-46
aminor{gstis;

(c) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos“77-91
aminoragstis;

(d) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 188-210
aminoragstis;

(e) polipeptido, apimangio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 263-274
aminoragstis; ir

(f) polipeptido, kuris yra maZiausiai 70 % identiskas (a), (b), (c), (d) arba (e)
polipeptidui.

25. Antiktinas pagal 24 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis specifiskai
riSasi su aminorag$ciy seka PLGGESICSAGAPAKYSIT (SEQ ID NO: 8)

26. Antikiinas pagal 24 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis specifi$kai
risasi su aminoragsciy seka HSSDYSMWRKNQYVS (SEQ ID NO: 10).

27. Antikinas pagal 24 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis specifikai
riSasi su aminoragsciy seka DAGTDSGFTFSSPNFATIPQDTV (SEQ ID NO:11).

28. Antikinas pagal 24 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis specifiskai
risasi su aminoragsciy seka NEIVDSASVPET (SEQ ID NO: 12).

29. Antikinas pagal 24 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra
polikloninis antiktnas.

30. Antikinas pagal 24 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis yra

monokloninis antikGnas.
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31. Imunokonjugatas, apimantis i§skirtg antiking arba antikino fragments,
kuris specifiS§kai riSasi su polipeptidu, turindiu savyje narj, pasirinktg i§ grupés,
susidedangios is:

(a) polipeptido arba jo biologiskai arba imunologiSkai aktyvaus fragmento,
apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg aminoriigsciy sekg; ”

(b) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 21-331
aminoragstis;

(c) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 27-331
aminoragstis;

(d) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 28-46
aminortgstis; .

(e) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 77-91
aminoragstis;

" (f) polipeptido, apimangio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 188-210
aminoragstis;

(g) polipeptido, apimangcio fig.2-(SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 263-274
aminoragstis; ir ,

(h) polipeptido, kuris yra maziausiai 70 % identiSkas (a), (b), (c), (d), (e), ()
arba (g) polipeptidui,
konjuguotg su terapiniu agentu.

. 32. Imunokonjugatas pagal 31 punkta, besiskiriantis tuo, kad terapinis
agentas yra citotoksinis agentas.

33. Imunokonjugatas. pagal 32 punkta, besiskiriantis tuo, kad
citotoksinis agentas yra pasirinktas i3 grupés, susidedangios 8 ricino,
doksorubicino, daunorubicino, taksolio, etidzio bromido, mitomicino, etopozido,
tenopozido,  vinkristino,  vinblastino,  kolchicino,  dihidroksiantracindiono,
aktinomicino D, difterijos toksino, Pseudomonas egzotoksino (PE) A, PEA40, ricino,
abrino, gliukokortikoido ir radioizotopy.

34. Imunokonjugatas pagal 31 punkta, besiskiriantis tuo, kad antikino
fragmentas yra pasirinktas i§ grupés, susidedantios i§ Fv, F(ab’) ir F(ab)
fragmenty.

35. Selektyvaus fig.2 (SEQ ID NO:} 2) parodytg polipeptidg

ekspresuojancios Igstelés suardymo budas, besiskiriantis tuo, kad jis apima
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imunokonjugato pagal 31 punkta sgveikg su lastele taip, kad imunokonjugato
terapinis agentas gali suardyti Igstele.

36‘. Imunokonjugatas pagal 31 punkta terapiskai efektyviame kiekyje,
skirtas panaudoti pacienté-imogaus, kuris turi su RG1 ekspresija susijusig liga{,'
gydymui.

37. Ribozimas terapiSkai efektyviame kiekyje, kuris specifiSkai skaldo
polipeptidg koduojancia RNR, skirtas panaudoti paciento-Zmogaus, kuris turi su
netinkama RG1 ekspresija susijusig ligg ir kuriam reikia sumazinti polipeptido,
turinCio savyje narj, pasirinktg i§ grupés, susidedanéios i$:

(a) polipeptido arba jo biologi$kai arba imunologikai aktyvaus fragmento,
apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg aminoragsciy, seka; ir

(b) polipeptido, kuris yra maziausiai 70 % identiskas (a) polipeptidui, .

kiekius, gydymui.
38. Polinukleotidas terapidkai efektyviame kiekyje, kuris yra
komplementarus polipeptidg arba jo dalj koduojangiam polinukleotidui, skirtas
panaudoti paciento-Zmogaus, kuris turi su netinkama RG1 ekspresija susijusig ligg
ir kuriam reikia sumaZinti polipeptido, turingio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg
aminorag$ciy seka, kiekius, gydymui.

39. Antiktinas arba antik@ino fragmentas pagal 24 punkta, skirtas panaudoti
.diagnostikoje, analizuojant i§ Seimininko paimta méginj, nustatant ar jame yra
polipeptido, turinéio savyje narj, pasirinktg i§ grupés, susidedangios is:

(a) polipeptido arba jo biologikai arba imunologiskai aktyvaus fragmento,
apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytg aminorigstiy seka; |

(b) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 21-331
aminoragstis;

(c) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 27-331
aminoragstis; |

(d) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 28-46
aminoragstis; .

(e) polipeptido, apimanéio fig. 2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 77-91
aminoragstis;

(f) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 188-210

aminortgstis;
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(9) polipeptido, apimancio fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytos sekos 263-274
aminoragstis; ir

(h) polipeptido, kuris yra maziausiai 70 % identiskas (a), (b), (c), (d). (e), ()
arba (g) polipeptidui. |

40. Panaudojimas pagal 39 punkta, besiskiriantis tuo, kad
analizavimas apima méginio salytj su antikainu arba antikiino fragmentu pagal 24
punkta, kuris specifiSkai risasi su polipeptidu, ir antikino rysio su méginyje esaniu
polipeptidu nustatyma,

41. Polinukleotidas, turintis polinukleotido, kuris yra 70 % identi$kas nariui,
pasirinktam i§ grupés, susidedancios iS:

(a) pohnukleotldo koduojandio polipeptida arba jo DbiologiSkai arba
imunologiSkai “aktyvy fragmenta, apimant{ fig.2 (SEQ ID NO: 2) parodytq
aminorg8¢iy seka; ir :

(b) polinukleotido, kuris yra komplementarus (a) polinukleotidui,

skitas panaudoti diagnostikoje kaip ieSkomas diagnostikos rodlkhs
analizuojant meginj.

42. Antikanas arba antikiino fragmentas pagal 24 punktg, skirtas panaudoti
subjekto metastaziy, susijusiy su fig.2 (SEQ ID NO: 2) polipeptidu, diagnostikoje,
apimantis i Seimininko paimto méginio analizavima, susidedantj i$

| (a) subjekto audinio ir/arba skys¢io méginio gavimo;
(b) io meéginio saly&io su antiknu pagal 24 punkta, ir
: (d) 8io antikaino rysio su meéginio polipeptidu nustatymo

stadijy.

43. Panaudojimas pagal 42 punkta, besiskiriantis tuo, kad antikiinas
yra Zymétas junginiu taip, kad duoty tiesiogiai arba netiesiogiai nustatoma signala,
jungin{ pasirenkant i§ grupés, susidedanCios i$ radiozyme turingio junginio,

fermento, chromoforo arba fluoroforo.
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AGAAACCGGT GCGGTA

~
-

GAAGGTCGCT GGGCAGGGCG

- CGCAGCCCCT TICTCCTCC?T

GGCCAGGCCG TGCAGCATCG
CGCCCGGEEC GCCCEECTCS
GGACCCGACC GCTGCCGGCC
AAACCCCAGC CCGGCCGCCE
‘TGGCCACTCT CGGCGCCGTe
TCCGCCGGAG CCCCGGCCAA
CCAGACGGCC TTCCCCAAGC
GGTCTTCGCT GCTCGGGGCC
AAGAACCAGT ACGTCAGTAA
GGCCTGGGCG CTGATGAAGG
GCGTGCACGC GGTGTTTTCS
ACGTCGGCEE AGCTGGAGCET
GCGTGCGCATC GTGCCCAGCC
ACCTGTGCGA CGGGGACCGT
CCCTACGACG CCGGGACGGA
CGCCACCATC CCGCAGGACA

GCCACCCGGL CAACTCCTTC
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TGCCAGGGGA AGAGGGTGAT CCGACCCGES
AGTTGGGAAA GCGGCAGCCC CCGCCGECCe
TCTCCCACGT CCTATCTGCC TCTCGCTGGA
GACAGGAG GAACTGGAGC CTCATTGGEC
GGCTTAAATA GGAGCTCCGG GCTCTGGCTS
GCGSTCCCEE TGCTCCTGCC GGGTGATGGA
CCCTGGGCAA GGCCCTCTGC GCTCTCOTEC
GGCCAGCCTC TTGGGGGAGA GTCCATCTGT
ATACAGCATC ACCTTCACGG GCAAGTGGAG
AGTACCCCCT GTTCCGCCCC CCTGCGCAGT
GCGCATAGCT CCGACTACAG CATGTGGACG
| CCGGCTGCEE GACTTTGEGE AGCGCGGCGA
AGATCGAGGC GGCGGGGGAG GCGCTGCAGA
GCGCCCGECG TCCCCAGCGS CACCOGGCAG
GCAGCGCAGG CACTCGCTGG TCTCGTTIGT
CCGACTGGTT CGTGGGCGTG GACAGCCTGS
TGGCGGGAAC AGGCGGCGCT GGACCTGTAC
CAGCGGCTTC ACCTTCTCCT CCCCCAACTT
CGGTGACCGA GATAACGTCC TCCTCTCCCA

TACTACCCAC GGCTGAAGGC CCTIGCCTCCC

ATCGCCAGGG TGACACTGGT GCGGCTGCGA
CCCTCCCGCT CCAGTCCTGC CCAGCACGGA
CCTCAGTTCC AGAMACGCCG CTGGACTGCG
TGGGGACTGT Gcccgéccca CTGTGGGAGG
TCGCTACGTC CGGGTCCAGE. CCGCCAACAA
TCGAAGAAGA GGCTGAGTGS GTCCCTGATA
CCCGCAGCTSC CTGEGGCCCC COGGAGCCAT
GCASGCTCAT GCTGCACGCG GCCGAGGGCA
CTGACCGCGS TGAGGCCGEG CCGACCATCT
GTGGCCGSCA CGGGCATTGS GAAACAGCCT
TCTTAGGGGC CCCCGTGTCS CSTCTGCTCT
ATAAAGTCAT CCCCAAGSCT CCASCTACTC
GTTATTGCTG CTCCAGGASA TTGTCCTTCA
CACGTGGTTG CAGATACCTC AGACCTCGTC
ACTCTCCCGA GGGCGCATCC AAGCGGGSGC

GGGGTGSTIT CGGAAGCSTC APAAAAAAAA

Fia.1

CAGAGCCCCA GGGCCTTCAT
CAATGAGATT GTAGACAGCG
AGGTCTCCCT GTGSTCGTCC
CTCGGGACCA AGAGCAGGAC
CGCSAGCCCC TGCCCOGAGT

ACTGCGTCTA AGACCAGAGC
GGCGTGTCGS GISCTCCIGT
CAGGGGGTTT CECECTGETS
CTGCACTGAA GGGCCCTCTS
CCTCCTTTCC CAACCTTGCT
CAGCCTCSTC CTCCTGEAGS
TAAATTATGT CTCCTTATAA
TCGTCCAGGE GCCTGGLTCS
CTCTAGGCTS
CACTTGAGAA

AAAAA
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MENPSPAAAL GKALCALLLA TLGAAGQPLG QESICSAGAP AKYSITETGK
HSQTAFPKQY PLFRPPAOWS SLIGABRHSSD YSMWRENOYV SNGLEDFAFR
GEAWALMKEI EAAGEALQSV HAVFSAPAVP SGTGQTSAEL FYORRHSLVS
T ;o
NFATIPODTY TEITSSSPSH PANSFYYPRL KALPPIARVT LVRLRQSPRA
FIPPAI;VLPS RDNEIVDSAS v?zrpww
BIRYVRVOPA NNGSPCPELF_EFAFCVPDNC V |

Fig.2



RG1 1
mindin 1
50
49
100
- 99
150
149

200

-+ 199
250
248
300
299

LT 5046 B

HENPSPAAALGKALCALLLATLGA.AGQPLGGESIéSAGAPAKYSITFTG

L S N L e NN N N e
HENVS . . FSLDRTLWVFLLAMLGSTAGQPLGGESVCTARPLARYSITFTG

KHSOTAFPKQYPLFRPPAQWSSLLGAAHSSDYSMWRKNQYVSNGLRDFAé

CLOLEELELLEL L e Ui bt
KRSQTAFPKQYPLFRPPAQWSSLLGAAHSSDY SMWRKNEYVSNGLRDFAE

RGEANALHKEIEAAGEALQéVHAVFSAPAVPSGTGQTSAELEVQRRHSLQ

S I I AT
RGEAWALHMKEIEAAGEKLQSVHAVFSAPAVPSGTGQTSAELEVHPRRSLY

SEVVRIVPS PDHFVGVDSLOLCDGDRWREQAALDLY PYDAGTDSGRTFSS

N N N e T e
SFVVRIVPSPDWFVGIDSLDLCEGGRWKEQVVLDLY PHDAGTDSGFTFSS

PNFATIPQDTVTEITSSSPéHPANSFYYPRLKALPPIARVTUVRLRQSPR

CLCLELER LT R R L =t et
PNFATIPQDTVTEITASSPSHPANSFYYPRLKSLPPIAKVTFVRLRQSPR

AFIPPAPVLPSRONEIVDSASVPETPLDCEVS LHSSHGLOGGHCGRLGTK

CE L D B LRl DRLCRETE VL CELL TRt (gt |
AFAPPSLDLASRGNEIVDSLSVPETPLDCEVSLWSSWGLCGGPCGKLGAK

-SRTRYVRVQPANNGSPCPEﬂEEEAECVPDNCV 331

COLUEELDEERER L. Cntnetetnl artyl
SRTRYVRVQPANNGTPCPELEEEAECAPDNCV 330

Fig.3

49
48

99

98
149
148
199
198
249
248 .
299
298




LT 5046 B

AGAAAGGGGTGCGGCAGCACTGCCAGGGGAAGAGGGTGATCCGACCCGGGGAAGGTCGC*
TCTTTCCCCACGCCGTCGTGACGGTCCCCTTCTCCCACTAGGCTGGGCCCCTTCCAGCGA

CGGCAGGGCGAGTTGGGAAGCGGCAGCOCCCGCCECCCCCGCAGCCCCTTCTCETCCTT
61 --~ev- et R SRt $occeemane $omrenans #emmeamos 120

CCCCTCCCCCTCAACCCTTTCGCCGTCGGGGGCGLCGCOGGCGTCGOGGAAGACGAGGAL .

TCTCC”ACGTCCTATCTGCCTCTCGCTGGAGGCCACGCCGTGCAGCATCGAAGACAGGAG
121 s-ememe-- oecmmvevegeacamcma o weedecececacagioancnn «-4+ 180

AG&GCGTGCAGGA'AGACGGACAMCGACCTCCGGTCCGGCACGTCGTAGCTlCTGTCCT”

caacrccacccrcarrccccccccccaucccccccccrcccccrraaaricGAccrcccc
181 ~-~=---=- #mmm- cmwmgmmmmna m—game ~eeegeecmcancn Hesamanaan + 240

C”TGACCTCGGAGTAACCGGCCGGGCCCCGCGGCCGGAGCCCGAATTTATCCTCGAGGCC

GCTCTGGCTCGGACCCG&CCGCTGCCGGCCGCGCTCCCGCTGCTCCTGCCGGGTGATGGA
28] crecrrocopmnncena oo onn Beamsdosesmsrerrsbramnacncan fmranccnn- 4+ 300

CGkcacccaccc'rsccc'rGGCGACGGCCGGCGCGAGGGCGACGAGGACGGccct.cnccr
M E -
mccccaccccccccccccccc'rcccumcccmcmcccwcmccrcmcrcr
T TCa0aTCO0EeaEaCaaEOaOACECOTICNOaOAGACACGAGAGEAGOACCGGTOAGK 360
N P $§$ P A A ALGI KA ALCARMLULILWATL, -
CGGCGCCGCCGGCCAGCC‘I‘CTTGGGGGAGAGTCCATCTG‘I‘TCCGCCGGAGCCCCGGCCM
361 =vecessecducmmctmosgoocaooono L ALLEEEE RSt DAt bl R ARl --+ 420
GCCGCGGCGGCCGGTCGGAGaACCCCCTCTCAGGTAGACAAGGCGGCCTCGGGQCCGGIT
G A NG OQPTLGGTESTIGCSAGA INTEPAEK -
xncmcuc».cmcacamwmcaacccacaégaccmcccncmc'mcccccr
A IOTCOTAG GG GTECECaTICACOTCOOTCTOCCRANGIGOTIOGTOATEGOEA
¥ $ I T FTGEKWSOQQTAXTPFPEKOQTYU?PTL -
GTTCCGOCCCCCTGCGCAGTGGTCTTCGCTGCTGGGGGCCGCGCAtAGCTCCGACTACAG
o éii&&éé&éé&&R&&é&é&é&i&i;éé&aé&mcmm;a;ééié&é;é;«ié;é e
FR PP AMOQWS SLL GAAHS S DY S -
CATGTGGACCAAGAACCAGTACGTCAGCTAACGEGCTCCGCGACTTTCCGGAGCGCGECGA
54) =-eeceece= 4escsncans cdomevweeanp o~ ¥-c-canae b R e + 600
GTACACCTCCTTCTTGGTCATGCAGTCATTGCCCCGACGCGCTGAMACGCCTCGCGCCGCT
M W R K N Q Y V 8§ ¥ G L R D F A E R G E -
) GGCCTGCGCGCTGATCAAGGAGATCGAGGCGGCCGGGOAGGCGCTGCAGAGCGTGCACGE
O EACEEEaACTACTTEETET AGETECOCEOCEECeTOCGCOACETETCOCACETECE
A WA L M XK E 1 EAAGEA AL QS V K A -
CCTGTTTTCCGCCLCLGCCCTCCCCAGCGCCACCGGCCAGACGTCCCCCCAGCTGSACS

GH) -~ ¥ cereecaa e vemtanaa LR 4eoee e~ N U « 7
CCACAAAACCCCCGGCCGCCAGEGUTCCCCGTGCCCCCTCTCCAGCCCCCTCCACCTCCA

[ 3]
[#]

V. F S A P A VvV P 8§ C T G OQ T S N E L E V
Fig.4

(lapas 1§ 3)



GCAGCGCAGGCACTCCCTCGTCTCG“TTG“GGTGC& \T"C“GCCCAQCCCCGACiuuTﬂ
721 <~ cceeaan D R #-mceceoeo #-evveana. A i U +

CGT CGCG“CCGTGAGCGACCAGACCAAACACCACGCGTAGCACGGGTCGGGuC*GACCAA
Q R R H § L VvV S F V V R I V P 5 p p W F
CGTGuCCGTGGACAGCCTGGACCTGTGCCACGGGGhCCGTTCCCCGGAACAGGCGGCGCT

781 -c-eo--- M St #ommomonon #rromeeans #omamnon-- +
GCACCCGCACCTG”‘CGGACCNGACACCCTGCCCCTGGCMCCGCCCTTG‘I‘CCGCCGCGA

v ¢V D S$ L DL CD G D R R RE.Q A AL -

GGACCTGTACCCCTACGACCCCGGGACGG&CAGCGGCTTCACC“TCTCCTCCCCCAAC“T
S B4]l cceececcco e geomans mecgecaanaan, 4mecncnoan +

CC’GGACATGGCCATGCTGCGGCCCTGCCTGTCGCCGAAGTGGAAGAGGACGCGGT”GAA

D L Y P Y D AG T D S G F T F S § ? N F
CGCCACCATCCCGCAGGACACGGTGACCGAGATAACGTCCTCCTCTCCCAGCCACCCGGC

O CeAGTaTAGOa G TCCTOTGCCACT G TOTATI RS IAC A GRS casTanaoen
ATI P QDT VYT ETITTS S S P S UHTE A
CAACTCCTTCTACTACCCACGGCTGAAGGCCCTGCCTCCCATCGCCAGGGTGACACTCET

T T GA AN A TOATEaOTOCaACTCEaaaACO A TAG ST CeAC T Tan on

¥ § F Y Y P R L K A L P P I A R YV T L V

GCGGCTGCGACAGAGCCCCAGGGCCTTCATCCCTCCCGCCCCAGTCCTGCCCAGCAGGGA-

1021 ---vemecmgmean b D E R Ll ST R oeemmeman
CGCCG&CGCTGTCTCGGGGTCCCGGAAGTAGGGAGGGCGGGCTCAGGACGGGTCGTCCCT

R LR QS PRAPFP I PPAZPVYVYILUGP S URD
CAATGAOATTGTLGACAGCGCCTCAGITCCAGAAACGCCGCTGGACTGCGAGGTC‘CCCT
ros T TACTCT A A TCTOTCGCGOA G TCAA GO IO GG CGACCTOACO O ORAGA G
N EI VDS A SV P ETZPULUDG CETUVSL
GIGGTCCTCCTGGGGACTGTGCGGAGGCCACTGTGGGAGGCTCGGGACCAAGAGCAGGAL
N e P e s
W § S W 6 L C G G H C 6 R L G T EK S U RT
- TCGCTACGTCCGGGTCCAGCCCGCCAACAACGGGAGCCCCTGCCCCGAGCTCGAAGAAGA
1201 ;;E&RTGC;Gé;éé;&;;é;&;&&éi;;;;;éCCTCGGGGACGGGCC;GGREE;TC”TC;
R Y V R V O P A N N G § P C P E L E E-E
GGCTGAGTGCCTCCCTGATAACTGCCTCTAAGACCAGAGCCCCGCAGCCCCTGGGGCCCE
D CCoACTeACOeAGROACTATIOACO R AGA T TETE0 e TeoCCaC e e dasaneseacac
A E C V P D N C Vv «
CCGGAGCCATGGGGTCTCGGGGGCTCC TG TGCAGGCTCATCCTGCAGGCGGCCGAGEGCA
T aeTeCOT A A CACEC AR AT ECOACTAC A G eCoteas e r e
CACGCLCTTTCCCGCTGCTCCTCACCCCGGTGAGGCCCCGCCGACCATCTCTGCACTCAA
T CCee ARG aCaACEA AT G e eACT ot T Tranea TR e
GGGCCCTCTCGTGGCCCCCACGCCCATTGGCAAACACCCTCCTCC“TTCCCAACCTTGC*

1(41 --------- ¥eCrsrannewsw e v v e~ a L R B R L R IR R Y |
CCCGCCACACCACCGCCCCTGCCCCTAACCCTTTGTCCGAGGRGGAAACCCT“CCAACGA

Fig.4 - tgsinys
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1501 ---------¢---------+-----..‘.q- --------- R e at SRR 1560
AGAATCCCCGGGGGCACAGGGCAGACGAGAGTCGGAGG&GGAGGACGTCC”ATTTCAGTA

1561 rem-meemehemvo-omo= temen- B e e aemmeengecmeen. 1620

TTGTCCTTCATCGTCCAGGCGCCTGGCTCCCACGTGGTTGCAGATACCTCAGACCTGGTG
1621 --<-=~ caedeccmesens 4meomesmmapmmcnsseeofarocsmesTgaacacan. + 1680 -

AACAGGAAGTAGCAGGTCCCCGGACCGAGGGTGCACCAACGTCTATGGRGTCTGG&CCAC
CTCTAGGCTGTGCTGAGCCCACTCTCCCGAGGGCGCATCCAAGCCGGGGCCACTTGAGAA

168) -cccecevmg-cerevmmpomcmon- B Rt LT greamanae- + 1740
GAGATCCGACACGACT"GGGTGAGAGGGC‘I‘CCCGCGTAGGTTCGCCCCCGGTGMCTCTT
GTGAATAAATGGGGCGGTTTCGGAAGCGTC

174} covemmm-- fevssscaw= $eveenss~=y 1770
CACTTATTTACCCCGCCAAAGCCTTCGCAG

Fig.4 - tesinys
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